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|. Les biomédicaments

A. Définition d’un biomédicament

Un médicament est défini par le code de la Santé publique (site internet : article

L.5111-1) de la facon suivante : « une substance ou composition présentée comme possédant
des propriétés curatives ou préventives a I’égard des maladies humaines ou animales ». Il est
également défini comme « toute substance ou composition pouvant étre administrée, en vue
d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier les fonctions
physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique »
(Cavazzana-Calvo and Debiais, 2011). Au début du 20éme siecle, ces substances étaient
principalement extraites de sources naturelles. De nos jours, ce sont majoritairement des
molécules de synthéese. Depuis les années 80, une nouvelle catégorie de produits a visée
thérapeutique a vu le jour: le « biomédicament ». Celui-ci se définit comme étant « une
protéine, un acide nucléique ou une cellule utilisés a des fins thérapeutiques et synthétisés a
partir d’organismes vivants a I'aide de méthodes biotechnologiques » (Walsh, 2002 ; Walsh,
2014).

Le terme « biotechnologie » correspond ici a l'utilisation d'organismes vivants sous
leurs formes naturelles ou modifiées. La biotechnologie moderne, développée dans les années
70 a la suite de la découverte des techniques de clonage de génes ou de fragments d’ADN,

utilise les techniques de génie génétique et de fusion cellulaire (Volkin et al., 2015).

B. Les biomédicaments : cas particuliers des anticorps

Aujourd’hui, le marché du biomédicament est en constante progression. Les grands
groupes pharmaceutiques internationaux investissent de plus en plus dans la
commercialisation des biomédicaments. Ce marché génére des revenus globaux de 163
milliards de dollars US représentant 20% du marché pharmaceutique (Otto et al., 2014). Sur
la période 2014-2018, I'agence américaine du médicament (Food and Drug Administration :
FDA) a approuvé la commercialisation de 155 nouveaux biomédicaments contre 147 sur la

période 2010-2014 (Figure 1 ; Walsh, 2014 ; Walsh, 2018). En Europe, 88 ont été approuvés
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par I'agence européenne du médicament (European Medicines Agency : EMA) sur la méme

période.

707 36
B us 28

Number of product approvals

2014 2015 2016 2017
Year

Figure 1: Nombre de biomédicaments approuvés par I'agence réglementaire américaine
FDA et I’agence de I’'Union Européenne EMA (Walish, 2018)

Le nombre de biomédicaments approuvés par la FDA est représenté en bleu et celui des
biomédicaments approuvés par 'EMA en rouge.

EU : Union européenne ; US : Etats-Unis ; FDA : Food and Drug Administration ; EMA : European Medicines Agency.

La production de biomédicaments est impossible par synthése chimique. En effet, les
médicaments obtenus par synthése chimique sont majoritairement composés de molécules
de petites tailles et de structures moléculaires simples alors que les biomédicaments sont
essentiellement des molécules complexes et de grandes tailles comme les protéines. C'est
notamment le cas des anticorps monoclonaux dont la masse moléculaire avoisine les 170 kDa
(Rader, 2008). Ces anticorps monoclonaux ne peuvent étre produits que par des organismes
vivants eucaryotes parfaitement adaptés pour synthétiser des molécules complexes de hautes

masses moléculaires.

Les anticorps monoclonaux constituent un secteur majeur sur le marché des
biomédicaments représentant a eux seuls une valeur d’environ 80 milliards de dollars US en

2016 avec une projection de 114,6 milliards de dollars US en 2022. Le marché des anticorps
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monoclonaux est en constant développement (Grilo and Mantalaris, 2018). Actuellement, la
production d’anticorps monoclonaux est réalisée majoritairement dans des cellules animales
et plus précisément dans les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) pour deux raisons
principales : (i) les anticorps monoclonaux produits possédent une glycosylation trés similaire
a celle retrouvée sur les anticorps humains ; par conséquent, les modifications génétiques
nécessaires pour éliminer des épitopes allergenes sont limitées; (ii) les anticorps
monoclonaux produits par ces cellules sont sécrétés directement dans le milieu de culture ce
qui facilite leur purification (Schillberg et al., 2019). De plus, la production d’anticorps
monoclonaux dans les cellules CHO a été optimisée et permet aujourd’hui d’atteindre des
rendements trés importants de I'ordre de 5-10g/L et pouvant monter dans certains cas jusqu’a
plus de 20g/L (Pujar et al., 2017). En 2014, 47 biomédicaments correspondant a des anticorps
monoclonaux étaient disponibles sur les marchés européen et américain (Ecker et al., 2015).
Quarante-quatre étaient produits dans des cellules de mammiféres. Parmi ces anticorps
monoclonaux, I’Abciximab® a été commercialisé dés 1997 par le groupe Janssen Biotech sous
le nom de ReoPro™. Il est composé d’anticorps monoclonaux chimériques (humain-murin)
capables de se lier aux récepteurs de glycoprotéines présentes sur les plaquettes humaines et
ainsi d‘inhiber I'agrégation plaquettaire (Miller et al., 2003).

Pour distinguer I'origine et la cible thérapeutique des anticorps monoclonaux utilisés,
une nomenclature internationale a été adoptée (Scheen, 2009). Le nom d’un anticorps
monoclonal se termine par le suffixe « mab », précédé par une syllabe caractéristique de son
origine. On parle d’anticorps «o-mab» lorsque celui-ci est de nature murine, de «xi-mab»
lorsque I'anticorps monoclonal provient d’une version chimérique murin-humain, de «zu-
mab» lorsque celui-ci est de nature murine et qui a été par la suite humanisé, et enfin «u-
mab» pour les anticorps monoclonaux entierement humains.

Quel que soit I'organisme choisi pour la production d’anticorps monoclonaux, ceux-ci
doivent étre capables de réaliser des modifications co- et post-traductionnelles sur les
anticorps monoclonaux gu’ils produisent. Ces modifications sont propres a I'espéce dans
laguelle I'anticorps est produit et jouent un role essentiel dans la fonction, la stabilité et Ia

demi-vie des anticorps monoclonaux obtenus (Lingg et al., 2012).
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Il. Les anticorps : importance des
modifications co- et post-traductionnelles

A. Généralités

Pendant et aprés sa traduction, une protéine subit des modifications co- et post-
traductionnelles afin que celle-ci soit correctement repliée et active. De nombreuses
modifications co- et post-traductionnelles des protéines ont pu étre caractérisées (Figure 2 ;
Kannicht and Fuchs, 2008 ; Walsh and Jefferis, 2006). Parmi ces modifications des protéines,
on peut retrouver notamment, la phosphorylation, la méthylation, I'acétylation et les
glycosylations. Il existe 2 types de glycosylation majoritaires sur les protéines: la O-
glycosylation (Brockhausen, 1999 ; Brockhausen, 2006 ; Gerken, 2012) et la N-glycosylation
(Lerouge et al., 1998 ; Breitling and Aebi, 2013). Des analyses bio-informatiques ont montré
que la N-glycosylation est la modification post-traductionnelle la plus abondante chez les
protéines (Figure 2 ; Khoury et al., 2011 ; Apweiler et al., 1999). Ce type de glycosylation est

présent également sur les anticorps.
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Figure 2 : Représentation statistique des modifications post-traductionnelles putatives des
protéines les plus abondantes chez les eucaryotes



31

Cet histogramme représente les prédictions de modifications post-traductionnelles putatives
présentes sur les protéines synthétisées par les cellules eucaryotes a partir de la base de
donnée Swiss-Prot (Khoury et al., 2011). Les valeurs annotées sur I'axe des ordonnées
correspondent a la fréquence de prédiction de ces modifications post-traductionnelles sur les
protéines.

B. Structure d’un anticorps monoclonal

Les anticorps monoclonaux sont des glycoprotéines complexes constituées de deux
chaines lourdes et de deux chaines légeres reliées entre elles par des ponts disulfures
(Schroeder and Cavacini, 2010). lIs possedent deux parties, la premiére est une partie appelée
Fab pour Fragment antigen-binding constituée des domaines de la chaine légere : Vi et C_ et
d’une partie des domaines de la chaine lourde : V4 et C41 (Figure 3). La seconde partie est une
partie constante appelée le Fragment cristallisable (Fc) constituée des domaines Cu2 et Cy3
de la chaine lourde (Figure 3). Il existe différents types dimmunoglobuline: les
immunoglobulines de type G, de type A, de type M et de type E. Les anticorps jouent un réle
majeur dans le systeme immunitaire des mammiféeres. lls reconnaissent et éliminent les
agents pathogénes de maniére spécifique. Dans le cadre de cette synthése bibliographique,
seuls les anticorps monoclonaux de type G (IgG) seront décrits.

Les 1gG monoclonaux possédent au minimum un site de N-glycosylation localisé sur
I'asparagine située en position 297 (N297) présente sur la partie constante des chaines lourdes
au niveau du domaine Cy2 (Figure 3). Environ 20% des anticorps monoclonaux possedent un
autre site de N-glycosylation situé sur la partie variable présente au niveau du Fab (Holland et

al., 2006 ; Arnold et al., 2007 ; Stadlmann et al., 2010)
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Figure 3 : Structure protéique d’un anticorps monoclonal de type IgG

On peut voir en nuances de bleu la chatne lourde et en nuances de beige la chaine légere. La chaine
lourde est divisée en quatre domaines : Vy, Cuyl, Cu2 et Cy3. Le fragment Fab (Fragment antigen-
binding) de I'anticorps est composé de la chaine légere (V+C.) et d’une partie de la chaine lourde
(Vi + Cul). La reconnaissance avec lI'antigene se fait par la partie Fab. Le fragment Fc (Fragment
cristallisable) est le domaine de reconnaissance de |'anticorps monoclonal avec un récepteur
permettant notamment 'activation du complément lors d’'une réaction immunitaire. Les sites de N-
glycosylation du fragment Fc sont représentés par les points rouges en position 297 (N297). Les
ponts disulfures reliant les chaines lourdes entre elles et les chaines lourdes avec la chaine légere
sont représentés par -SS-.

Dans le cas d’une production d’anticorps monoclonaux de type IgG dans un systéme
d’expression donné, la N-glycosylation des anticorps synthétisés jouera un role primordial sur
leur fonction biologique (Zheng et al., 2011 ; Lingg et al., 2012). En effet, la N-glycosylation
assure la stabilité, la conformation et la participation aux fonctions effectrices des anticorps
monoclonaux (Lingg et al., 2012 ; Higel et al., 2016). De plus, elle sera responsable d’une
potentielle immunogénicité chez 'Homme en cas de présence de certains épitopes
glucidiques spécifiques sur les N-glycannes des anticorps recombinants utilisés pour une
thérapie. Qutre la glycosylation, I'anticorps monoclonal agrégé ou modifié (Ex : PEGylation,
oxydation—des méthionines ...) peut étre responsable d’'immunogénicité (van Beers and

Bardor, 2012).
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Un anticorps monoclonal reconnait son antigene par sa partie Fab (Figure 3). Cette
fonction de reconnaissance de I'antigéne est indépendante de sa glycosylation (Ko et al.,
2003 ; Liu et al., 2019). A l'inverse, la fonctionnalité de la partie Fc de I'anticorps dépend de
la N-glycosylation présente sur I'asparagine N297 (Cobb, 2020). La partie Fc se lie aux
récepteurs Fc (Figure 3 ; Liu, 2015). Il existe chez 'Homme, 4 types de récepteurs Fc pour les
anticorps de type 1gG : FcyRI (CD64), FcyRll(a,b) (CD32), FcyRlli(a, b) (CD16) et FcRn (récepteur
néonatal) (Liu, 2015). Les récepteurs FcyRIl ont une forte affinité pour les IgGs alors que les
autres ont plutét une faible affinité pour ceux-ci (Hayes et al., 2016). L'affinité de ces
récepteurs pour I'lgG est également dépendante de la structure des N-glycannes portés par
les anticorps monoclonaux sur I'asparagine N297 (Subedi and Barb, 2016). La formation du
complexe IgG-récepteur Fc va engendrer, selon la nature du récepteur, soit une réaction de
phagocytose, soit une réaction appelée Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC), ou soit une réaction nommée Complement-Dependent Cytotoxicity (CDC) (Hayes et
al., 2016). Lors du mécanisme ADCC, la liaison de I'anticorps thérapeutique sur I'antigéne
permet le recrutement des cellules NK (Natural Killer) qui libérent des molécules cytotoxiques
et provoquent I'apoptose de la cellule (Figure 4). Lors du mécanisme CDC, la liaison de
I'anticorps thérapeutique sur I'antigene permet |'activation de la cascade du complément
entrainant la formation d’'un complexe nommé Membrane Attack Complex (MAC), complexe
formant des pores transmembranaires a la surface de la cellule permettant I'entrée d’eau et
d’ions provoquant la lyse de la cellule cible (Figure 4). Dans un contexte d’une
immunothérapie ciblée, le fonctionnement et le role du récepteur FcyRllla ont été plus
spécifiquement étudiés du fait de son implication dans |’activité ADCC, mécanisme primordial

pour tuer les cellules cancéreuses ciblées (Hayes et al., 2014 ; Hayes et al., 2016).
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Mécanisme ADCC Mécanisme CDC

Cellule morte

L_J FcRécepteur
—< Anticorps thérapeutique == Récepteur CS1 e Cytotoxine
@ ceive * Complément —m— Complexe MAC
Figure 4: Représentation des mécanismes ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated
Cytotoxicity) (a gauche) et CDC (Complement-Dependent Cytotoxicity) (a droite) mis en jeu
lors d’une thérapie par injection d’anticorps thérapeutiques (figure adaptée de Bernardo et
al., 2010)

Lors du mécanisme ADCC, la liaison de I'anticorps thérapeutique sur I'antigene (1) permet le
recrutement des cellules NK (2), libérant des molécules cytotoxiques (3) qui déclenchent
I’apoptose de la cellule (4). Lors du mécanisme CDC, la liaison de I'anticorps thérapeutique sur
I'antigene (1) permet I'activation de la cascade du complément (2) entrainant la formation du
complexe MAC (3) et provoquant la lyse cellulaire (4).

ADCC : Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotocixity ; CDC : Complement-Dependent Cytotoxicity ; NK : Natural Killer ;
MAC : Membrane Attack Complex

1. Role des N-glycannes sur la conformation des anticorps et la perte des fonctions
effectrices

La N-glycosylation joue un role important dans la stabilité des anticorps (Zheng et al.,
2011). L'absence de N-glycanne sur I'asparagine N297 des anticorps monoclonaux provoque

une mauvaise conformation du domaine Cuy2 de la chaine lourde. Ce défaut de la N-
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glycosylation impacte en conséquence la fonction et la durée de demi-vie des anticorps
monoclonaux thérapeutiques (Krapp et al., 2003 ; Feige et al., 2009). L’anticorps monoclonal
Onartuzumab® produit chez Escherichia coli (E. Coli) est aglycosylé. Il a montré, lors de la
phase pré-clinique, une durée du temps de demi-vie plus courte que la moyenne des anticorps
monoclonaux glycosylés (8-12 jours contre 20-32 jours par exemple pour un anticorps
monoclonal glycosylé produit chez les levures) (Clarke et al., 2009). L’absence de N-glycannes
sur les anticorps monoclonaux a également pour conséquence une perte importante de
I’affinité pour les récepteurs Fc présentés dans le paragraphe précédent (Rudd et al., 2001
; Zheng et al., 2011 ; Lingg et al., 2012). Chez 'Homme, les N-glycannes portés par les
anticorps monoclonaux possedent majoritairement des résidus mannose (Man), N-
acétylglucosamine (GlcNAc), fucose (Fuc) et galactose (Gal) (Cobb, 2020). Un a 13% de ces
anticorps monoclonaux peuvent également porter des acides sialiques (Figure 5 ; Thobhani
et al., 2009 ; Gudelj et al., 2018). Ces divers motifs glucidiques conduisent a une grande
hétérogénéité des N-glycannes portés par les anticorps monoclonaux dont les structures N-
glycanniques majoritaires sont présentées sur cette figure (Figure 5). L'influence de la

structure fine des N-glycannes sur la fonction des anticorps sera détaillée dans le paragraphe

ci-dessous.
GOF G1F G2F
Asn Asn Asn Asn Asn
@ Mannose O Galactose
P Fucose @ NeuSAc
B N-acétylglucosamine Asn Asparagine

Figure 5 : Structures majoritaires des N-glycannes portés par les anticorps monoclonaux
produits dans les cellules de mammiféres

Les anticorps monoclonaux portent des N-glycannes de type MansGIcNAc; et des N-glycannes
complexes bi-antennés (Arnold et al., 2007 ; Spearman et al., 2011). Les structures des N-
glycannes sont dessinées en accord avec la nomenclature internationale (Varki et al., 2015).

GOF : GIcNAc;MansFucGIcNAc; ; G1F : Gal;GIcNAc;MansFucGlcNAc; ; G2F : Gal,GlcNAc,MansFucGlcNAc,.
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a. Role du fucose sur le core glycannique

Le fucose présent sur le core du N-glycanne semble important pour la fonction
effectrice de I'anticorps. En effet, I'absence de ce fucose provoque une augmentation de la
cytotoxicité des anticorps (Figure 5). La présence d’un N-glycanne dépourvu de fucose sur le
core glycannique montre, de plus, une augmentation de l'affinité de la liaison avec le
récepteur FcyRllla et donc une meilleure activité ADCC sans altérer I'activité CDC (Figure 4 ;
Subedi and Barb, 2016 ; Yamaguchi and Barb, 2020). La présence de ce fucose sur |'anticorps

engendrerait une affinité 4 fois plus faible pour le récepteur FcyRllla (Subedi and Barb, 2016).

La production d’anticorps monoclonaux a intérét thérapeutique dépourvus de ces
résidus fucose est intéressante, notamment pour une immunothérapie ciblée contre les
cancers. L'industrie pharmaceutique a donc généré des souches de CHO mutantes pour le
géne FUT8 codant I'a(1,6)-fucosyltransférase (Yamane-Ohnuki et al., 2004 ; Malphettes et
al., 2010), enzyme responsable du transfert du résidu o(1,6)-fucose sur le core des N-
glycannes chez les mammiféres. Ces travaux ont montré que I'anticorps Rituximab® produit
dans les cellules CHO dénuées d’activité FUT8 possede une activité ADCC 100 fois supérieure
a celle observée avec le méme anticorps produit dans les cellules CHO sauvages (Yamane-
Ohnuki et al., 2004). L'augmentation de I'activité ADCC provoquée par I'absence du résidu
fucose a été confirmée par les travaux réalisés sur I'anticorps monoclonal utilisé dans le
traitement contre le cancer du sein et commercialisé sous le nom de Pertuzumab® (Luo et al.,
2017). D’autres stratégies expérimentales ont été entreprises afin de produire des anticorps
monoclonaux dépourvus de résidus a(1,6)-fucose dans les cellules CHO. Parmi ces stratégies,
la surexpression de la N-acétylglucosaminyltransférase Il (GnT Ill) (Umaia et al., 1999 ; Popp
et al., 2018) ou encore l|'expression de la GDP-6-désoxy-D-lyxo-4-hexulose réductase
bactérienne (Von Horsten et al., 2010). La surexpression de la GnT Il dans les cellules CHO
permet d’insérer un résidu GIcNAc sur le B-mannose du core, ce qui conduit a un
oligosaccharide non reconnu par I'a(1,6)-fucosyltransférase permettant ainsi de générer des
anticorps monoclonaux dépourvus de fucose. Dans la seconde approche, I'expression de la
GDP-6-désoxy-D-lyxo-4-hexulose réductase bactérienne dans les cellules CHO permet de
convertir le GDP-4-céto-6-désoxymannose en GDP-rhamnose. Par conséquent, cet

intermédiaire n’est plus transformé en GDP-fucose par I'’enzyme effectuant cette synthése. Le
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GDP-fucose, substrat donneur de I’ a(1,6)-fucosyltransférase, n’est plus disponible dans ce
cas, empéchant alors la fucosylation des glycoprotéines, y compris des anticorps monoclonaux

qui seraient produits dans les cellules exprimant la réductase bactérienne.

b. Role des résidus galactose et acide sialique localisés en position terminale
des N-glycannes

La majorité des anticorps monoclonaux produits chez les mammiféres possédent un
ou deux résidus galactose liés en (1,4) en position terminale de leurs N-glycannes (Figure 5).
Ces résidus galactose jouent un role important dans la fonctionnalité de ces anticorps. Les
travaux réalisés sur les anticorps Rituximab® ont montré que la présence des résidus galactose
en position terminale augmente I'activité CDC (Figure 4 ; Boyd et al., 1995 ; Hodoniczky et al.,
2005 ; Raju, 2008) . Par contre, la présence de ces résidus galactose en position terminale des
N-glycannes semble peu affecter I'activité ADCC que peuvent déclencher ces anticorps (Figure
4 ; Hodoniczky et al., 2005 ; Raju, 2008). Des études complémentaires suggerent également
gue la galactosylation des N-glycannes des anticorps monoclonaux permettrait dans certains
cas une augmentation légére (environ 1,7 fois) de I'activité ADCC (Yamaguchi et al., 2006 ;
Subedi and Barb, 2016).

La présence de résidus acide sialique en position terminale des N-glycannes de
I’anticorps réduit leur affinité avec le récepteur FcyRllla, diminuant ainsi leur activité ADCC
(Scallon et al., 2007 ; Kaneko et al., 2006). Par exemple, I'absence des résidus acide sialique
sur I'anticorps Pertuzumab® provoque une augmentation de 2 a 4 fois de I'activité ADCC et
d’environ 4 fois de I'activité CDC (Luo et al., 2017).

Un autre role essentiel des acides sialiques dans la N-glycosylation concerne le temps
de demi-vie des anticorps. En effet, il a été montré que la présence d’acides sialiques
augmente fortement le temps de demi-vie des anticorps monoclonaux (Wright and Morrison,
1997 ; Liu et al., 2011). La présence de ce résidu osidique protege les anticorps de leur
dégradation en diminuant I'affinité de la liaison entre les anticorps et les récepteurs ASGPR
(asialoglycoprotein receptors) reconnaissant les glycoprotéines non sialylées (Hu et al., 2014 ;
Luo et al., 2017). En effet, les anticorps monoclonaux possédant un résidu galactose en
position terminale sur leurs N-glycannes sont rapidement internalisés par les récepteurs

ASGPR présents sur les hépatocytes. Les anticorps thérapeutiques galactosylés sont donc
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rapidement éliminés de I'organisme apres leur injection du fait de ce mécanisme d’action (Hu
et al.,, 2014 ; Luo et al., 2017). En complément, il a été montré que la sialylation pouvait
augmenter I'activité anti-inflammatoire des IgGs d’environ 10 fois (Anthony et al., 2008 ;

Anthony et al., 2012 ; Kaneko et al., 2006 ; Cobb, 2020).

c. Présence de résidus mannose et GIcNAc en position terminale des N-
glycannes des anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux produits peuvent également porter des N-glycannes de
type MansGIcNAc; (Figure 5). La présence de ce type de N-glycanne n’est pas sans
conséquence pour l'anticorps. En effet, cette structure glycannique provoque une
augmentation de [l'affinité avec le récepteur FcyRllla ce qui contribue donc a une
augmentation de I'activité ADCC de I'anticorps (Zhou et al., 2008 ; Yu et al., 2012 ; Liu, 2015).
Cependant, cette augmentation de I'activité ADCC pourrait ne pas étre liée directement a la
présence de résidus mannose mais plutot a I'absence de résidu fucose sur le résidu GIcNAc
proximal des N-glycannes (Zhou et al., 2008 ; Konno et al., 2012 ; Yu et al., 2012). De facon
similaire, une augmentation de 10 a 20 fois de |'activité ADCC a également été observée sur
les anticorps portant des résidus GIcNAc en position terminale (Shinkawa et al., 2003 ;
Hodoniczky et al., 2005 ; Liu, 2015).

La présence de N-glycannes de type MansGIcNAc; sur les anticorps monoclonaux aurait
également pour conséquence de diminuer leur temps de demi-vie (Jones et al., 2007). Ce type
de N-glycanne est en effet capable de se lier a des récepteurs affins pour les résidus mannose
présents au niveau des membranes des hépatocytes provoquant ainsi I'internalisation puis
I’élimination de I'anticorps (Jones et al., 2007). De méme, les anticorps possédant des résidus
GIcNAc en position terminale seraient capables de se lier aux récepteurs affins pour les résidus
mannose des N-glycannes, diminuant ainsi leur temps de demi-vie (Figure 5; Raju et al.,

2001 ; Jones et al., 2007 ; Raju, 2008).

d. Leréle des N-glycannes dans I'immunogénicité des anticorps

Une N-glycosylation d’anticorps monoclonaux thérapeutiques trop éloignée de la N-
glycosylation humaine peut étre responsable d’une immunogénicité chez les patients lors des
traitements (Lingg et al., 2012 ; Van Beers and Bardor, 2012). Cette immunogénicité est

provoquée par certains motifs osidiques reconnus comme appartenant au non-soi par le
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systéme immunitaire humain. On peut citer le motif osidique o.(1,3)-galactose et le motif acide
N-glycolylneuraminique (Neu5Gc) présents sur les glycoprotéines de certains mammiféres ou
encore les motifs core a(1,3)-fucose et core (1,2)-xylose présents sur les N-glycannes des
protéines de plantes. Ces épitopes immunogeénes sont introduits par le systéme d’expression
utilisé ou les conditions de culture utilisées pour la production d’lgG recombinantes. Les cas
documentés d'immunogénicité apportés par les N-glycannes des IgG recombinantes et les
solutions apportées seront développés dans le paragraphe IV. de cette introduction

bibliographique.
lll. La voie de |la N-glycosylation chez 'Homme

A. Généralités

Comme évoqué précédemment, la N-glycosylation des protéines est la modification
co- et post-traductionnelle la plus commune chez toutes les espéces eucaryotes (Figure 2 ;
Khoury et al., 2011). Ce processus consiste en |'ajout d’'un polymére osidique, appelé glycanne
sur une protéine en cours de synthése. Les sites de fixation de ces glycannes sur la protéine
sont dépendants de séquences consensus particuliéres de type Asn-X-Ser/Thr/Cys ou X peut
étre n’‘importe quel acide aminé excepté la proline. La N-glycosylation chez les protéines
eucaryotes débute au niveau du réticulum endoplasmique (RE) avec une premiére phase
cytosolique suivie par une phase luminale. Par la suite, ce processus se poursuit dans I'appareil
de Golgi par des étapes de maturation permettant I'obtention d’'un N-glycanne complexe.
Dans ce paragraphe, nous détaillerons la voie de la N-glycosylation chez 'Homme. Puis, nous
introduirons dans les paragraphes suivants, les différentes stratégies d’ingénierie réalisées
dans différents systemes d’expression dans le cadre d’une production optimisée d’anticorps
monoclonaux portant une N-glycosylation adaptée pour un traitement thérapeutique chez

'Homme.
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B. La synthese du précurseur dans le réticulum endoplasmique

1. Phase cytosolique

L'assemblage du précurseur dans le RE se déroule en deux phases: une phase
cytosolique avec le début de synthese d’un précurseur oligosaccharidique lié a une ancre
lipidigue appelée dolichol et une phase luminale conduisant a la fin de la synthése du
précurseur oligosaccharidique et au transfert de I'oligosaccharide précurseur du dolichol vers
une protéine en cours de synthése donnant ainsi naissance a la glycoprotéine (Figure 6 ;
Breitling and Aebi, 2013). La biosynthese de l'oligosaccharide précurseur est réalisée par
I'action successive de glycosyltransférases appelées Asparagine Linked Glycosylation (ALG)
(Figure 6) utilisant pour substrats donneurs des nucléotides-sucres activés et des accepteurs
spécifiques (Figure 6 ; Snider and Rogers, 1984). Une premiére glycosyltransférase, appelée
ALG7, va ainsi initier la synthése de I'oligosaccharide précurseur en transférant un résidu
GIlcNAc depuis un substrat donneur phosphorylé (GIcNAc-P) sur une ancre lipidique, le dolichol
phosphate (Dol-P), formant le dolichol pyrophosphate-GlcNAc (GIcNAc-PP-Dol). Cette étape
est suivie par I'ajout d’'un second résidu GIcNAc catalysé par le complexe enzymatique formé
par l'association de 'ALG13 et de 'ALG14.

Ensuite, 3 mannosyltransférases (ALG1, ALG2 et ALG11, respectivement) vont
permettre le transfert de cing résidus mannose (Man) a partir du GDP-Man, substrat donneur
nucléotidique, sur I'accepteur. Ces glycosyltransférases forment, comme les précédentes, un
complexe multi-enzymatique (Gao et al., 2004). Le premier mannose est transféré par la
(1,4)-mannosyltransférase codée par ALG1, le second et le troisieme résidu mannose sont
transférés en a(1,3) et en o(1,6) par ’ALG2. Les deux derniers résidus mannose, transférés
par I'’ALG11, permettent la formation d’un intermédiaire oligosaccharidique de type

MansGIcNAc,PP-Dol (Figure 6).



41

UMP uDpP—m CTP CDP GDP@ GDP UDP-@ UDP
bop NSNS\ o \/
g ALG5 p Cytoplasme

ALG7
® CWHS8 E }

Lg?
l PP RFT1 ALG3 ALG9 ALG12 ALG9 ALG6 ALG8 ALG10

GDP
ALG11

I Dolichol @ Mannose @ Glucose M N-acétylglucosamine

Figure 6 : Voie de la biosynthése du précurseur oligosaccharidique lié au dolichol puis de son
transfert sur une protéine en cours de synthése chez ’'Homme (figure adaptée de Aebi,
2013)

Ce schéma résume les étapes initiales de la N-glycosylation se déroulant tout d’abord sur la
phase cytosolique puis sur la phase luminale du réticulum endoplasmique. Le changement
d’orientation est opéré par I'enzyme flippase RFT1. Les étapes suivantes consistent en I'ajout
de différents monosaccharides de facon séquentielle. Elles sont catalysées par une succession
d’enzymes appelées ALG (Asparagine linked Glycosylation). Ces étapes conduisent a la
formation d’un précurseur oligosaccharidique final lié au dolichol composé de 2 résidus N-
acétylglucosamine, 9 résidus mannose et 3 résidus glucose. Ce précurseur oligosaccharidique
est ensuite transféré sur une protéine en cours de synthése par |'oligosaccharyltransférase
(OST). Les structures des N-glycannes sont dessinées en accord avec la nomenclature
internationale (Varki et al., 2015).

UDP : uridine diphosphate; UMP uridine monophosphate ; GDP : guanosine diphosphate; ALG : asparagine linked

glycosylation ; DPM : dolichol-phosphate mannosyltransférase | ; OST: oligosaccharyltransférase; CTP : cytosine
triphosphate ; CDP : cytosine diphosphate ; PP : pyrophosphate

2. Phase luminale

La suite du processus de la N-glycosylation des protéines humaines se déroule dans la
lumiere du RE. L'intermédiaire oligosaccharidique subit une translocation par une enzyme de
type flippase (Rush, 2016). Celle-ci est appelée RFT1 chez les mammiféres (Alaimo et al., 2006
; Rush and Waechter, 1995). Cette flippase est primordiale dans le processus de N-
glycosylation. Son absence est en effet responsable d’'une maladie chez ’'THomme caractérisée

par une quasi-absence de protéines glycosylées (Vleugels et al., 2009). Ce syndrome provoque
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des symptomes tels qu’un retard de croissance, une perte auditive neurosensorielle ou encore
des troubles épileptiques (Aeby et al., 2016). Une fois |'oligosaccharide précurseur orienté
vers la lumiére du RE, 'action séquentielle des glycosyltransférases ALG3, ALG6, ALGS, ALGY,
ALG12, et ALG10 va permettre le transfert de 4 résidus Man et de 3 résidus glucose (Glc) pour

former le précurseur oligosaccharidique de structure finale, GlcsMansGIlcNAc;PP-Dol.

C. Transfert du glycanne sur une protéine en cours de
synthese

L’'oligosaccharyltransférase (OST) est le complexe enzymatique qui transfere le
précurseur oligosaccharidique précédemment synthétisé depuis le dolichol vers une protéine
en cours de syntheése sur la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr/Cys (Silberstein and Gilmore,
1996 ; Lizak et al., 2011 ; Breitling and Aebi, 2013). Plus précisément, celle-ci catalyse la
formation d’une liaison N-osidique entre un azote de I'asparagine et le carbone anomérique
de la GIcNAc proximale du glycanne. L'OST humaine est composée de cing chaines
polypeptidiques différentes pouvant étre associées a la sous-unité catalytique STT3a (on
parlera alors de OST-A) ou STT3b (OST-B) (Mohorko et al., 2011 ; Hamieh et al., 2017 ; Wild
et al., 2018 ; Ramirez et al., 2019). En supplément, une sous-unité appelée DC2 peut étre
associée a I’OST-A et une sous-unité MAGT1 peut s’associer a I'OST-B. Une nouvelle sous-unité
appelée SélénoT a été mise en évidence récemment (Hamieh et al., 2017). Cette derniére
sous-unité interagit avec la sous-unité KCP2 et est impliquée dans la régulation de la sécrétion
hormonale. Ces études montrent que les deux sous-unités KCP2 et SélénoT ne peuvent étre
associées qu’a I’OST-A (Hamieh et al., 2017). Récemment, une analyse structurale par cryo-
microscopie électronique de I'OST humaine a été réalisée (Ramirez et al., 2019). Ces données
structurales fournissent des informations essentielles sur la fonction de I'OST-A et celle de
I’OST-B. Tout d’abord, les complexes OST-A et OST-B interagissent de maniére identique avec
le précurseur oligosaccharidique. Cependant, I'interaction avec la partie protéique difféere :
I’OST-A se lie majoritairement a des polypeptides non conformés alors que I'OST-B se lie
préférentiellement aux protéines partiellement conformées (Ramirez et al., 2019). Ces
résultats permettent donc de conclure que I'OST-A, la plus conservée, est responsable du
transfert co-traductionnel du précurseur oligosaccharidique sur la protéine naissante lorsque

celle-ci rentre dans la lumiere du RE alors que I'OST- B est responsable du transfert post-
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traductionnel du précurseur oligosaccharidique sur la glycoprotéine. L'activité enzymatique
de ces complexes est portée par les sous-unités STT3a ou b retrouvées a ce jour chez tous les
eucaryotes (Kelleher and Gilmore, 2006). |l a déja été montré que l'inactivation d’une des
deux sous-unités provoque une réduction du taux de glycoprotéines formées (Ruiz-Canada et

al., 2009).

D. Cycles de repliement et de contrdle qualité

A la suite du transfert du glycanne sur la protéine, I'action de deux a-glucosidases (GSI
et GSll) permet a la glycoprotéine naissante d’entrer dans les cycles de repliement et de
contréle qualité (Roth et al., 2010). En effet, des études suggerent que l'addition et la
modification du glycanne N-lié dépendent étroitement de la conformation de la protéine
(Ferris et al., 2014). Ce contréle de la conformation protéique joue un réle fondamental dans
la voie de biosynthése des N-glycannes. Deux lectines chaperonnes, la calnexine et la
calréticuline, vont intervenir lors de ce processus (Williams, 2006). Ce cycle de controle
qualité a pour objectif d’identifier et d’éliminer les glycoprotéines mal conformées. Ce
processus commence par |’élimination du premier résidu glucose catalysée par la GSI, formant
le glycanne intermédiaire Glc;ManoGIcNAc, (Hubbard and Robbins, 1979). Ensuite, ce
glycanne intermédiaire s’associe a la malectine, une lectine chaperonne, induite par le stress
du RE. Ce stress est induit par I'accumulation de protéines mal conformées dans la lumiére du
RE. Cette association permettrait (i) d’éviter une agrégation des polypeptides naissants lors
de la synthese précoce et (ii) de recruter la GSII (Figure 7 ; Helenius and Aebi, 2004 ; Schallus
et al., 2008 ; Galli et al., 2011). Par la suite, la GSII catalyse une seconde déglucosylation
éliminant le premier résidu glucose lié en a(1,3). Le GlciMansGIcNAc; ainsi formé, va ensuite
étre reconnu soit par la chaperonne calnexine, soit par la chaperonne calréticuline (Figure 7 ;
Hammond et al., 1994). La glycoprotéine va ainsi s’associer a 'une ou a l'autre des deux
lectines présentes dans le RE : soit a la calnexine pour les glycoprotéines membranaires, soit
a la calréticuline pour les glycoprotéines solubles (Leach et al., 2002). Par la suite, ERp57, la
thiodisulfide oxydoréductase et la cyclophiline B, une isomérase, se lieront ensemble a la
calréticuline ou a la calnexine pour participer a la mise en conformation finale de la

glycoprotéine (Ferris et al., 2014).
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Figure 7 : Cycle de contrdle qualité des glycoprotéines humaines impliquant les chaperonnes
calnexine et calréticuline (figure adaptée de Ferris et al., 2014)
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Etapes 1 et 2: la GSl et la GSII éliminent les deux premiers résidus glucose du précurseur
oligosaccharidique GlcsMangGIcNAC:.

Etape 3 : la glycoprotéine est prise en charge par le complexe CNX/CRT/ERp57 puis la GSlI
élimine le dernier résidu glucose.

Etapes 4 et 5: si la glycoprotéine est correctement conformée, celle-ci sera envoyée dans
I'appareil de Golgi afin que le N-glycanne subisse des maturations supplémentaires.
Etapes 4, 6 et 7 : si la glycoprotéine n’est pas correctement conformée, celle-ci subira de
nouveau le cycle de contréle qualité jusqu’a ce qu’elle soit correctement repliée. Le signal
d’une nouvelle entrée dans le cycle de contrble qualité est orchestré par I'UGGT, enzyme
capable d’ajouter un résidu glucose précédemment hydrolysé. La glycoprotéine subit de
nouveau les étapes de contréle qualité jusqu’a obtenir une bonne conformation
Etape 8 : la glycoprotéine est dégradée par le systéme ERAD si elle subit plusieurs fois le cycle
de controle qualité sans succes. Les structures des N-glycannes sont dessinées en accord avec
la nomenclature internationale (Varki et al., 2015).

GSI : a-glucosidase | ; GSII : a-glucosidase Il ; CNX : calnexine ; CRT : calréticuline ; UGGT : UDP-glucose: glycoprotéine
glucosyltransférase ; ERAD : Endoplasmic Reticulum Associated Degradation

Par la suite, une troisieme déglucosylation aura lieu. Celle-ci est orchestrée la encore
par I'alpha-glucosidase Il. Deux possibilités s’offrent alors a la protéine : soit la glycoprotéine
est bien conformée et sort du cycle de contréle qualité, soit elle ne I'est pas et I'enzyme UDP-

glucose: glycoprotéine glucosyltransférase (UGGT) transférera un nouveau résidu glucose lié
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en a(1,3) sur le N-glycanne de la glycoprotéine mal conformée. Cette derniére modification
permet a la glycoprotéine de rentrer a nouveau dans le cycle de contréle qualité et de lui
redonner une chance de se replier correctement. En cas de nouvel échec, celle-ci sera envoyée
pour étre dégradée dans le systeme ERAD pour Endoplasmic Reticulum Associated
Degradation (Figure 7 ; Ruggiano et al., 2014). Brievement, un des résidus mannose du N-
glycanne présent sur la protéine mal conformée sera éliminé par la Mannosidase | du
réticulum endoplasmique (ER-Mannosidase 1), une o(1,2)-mannosidase permettant
I’obtention d’un glycanne oligomannosidique composé de 8 résidus mannose (Benyair et al.,
2015). Cette étape primordiale entraine la diminution de I'affinité de la glycoprotéine mal
conformée avec 'UGGT et les chaperonnes calnexine/calréticuline et donc d’éviter de subir
de nouveau le cycle de contréle qualité (Molinari et al., 2003 ; Romisch, 2005). L’élimination
de ce résidu mannose permet a I’'’enzyme EDEM1 (ER-degradation enhancing mannosidase-
like protein 1) d’éliminer un second résidu mannose. Cette seconde élimination permet a la
glycoprotéine d’étre directement reconnue par les lectines 0S-9 et XTP3-B déclenchant la re-
translocation de la glycoprotéine dans le cytosol puis son élimination par ubiquitination

(Tepedelen and Kirmizibayrak, 2019).

E. Maturation des N-glycannes des protéines humaines dans
I"appareil de Golgi

Les glycoprotéines, ayant passé le cycle de contréle qualité avec succes, vont sortir du
RE par des vésicules de sécrétion pour rejoindre le saccule cis de I'appareil de Golgi. Dans ce
compartiment, des étapes de maturation séquentielle faisant intervenir des
glycosyltransférases et des glycosidases vont conduire a la synthese de structures
glycanniques complexes spécifiques pour chaque espéece. Chez 'Homme, la premiére étape
consiste en une démannosylation catalysée par I'a-mannosidase | (Man |) conduisant a une
structure de type MansGIlcNAc; (Figure 8). La localisation de cette enzyme est a ce jour
controversée. Une étude récente a montré que cette glycosidase serait localisée dans le

compartiment ERQC pour ER-derived Quality Control Compartment (Benyair et al., 2015).
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Figure 8 : Processus de la maturation des N-glycannes en N-glycannes complexes au sein de
I'appareil de Golgi chez ’'Homme

La Man | initie le processus de la maturation des N-glycannes dans I'appareil de Golgi en
éliminant des résidus mannose pour former un intermédiaire de type MansGIcNAc,, structure
primordiale a la synthése des N-glycannes complexes. Une succession d’étapes faisant
intervenir différentes enzymes telles qu’une GnT |, une Man I, une GnT I, une FuT et une GalT
et une SiaT, permet la synthese d’une structure bi-antennée possédant des résidus acide N-
acétylneuraminique (Neu5Ac) en position terminale. Les GnT lll, GnT IV et GnT V puis des GalT
et SiaT supplémentaires peuvent intervenir pour former une structure tétra-antennée
sialylée. Les structures des N-glycannes sont dessinées en accord avec la nomenclature
internationale (Varki et al., 2015).

Man [I: o-mannosidase |; Man Il: a-mannosidase IlI; GnT | : N-acétylglucosaminyltransférase | ; GnT Il : N-
acétylglucosaminyltransférase Il ; GnT Il : N-acétylglucosaminyltransférase Il GnT IV : N-acétylglucosaminyltransférase IV ;
GnT V : N-acétylglucosaminyltransférase V ; FuT : a(1,6)-fucosyltransférase ; GalT : B(1,4)-galactosyltransférase | ; SiaT : o-
sialyltransférase : Neu5Ac : Acide N-acétylneuraminique

L’étape suivante de la maturation est catalysée par la N-acétylglucosaminyltransférase
| (GnT 1), une enzyme primordiale dans la maturation des N-glycannes en N-glycannes
complexes. La GnT | est une protéine transmembranaire de type |l (Breton et al., 2006). Elle
appartient a la superfamille des glycosyltransférases GT-A, connues pour utiliser un ion

divalent comme cofacteur, et a la famille CAZy GT13 (site internet : Cazy GT13 ; Lairson et al.,

2008). Elle est située dans les saccules cis et médian de I'appareil de Golgi. Cette enzyme joue
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un role fondamental dans le développement embryonnaire des mammiféres (Metzler et al.,
1994). Elle possede deux domaines protéiques liés par une région hydrophile de 23 acides
aminés (Unligil et al., 2000). Le premier domaine, du c6té N-terminal, est composé de 8
feuillets béta flanqués par 6 hélices alpha ainsi que de deux feuillets béta antiparalléles. Le
second domaine, du co6té C-terminal, est quant a lui, composé de 4 feuillets béta flanqués de
3 hélices alpha. Lors de la réaction enzymatique, la protéine change de conformation. L’'UDP-
GIcNAc, substrat donneur, est emprisonné au sein de la protéine du c6té N-terminal et le
substrat accepteur interagit avec le domaine catalytique qui forme une poche (Figure 9;

Unligil et al., 2000 ; Gordon et al., 2006).

Figure 9 : Représentation tridimensionnelle de la structure de la GnT | de lapin déterminée
par cristallographie aux rayons X (Unligil et al., 2000)

La partie en rouge correspond au site actif interagissant avec 'UDP-GIcNAc (en jaune-vert) et
I'ilon Mn?* représenté par le point en jaune entouré en noir.

UDP-GIcNAc : Uridine diphosphate N-acétylglucosamine ; GnT | : N-acétylglucosaminyltransférase | ; Mn2* Manganese

L'étape catalysée par cette enzyme conduit ainsi a la formation d’une structure
glycannique intermédiaire de type GIcNAcMansGIlcNAc,. Cet intermédiaire est rapidement
modifié par l'action de deux autres enzymes, I'a-mannosidase Il (Man Il) et la N-
acétylglucosaminyltransférase Il (GnT II), qui vont successivement hydrolyser les deux résidus
mannose liés en a(1,3) et en a(1,6) de la structure glycannique GIcNAcMansGIcNAc; et ajouter
un résidu GlcNAc sur le carbone 2 du mannose lié en a(1,6) permettant la synthése d’une
structure glycannique GIcNAc;MansGIcNAc, (Figure 8). Cette structure, appelée « core »,

constitue le motif de base de la synthése de N-glycannes complexes bi-antennés. Des
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structures plus complexes de type tri- ou tétra-antennés et portant un résidu GIcNAc sur le
mannose du core peuvent étre formées par les actions successives des enzymes N-
acétylglucosaminyltransférase Il (GnT Ill), N-acétylglucosaminyltransférase IV (GnT IV) et N-
acétylglucosaminyltransférase V (GnT V) (Figure 8). Ensuite, des résidus galactose liés en
R(1,4) vont étre ~joutés sur les résidus GIcNAc terminaux de ce « core » glycannique par des
(1,4)-galactosyltransférases (GalT) (Mengle-Gaw et al.,, 1991). Des résidus acide N-
acétylneuraminique (Neu5Ac) se grefferont en a(2,3) ou en (a2,6) sur les galactoses

terminaux grace a I'action de sialyltransférases (SiaT) (Figure 8 ; Harduin-Lepers et al., 2001).

IV. L'ingénierie métabolique de la voie de la N-
glycosylation

Dans les chapitres précédents, il a été rappelé I'importance de la structure du N-
glycanne et des épitopes glucidiques pour la fonction biologique, la conformation et la
stabilité des anticorps monoclonaux. Il a également été décrit I'immunogénicité potentielle
due a la présence de certains épitopes glucidiques chez I'Homme. Les processus de N-
glycosylation des protéines chez les systemes d’expression d’anticorps recombinants utilisés
en industrie (cellules animales) ou en développement (plantes, levures...) sont proches de
celui de 'Homme décrit dans le chapitre Il dans les étapes initiales mais différents dans les
étapes finales de maturation prenant place dans |'appareil de Golgi. Ces voies de N-
glycosylation doivent donc étre éventuellement modifiées pour obtenir une glycosylation
optimisée afin de préserver la tolérance immunitaire et les fonctionnalités optimales des
anticorps monoclonaux thérapeutiques produits. Dans cette optique, des outils de génie
génétique ont été utilisés pour modifier les cellules hotes afin d’obtenir une voie de N-
glycosylation similaire a celle retrouvée chez I’'Homme. Ainsi, il s’est avéré nécessaire d’insérer
ou d’inactiver les genes codant les différentes glycosyltransférases et glycosidases dans le
génome de I'hote. Cette stratégie permet in fine la synthése de glycoprotéines par la cellule
hote possédant des N-glycannes complexes optimisés pour une utilisation thérapeutique chez
I'Homme. Dans ce contexte, on parlera d’optimisation ou d’humanisation des voies de N-

glycosylation du systeme hote.
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A. Chez les mammiferes

Les cellules de mammiféres sont les systemes d’expression majoritairement utilisés
pour la production de protéines recombinantes comme les anticorps monoclonaux. Elles
représentent 50% des systemes biologiques de production d’anticorps monoclonaux
actuellement sur le marché. Leur utilisation préférentielle est liée premierement a leur
capacité a synthétiser des glycoprotéines ayant une conformation correcte et des
modifications co- et post- traductionnelles similaires a celles retrouvées chez 'Homme (Jacobs
and Callewaert, 2009). Ces systemes d’expression permettent également de contourner les
problémes de biais de codons que I’on peut rencontrer lors de la production de glycoprotéines
recombinantes dans les autres systemes d’expression hétérologue (Gustafsson et al., 2004).
Les principales lignées cellulaires utilisées dans la production des biomédicaments sont les
cellules CHO, les cellules Human Embryonic Kidney 293 (HEK) et la lignée cellulaire de souris
NSO. Lors de I'évolution des especes, de nouvelles glycosyltransférases sont apparues chez
certaines lignées transférant des monosaccharides variés sur les N-glycannes des
glycoprotéines, monosaccharides absents et allergénes pour 'Homme. Des méthodes
d’ingénierie métabolique a visée « corrective » ont en conséquence été développées afin

d’éliminer ces résidus indésirables.

1. Inactivation du gene codant pour I'al(1,3)-galactosyltransférase

L'o(1,3)-galactosyltransférase (a(1,3)GalT) est une enzyme de la biosynthése des N-
glycannes des glycoprotéines présente chez la plupart des lignées de mammiféeres sauf chez
I’'Homme et certains primates (Jacobs and Callewaert, 2009). Elle est responsable du transfert
d’un résidu galactose lié en o(1,3) sur les galactoses terminaux liés quant a eux en (1,4) du
glycanne N-lié (Figure 10). Environ 1% des anticorps présents dans le sérum humain sont
dirigés contre cet épitope (Jacobs and Callewaert, 2009 ; Hilger et al., 2019). |l a été montré
qgue le N-glycanne portant des épitopes a(1,3)-galactose était retrouvé sur les anticorps
recombinants produits dans les cellules de souris NSO, systéme utilisé a I’échelle industrielle
pour la production de protéines recombinantes (Baker et al., 2001). Le premier cas de
ce « syndrome o-gal » a été découvert a la suite d’une hypersensibilité sévere observée chez

3% des patients ayant recu une injection de I'anticorps monoclonal Cétuximab® produit dans
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ces cellules murines (O’Neil et al., 2007 ; Chung et al., 2008). Une analyse structurale de cet
anticorps a montré la présence de |'épitope immunogéne o-gal, épitope exclusivement
présent sur la région Fab de I'anticorps (Qian et al., 2007). A la suite de ces découvertes, une
souche de souris déficiente pour I'enzyme a(1,3)-galactosyltransférase a été générée
permettant I’élimination compléte de I'épitope immunogene a(1,3)-galactose (Basnet et al.,

2010).

al,3

B1,4
— BL,4

al,3 GalT

_—»

O Galactose @ Mannose @ Glucose
@> Protéine P Fucose B N-acétylglucosamine

Figure 10 : Structures glycanniques portant I'épitope a.(1,3)-galactose résultant de I’action
de I'a(1,3)GalT

L’'enzyme o(1,3)GalT est capable de transférer des résidus galactose terminaux en o(1,3) sur
les résidus 3(1,4)-galactose présents en position terminale sur les N-glycannes. Cet épitope
o,(1,3)-galactose est immunogene pour I'Homme. Les structures des N-glycannes sont
dessinées en accord avec la nomenclature (Varki et al., 2015).

al,3GalT : al,3 galactosyltransférase

2. Humanisation des processus de sialylation

Le Neu5Ac est un acide sialique présent sur les glycannes N-liés de la plupart des
mammiféres. Ce monosaccharide peut subir une hydroxylation par I'intervention de la CMP-
Neu5Ac Hydroxylase (CMAH) pour conduire a la formation de Neu5Gc (Figure 11 ; Varki,
2001). Chez 'Homme, le géne codant cette hydroxylase est présent dans notre génome.
Cependant, celui-ci est dépourvu d’un de ses exons, ce qui a pour conséquence que la protéine

synthétisée est une protéine tronquée inactive (Larsen et al., 1990).
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CMP-Neu5Ac (CMAH) CMP-Neu5Gc

Figure 11 : Voie de la biosynthése du Neu5Gc a partir du Neu5Ac (Yin and Huang, 2012)

Le CMP-Neu5Ac est hydroxylé en CMP-Neu5Gc par I'action de la CMP-Neu5Ac Hydroxylase.

CMP : cytidine monophosphate ; Neu5Gc : acide N-glycolylneuraminique ; NeuS5Ac : acide N-acétylneuraminique

L'extrémité N-terminale de la protéine traduite, essentielle pour [|'activité
enzymatique, est en effet manquante (Irie and Suzuki, 1998). En conséquence, le Neu5Gc est
absent des N-glycannes des protéines synthétisées chez ’'Homme et donc immunogene pour
'Homme. Certains anticorps monoclonaux thérapeutiques produits dans des cellules
animales portent des glycannes N-liés possédant du Neu5Gc en position terminale (Maeda et
al., 2012 ; Ghaderi et al., 2010 ; Yu et al., 2016). Ces épitopes, absents chez 'Homme, sont
cependant présent sur I'anticorps Cétuximab®. Comme évoqué dans le paragraphe précédent,
certains patients traités par le Cétuximab® ont développé une hypersensibilité sévere
survenant quelques minutes apres I'injection de cet anticorps (Chung et al., 2008 ; van Beers
and Bardor, 2012; Yu et al.,, 2016). Pour la production de protéines recombinantes
thérapeutiques, il est donc nécessaire de réduire fortement le taux de Neu5Gc terminaux sur
les N-glycannes. Dans cette optique, la réduction de I'activité enzymatique de la CMAH a
permis de baisser le taux de Neu5Gc terminal de 4% a 1% dans les cellules CHO (Chenu et al.,
2003). L'activité enzymatique a été réduite en utilisant des acides ribonucléiques (ARN) anti-
sens dirigés contre le géne codant cette enzyme. De méme, une souche de souris déficiente
en activité CMAH a été obtenue conduisant a I'élimination compléte des épitopes Neu5Gc
immunogenes (Basnet et al., 2010). Il est a noter cependant que la présence de résidus
Neu5Gc a été détectée « naturellement » dans des cellules humaines. En effet, des travaux
ont montré que ce résidu pouvait étre incorporé depuis le milieu de culture dans une cellule
humaine via pinocytose puis étre activé sous forme de CMP-Neu5Gc (Varki, 2001;
Tangvoranuntakul et al., 2003 ; Bardor et al., 2005). Cette forme active peut ensuite étre
transportée et entrer dans I'appareil de Golgi pour étre utilisée comme substrat par les SiaT
humaines (Tangvoranuntakul et al., 2003 ; Bardor et al., 2005). Il a ensuite été montré que

I'Homme possede la capacité d’incorporer le Neu5Gc a partir de son alimentation (notamment
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s’il consomme un régime a base de viande rouge qui est riche en Neu5Gc) (Samraj et al.,
2015 ; Dhar et al., 2019). Un apport excessif de Neu5Gc est responsable d’'une maladie
xenoauto-immune appelée « Xenosialitis » (Dhar et al., 2019). Dés lors, dans le cadre de la
production d’anticorps recombinants a usage thérapeutique, il est primordial de s’assurer que
la cellule hote utilisée n’est pas en mesure de synthétiser le Neu5Gc ou d’en incorporer dans

les N-glycannes synthétisés a partir du milieu de culture.

Un second probléme lié a la sialylation des protéines est rencontré dans les systemes
de production de protéines recombinantes a usage thérapeutique utilisant des cellules de
mammiféres et humaines. Il s’agit de la position des résidus terminaux d’acides sialiques sur
les N-glycannes. Chez I’'Homme, on retrouve des acides sialiques majoritairement liés en
a(2,6) et de facon minoritaire liés en «(2,3). Cependant, les protéines recombinantes
produites dans des cellules de mammiféres contiennent majoritairement des N-glycannes
porteurs de résidus d’acide sialique liés en o(2,3) (Lee et al., 1989). Pour optimiser leur
sialylation, le gene codant I'cl(2,6)-sialyltransférase transférant des résidus d’acide sialique
terminaux liés en o(2,6) a été inséré dans le génome des cellules CHO productrices de
protéines recombinantes. Cette insertion a permis I'obtention de N-glycannes portant des
acides sialiques terminaux liés en a(2,6) (Zhang et al., 1998 ; Bragonzi et al., 2000 ; Bork et

al., 2009 ; Houeix and Cairns, 2019).

B. Chez les levures

Les levures ont I'avantage, comme tout eucaryote, de réaliser des modifications co- et
post-traductionnelles telles que la N-glycosylation. Elles ont également la capacité de se
développer sur des milieux nutritifs en absence de facteurs de croissance et procurent un
rendement important de protéines sécrétées (Hamilton and Gerngross, 2007). C’'est pourquoi
les levures sont utilisées pour la production de protéines recombinantes. Le processus naturel
initial de la N-glycosylation chez les levures aboutit a la formation d’'un oligosaccharide
précurseur de type GlcsMansGIcNAc; dans le RE semblable a la structure glycannique
retrouvée chez I’'Homme. Ce précurseur est ensuite transféré sur la glycoprotéine naissante

par le complexe OST puis maturé en MangGIlcNAc, selon un processus analogue a celui décrit
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chez 'Homme. Le MansGIcNAc; issu de la maturation du précurseur aprées transfert sur les
glycoprotéines est ensuite hypermannosylé dans I'appareil de Golgi pour conduire a des N-

glycannes poly- voire hypermannosylés comportant de 15 a 100 résidus mannose (Figure 12).
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Figure 12 : Voie de la biosynthése des N-glycannes hypermannosylés dans I'appareil de Golgi
chez Saccharomyces cerevisiae (De Pourcq et al., 2010)

La premiere étape de la biosynthése est catalysée par I'enzyme OCH1P transférant un résidu
mannose sur le MangGIcNAc,. Les glycannes formés sont ensuite séparés en deux groupes
distincts : (1) le type hyperglycosylé et (2) le type core. Le type hyperglycosylé conduit a la
formation de N-glycannes comportant jusqu’a une centaine de résidus mannose. L'addition
de ces résidus est orchestrée par les glycosyltransférases M-Pol-I, M-Pol-Il, Mnn2P, Mnn5p et
Mnn1p. Le type core permet la synthese de N-glycannes avec un degré de mannosylation plus
faible. Cette mannosylation est formée sous I'action des glycosyltransférases XxxNp, Mnn4p,
Mnn6p et Mnnlp. Les structures des N-glycannes sont dessinées en accord avec la
nomenclature internationale (Varki et al., 2015).

M-Pol : Mannose polymérase ; MnnXp : mannosylphosphate-transférase ; XxxNp : mannosyltransférase de type inconnu ;
OCH1P : a(1,6)-mannosyltransférase

1. Inhibition de I'hypermannosylation des N-glycannes des glycoprotéines de levure

La N-glycosylation des protéines chez les levures est donc caractérisée par une
hypermannosylation des N-glycannes (De Pourcq et al., 2010). L’'enzyme responsable de ce
processus est I'a(1,6)-mannosyltransférase (OCH1P), impliquée dans le transfert de résidus

mannose sur la branche o(1,3) du core glycannique et conduisant a la formation d’une
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extension o(1,6) mannosidique. Cette enzyme initie la formation d’un N-glycanne comportant
des dizaines de résidus mannose (Gemmill and Trimble, 1999 ; Wildt and Gerngross, 2005).
Dans ce contexte, la premiére stratégie mise en oceuvre chez la levure a consisté a inhiber
I’enzyme OCH1P. Une équipe a réussi a générer des souches de Saccharomyces cerevisiae
mutées dépourvues de cette enzyme inhibant ainsi I’hypermannosylation des N-glycannes
(Nakanishi-Shindo et al., 1993). Cependant, cette stratégie conduit a la formation d’une
structure de type MansGIcNAc;, inadaptée pour entreprendre I’humanisation des N-glycannes

complexes chez S. cerevisiae.

La seconde stratégie mise en place chez la levure a donc visé a limiter
I’hypermannosylation des N-glycannes par addition d’une activité enzymatique ciblée. Elle
consiste a introduire dans le génome de la levure, le géne codant I'a(1,2)-mannosidase. La
protéine produite contiendra un signal HDEL en C-terminal de sa séquence permettant sa
rétention dans le RE. La rétention dans le RE de I'a(1,2)-mannosidase permet ainsi a I'’enzyme
d’éliminer de facon précoce les résidus mannosyles des N-glycannes en cours de maturation
et d’empécher 'action de I'c(1,6)-mannosyltransférase golgienne (Figure 13). Cette stratégie
a été développée avec succes chez S. cerevisiae par l'insertion du géne codant I'a(1,2)-
mannosidase d’Aspergillus saitoi dans son génome (Chiba et al., 1998). Cette équipe a ainsi
démontré la formation d’une structure majoritaire de N-glycannes de type MansGIcNAc; chez
la levure transformée. Cette structure est le substrat oligomannosidique nécessaire chez
I'Homme pour la formation des N-glycannes complexes sur les protéines dans I'appareil de

Golgi (Hamilton and Gerngross, 2007).

2. Humanisation des N-glycannes complexes des glycoprotéines chez la levure

Une fois le MansGIcNAc; obtenu sur les protéines par linactivation de
I’hypermannosylation, les génes codant les glucosidases et les glycosyltransférases humaines
ont été introduits dans le génome de la levure hote. Dans ce but, les chercheurs ont inséré le
géne humain codant la GnT | et le géne codant un transporteur de I'UDP-GIcNAc de
Kluyveromyces lactis dans une souche de Pichia pastoris préalablement transformée avec
I'a(1,2)-mannosidase d’Aspergillus saitoi (Figure 13 ; Choi et al., 2003). Ensuite, 2 génes
codant respectivement une Man Il de Drosophila melanogaster et une GnT Il de Rattus

norvegicus ont été insérés. Cette stratégie a été couronnée de succes chez cette levure avec
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I'obtention d’un transformant nommé YSH44 capable de synthétiser un N-glycanne de type
GlcNAc2MansGIcNAc; (Figure 13 ; Bobrowicz et al., 2004 ; Hamilton et al., 2003). L'insertion
de la GalT humaine dans le génome de P. pastoris a ensuite permis d’obtenir des souches de
levure capables de synthétiser des N-glycannes galactosylés (Figure 13 ; Bobrowicz et al.,

2004).

La voie de la sialylation, derniére étape de I’humanisation des N-glycannes, a été
introduite avec succes chez P. pastoris (Bobrowicz et al., 2004 ; Hamilton et al., 2006). Cette
approche combine l'insertion des 14 génes différents et permet d’obtenir une voie de la N-
glycosylation complétement humanisée dans le transformant RDP762 de P. pastoris
(Hamilton et al., 2006). Ces 14 génes insérés correspondent a la Man | de souris, la Man Il de
Drosophila melanogaster pour |'élimination des résidus mannose du N-glycanne dans
I'appareil de Golgi (Figure 13), la GnT | humaine, la GnT |l de rat et le transporteur UDP-GIcNAc
de souris (Figure 13), la GalT humaine ainsi que le transporteur golgien capable de transporter
I'UDP-Gal de D. melanogaster dans |'appareil de Golgi (Figure 13). Pour terminer, la sialylation
des N-glycannes nécessite — (i) la biosynthése cytosolique de CMP-Neu5Ac — (ii) le transport
de ce nucléotide-sucre depuis le cytosol vers I'appareil de Golgi et — (iii) I'insertion du Neu5Ac
sur les N-glycannes de P. pastoris. Dans ce but, 5 génes humains, impliqués dans la
biosynthése du nucléotide-sucre CMP-Neu5Ac ont été insérés également dans le génome de
la levure. En supplément, l'insertion de I'a(2,6)-sialyltransférase du rat et du transporteur
golgien du CMP-Neu5Ac de la souris, ont permis I'accumulation de Neu5Ac sur les N-glycannes

de P. pastoris (Figure 13 ; Hamilton et al., 2006).
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Figure 13 : Stratégie utilisée pour ’humanisation des voies de la N-glycosylation chez les
levures

L'insertion de I'c.(1,2)-mannosidase taguée par la séquence HDEL, qui retient spécifiquement
I’enzyme dans le réticulum endoplasmique, permet (i) d’inhiber I’enzyme OCH1P et donc la
synthése de N-glycannes hypermannosylés, (ii) de synthétiser le N-glycanne MansGIcNAc,,
primordial a I'humanisation des voies de la N-glycosylation chez la levure. Par la suite,
I'insertion des genes codant la GnT |, la Man Il, la GnT Il, la GalT, la SiaT ainsi que ceux codant
les enzymes de la voie compléete de biosynthese du CMP-Neu5Ac et de son transporteur
permet de synthétiser un N-glycanne optimisé pour une application thérapeutique chez
I'Homme. Les structures des N-glycannes sont dessinées en accord avec la nomenclature
internationale (Varki et al., 2015).

GnT | : N-acétylglucosaminyltransférase |; Man Il : a-mannosidase Il ; GnT Il : N-acétylglucosaminyltransférase Il ; GalT :
3(1,4)-galactosyltransférase ; SiaT : sialyltransférase

3. Production d’anticorps monoclonaux chez les levures

Peu d’articles scientifiques a ce jour relatent la synthése d’anticorps monoclonaux
recombinants chez la levure. La raison premiere est que I’hypermannosylation produite par la
levure altere la stabilité des anticorps (Olivier and Mehtali, 2009). Cependant, I'ingénierie des
voies de la N-glycosylation de la levure a rendu possible la production d’anticorps
monoclonaux humanisés dans ce systeme. C'est le cas notamment chez P. pastoris, ou GlycoFi

Inc., une filiale du groupe Merck, annonga en 2006 avoir réussi la production de I'anticorps
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monoclonal Rituximab® avec une glycosylation humanisée, anticorps utilisé entre autre dans
le traitement de la polyarthrite rhumatoide (Li et al., 2006). Cette équipe a inséré dans le
génome d’une souche de P. pastoris tous les génes permettant d’obtenir une voie humanisée
de la N-glycosylation comme celle décrite dans le paragraphe précédent (Li et al., 2006), et
également les genes codant les chaines lourde et légere de I'anticorps monoclonal
Rituximab®. Il a été démontré de facon encourageante qu’une des 7 glycoformes identifiées
pour cet anticorps possédait des N-glycannes galactosylés de type Gal.GIcNAc;MansGlcNAc;
(Li et al., 2006). Les autres glycoformes étaient des N-glycannes de type ManyGIlcNACc,,
MansGIcNAc2, MansGlcNAc;, MansGlcNAc;, GIcNAcMansGIcNAc; et GlcNAcaMansGIcNAc;.
L’'optimisation des conditions de culture (température a 26°C, pH 6,3...) a permis d’atteindre
un rendement de 1,6 g/L d’anticorps monoclonaux avec une glycosylation humanisée (Ye et

al., 2011).

C. Chez les plantes

Depuis les années 90, les plantes sont également apparues comme des systéemes
alternatifs de production pour synthétiser des anticorps monoclonaux (Hiatt et al., 1989 ; Ma
et al., 1994). En effet, les plantes sont considérées comme des systémes économiques et sdrs
pour la synthése d’anticorps monoclonaux de par leur capacité de production importante et
les risques faibles voire inexistants de transmission de virus ou de prions (Wycoff, 2005 ;
Chargelegue etal., 2005). En 2012, un premier biomédicament issu de la transgénése végétale
a été commercialisé aux Etats-Unis. Ce biomédicament a pour principe actif la
glucocérébrosidase synthétisée dans des cellules de carotte pour traiter les patients souffrant

de la maladie de Gaucher (Aviezer et al., 2009 ; Grabowski et al., 2014).

La voie de la N-glycosylation chez les plantes posséde I'avantage de partager les
mémes étapes de synthese du précurseur oligosaccharidique que la voie de glycosylation
humaine. Les plantes synthétisent également un core glycannique analogue a celui synthétisé
chez I'Homme de type GIcNAc;MansGIcNAc;. Cependant, des glycosyltransférases
complémentaires vont modifier ce core conduisant a la synthése de N-glycannes complexes

spécifiques des plantes (Figure 14).
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Figure 14 : Voie de la biosynthése des N-glycannes complexes chez les plantes (figure
adaptée de Lerouge et al., 1998)

Le N-glycanne Mang.sGIcNACc;, précédemment obtenu a lissue des étapes localisées dans le
RE est transformé en MansGIcNAc; par la Man |. Cette structure, substrat accepteur de la GnT
I, permet la synthése de N-glycannes complexes de type GlcNAc:MansGIcNAc, obtenus par
I'action successive de la GnT I, de la Man Il et de la GnT Il. La B(1,2)-xylosyltransférase
(B(1,2)XyIT) et I'a(1,3)-fucosyltransférase (o(1,3)FuT) permettent les ajouts respectifs des
épitopes xylose et fucose, connus pour étre potentiellement immunogénes chez 'Homme.
Par la suite, I'activité hexosaminidase peut cliver les deux résidus GIcNAc positionnés aux
extrémités terminales du N-glycanne pour conduire a la synthese d’une structure
paucimannosique de type  MansXylFucGIcNAc,.  Alternativement, la  B(1,3)-
galactosyltransférase (8(1,3)GalT) et I'a(1,4)-fucosyltransférase (o(1,4)FuT) permettent la
synthése d’épitopes terminaux appelés épitopes de Lewis?® (Fitchette-Lainé et al., 1997). Les
structures des N-glycannes sont dessinées en accord avec la nomenclature internationale
(Varki et al., 2015).

Man |: a-mannosidase |; GnT |: N-acétylglucosaminyltransférase |; Man Il: a-mannosidase Il ; GnT Il : N-
acétylglucosaminyltransférase II'; B(1,2)XyIT : 8(1,2)-xylosyltransférase ; o(1,3)FuT : a(1,3)-fucosyltransférase ; $(1,3)GalT :
13(1,3)-galactosyltransférase ; o(1,4)FuT : a(1,4)-fucosyltransférase

1. Elimination des épitopes antigéniques des N-glycannes des glycoprotéines
produites chez les plantes

Les N-glycannes complexes des glycoprotéines synthétisés par les plantes possedent
des résidus spécifigues comme le fucose branché en o(1,3) (core a(1,3)-fucose) et le xylose
branché en 13(1,2) sur le core glycannique (core R(1,2)-xylose) (Bardor et al., 2003a ; Gomord

and Faye, 2004 ; Bakker et al., 2006). Les sérums humains contiennent naturellement des
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anticorps dirigés contre le core o(1,3)-fucose et le core (1,2)-xylose suggérant que ces deux
épitopes, absents chez les mammiféres, sont capables d’induire une réponse immunitaire
chez 'Homme (Bardor et al., 2003a). Cependant, le role de ces résidus core a(1,3)-fucose et
core 3(1,2)-xylose dans I'immunogénicité reste encore débattu (Altmann, 2007 ; Landry et al.,
2010 ; Ward et al., 2014 ; Rup et al., 2017). C'est dans ce contexte que des approches
d’ingénierie métabolique ont été mises en place afin d’éliminer ces deux épitopes
immunogenes, permettant de rendre compatibles les glycoprotéines recombinantes

produites chez les plantes avec une utilisation thérapeutique chez I’'Homme.

a. Rétention des protéines glycosylées dans le RE chez les plantes

Une premiére stratégie a consisté a éviter le transit de la glycoprotéine d’intérét dans
I'appareil de Golgi pour empécher la maturation de ces N-glycannes en oligosaccharides
complexes et accumuler majoritairement sur la protéine recombinante des N-glycannes
oligomannosidiques. Dans cet objectif, le géne d’intérét a été fusionné a une séquence codant
un signal de rétention dans le réticulum endoplasmique, comme par exemple « KDEL ou
HDEL » en 3’. Cette fusion permettra la rétention de la glycoprotéine dans le RE via I'étiquette
« KDEL ou HDEL » présente en position C-terminale de la protéine. L'utilité de cette stratégie
a été démontrée pour la production d’anticorps monoclonaux (Sriraman et al., 2004 ;

Petruccelli et al., 2006).

b. Inhibition de I'expression chez les plantes des genes codant les
enzymes responsables de I'addition d’épitopes immunogénes sur
les N-glycannes

En 2006 et 2008, différentes équipes ont respectivement, réussi a diminuer chez les
plantes de facon plus ou moins forte, I'expression des génes codant les 3(1,2)XylT et les
o.(1,3)FuT, responsables de I'addition des épitopes immunogénes o(1,3)-fucose et B(1,2)-
xylose dont les expressions ont été inhibées via |'utilisation de RNA interférents (RNAi) (Cox
etal., 2006 ; Sourrouille et al., 2008 ; Strasser et al., 2008). L'utilisation de ces stratégies RNAi
n’a pas permis I’élimination compléte des épitopes immunogenes (core o(1,3)-fucose et core
(1,2)-xylose) mais seulement leur diminution partielle. Une seconde stratégie a consisté a

générer des mutants appropriés afin d’inhiber efficacement les (1,2)XyIT et les a(1,3)FuT.
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Dans ce contexte, Richard Strasser et son équipe de I'Université de Boku en Autriche ont
généré un triple mutant d’Arabidopsis thaliana dépourvu des activités 8(1,2)XyIT et a(1,3)FuT
en inhibant le géne codant la 3(1,2)XyIT et les deux génes codant I'activité o(1,3)FuT. Le triple
mutant ainsi obtenu accumule des N-glycannes de type GIcNAc:MansGIlcNAc; dépourvus des
épitopes immunogenes (Figure 15 ; Strasser et al., 2004). Des travaux plus récents, ont permis
de générer des mutants de cellules de tabac BY-2 et de plantes de tabac (Nicotiana
benthamiana), dépourvus de ces épitopes immunogenes par des techniques d’édition
génétique de type TALEn ou encore CRISPR-cas9 (Mercx et al., 2016 ; Mercx et al., 2017;
Jansing et al., 2019). Les travaux réalisés en 2019 ont permis de produire par CRISPR-cas9, des
plantes mutantes de N. benthamiana dépourvues des genes codant les deux
xylosyltransférases et les quatre fucosyltransférases sur les 5 présentes. Ces plantes mutantes
ont permis de produire un anticorps monoclonal dépourvu totalement des épitopes core
o.(1,3)-fucose et core R3(1,2)-xylose (Jansing et al.,, 2019). En complément, I'analyse
fonctionnelle de cet anticorps a montré qu’il possédait une capacité de liaison plus importante
avec le récepteur FcyRl comparée a celle du méme anticorps produit dans des plantes de tabac

N. benthamiana sauvage (Jansing et al., 2019).
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Figure 15 : Représentation des stratégies d’ingénierie de la voie de la N-glycosylation chez
des plantes déficientes en activités 3(1,2)XyIT et o(1,3)FuT

La voie naturelle de la N-glycosylation chez les plantes conduit a la synthése d’un N-glycanne
paucimannosidique arborant des résidus o(l1,3)-fucose et [(1,2)-xylose sur le core
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glycannique. La voie modifiée permet la synthése d’une structure N-glycannique possédant
des résidus Neu5Ac en position terminale. Les structures N-glycanniques sont dessinées en
accord avec la nomenclature internationale (Varki et al., 2015).

Man |: a-mannosidase |; GnT |: N-acétylglucosaminyltransférase |; Man Il: a-mannosidase Il ; GnT Il : N-

acétylglucosaminyltransférase |IlI; SiaT : sialyltransférase ; GalT : B(1,4)-galactosyltransférase; o(1,3)FuT: a(1,3)-
fucosyltransférase ; 8(1,2)XyIT : 8(1,2)-xylosyltransférase

2. Humanisation des N-glycannes complexes des glycoprotéines produites chez les

plantes

L'inactivation des genes codant les glycosyltransférases responsables du transfert des
épitopes core 3(1,2)-xylose et core o.(1,3)-fucose conduit a I'accumulation de N-glycannes non
immunogenes. Si cette stratégie peut s’avérer suffisante pour certaines applications
thérapeutiques, I'absence de la maturation du core du N-glycanne peut étre délétére pour
d’autres applications. Les plantes sont capables d’accumuler des N-glycannes ayant des
résidus GIcNAc terminaux (Figure 14 ; Figure 15). La présence de ces résidus est nécessaire
pour la synthese de N-glycannes complexes bi-antennés. Cependant, ces résidus sont éliminés
au cours du transport de la glycoprotéine par des hexosaminidases (Figure 14 ; Figure 15;
Altmann et al., 1995 ; Shin et al., 2017). Chez A. thaliana et N. benthamiana, 3 genes codent
des activités hexosaminidases, HEXO1, HEXO2 et HEXO3. L'équipe de Richard Strasser a
déterminé que I'enzyme codée par le géne candidat HEXO3 était responsable de la formation
de la structure tronquée. Son élimination, en utilisant des RNAI, a permis d’augmenter chez
les plantes considérablement la formation de N-glycannes complexes portant des résidus
GIlcNAc terminaux (Shin et al., 2017).

L'insertion du géne de la GalT humaine dans les génomes d’A. thaliana et de N.
benthamiana a été réalisée par plusieurs équipes (Figure 15 ; Palacpac et al., 1999 ; Bakker
etal., 2001 ; Bakker et al., 2006 ; Vézina et al., 2009 ; Schneider et al., 2015). Cette insertion
visait initialement a obtenir non seulement des N-glycannes possédant des résidus galactose
en position terminale en espérant du méme coup inhiber le transfert des résidus 13(1,2)-xylose
et o(1,3)-fucose. En effet, comme la GalT, les 3(1,2)XyIT et o(1,3)FuT des plantes utilisent les
mémes substrats accepteurs portant des résidus GIcNAc non substitués. Les auteurs ayant mis
en oceuvre cette stratégie pensaient pouvoir générer une compétition vis-a-vis du substrat
accepteur entre les B(1,2)XyIT, a(1,3)FuT et la GalT humaine inhibant ainsi I'addition des

résidus xylose et fucose tout en permettant I'ajout des résidus 13(1,4)-galactose manquants.



62

Les travaux de I'équipe de Palacpac et collaborateurs effectués chez les cellules BY-2 ont
permis I'obtention d’'une population N-glycannique totalement dépourvue de B(1,2)-xylose et
de o(1,3)-fucose de type GalGIcNAcMansGIcNAc; représentant environ 12% de la population
glycannique (Palacpac et al., 1999). Cependant, une population hybride de type
GalGIcNAcMansGIcNAc, a également été détectée a hauteur de 35,5% suggérant une
maturation incompléte des N-glycannes (Palacpac et al., 1999). Deux années plus tard, les
travaux par Bakker et collaborateurs effectués dans des plantes de tabac N. benthamiana ont
permis I'obtention d’une population de protéines portant des N-glycannes substitués par des
résidus galactose en position terminale (Bakker et al., 2001). Cette population de N-glycannes
galactosylés représentait environ 30% des N-glycannes synthétisés. Parmi cette population de
N-glycannes galactosylés, seule une trés faible proportion de N-glycannes était a la fois
dépourvue des épitopes immunogenes et porteurs du galactose en position terminale (Bakker
etal., 2001).

Par la suite, des plantes ont été transformées avec la GalT humaine fusionnée a des
domaines de rétention golgien d’autres glycosyltransférases, comme la GnT | ou la B(1,2)XyIT,
afin de retenir 'enzyme GalT plus précocement dans I'appareil de Golgi. Cette stratégie a
permis de réduire considérablement les taux de fucosylation et de xylosylation des N-
glycannes des protéines produites, mais pas de les supprimer compléetement (Bakker et al.,
2001 ; Bakker et al., 2006 ; Strasser et al., 2009 ; Vézina et al., 2009 ; Schneider et al., 2015 ;
Navarre et al., 2017). Par exemple, en 2006, les travaux de Bakker et collaborateurs ont
permis I'élimination compléte des N-glycannes portant I'épitope core B(1,2)-xylose chez le
tabac grace a l'expression d’une glycosyltransférase chimérique comportant la partie
catalytique de la GalT fusionnée avec le domaine d’insertion aux membranes golgiennes de la
(1,2)XyIT. Dans cette étude, 15,7% des N-glycannes observés sur les glycoprotéines portent
I’épitope core a(1,3)-fucose. Parallelement, cette complémentation a permis d’obtenir
environ 20% des glycoprotéines possédant du galactose lié en §(1,4) en position terminale des
N-glycannes. Parmi cette population de N-glycannes portant des résidus galactose en position
terminale, 2,5% contenait également I'épitope core o(1,3)-fucose (Bakker et al., 2006). Cette
stratégie de relocalisation de la 3(1,4)-galactosyltransférase humaine dans I'appareil de Golgi
ne semble donc pas étre suffisante pour entrainer une élimination complete des épitopes
antigéniques. Il est donc nécessaire de générer des plantes caractérisées a la fois par

I'inactivation des genes codant les glycosyltransférases responsables de la synthése des
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épitopes immunogenes et complémentées avec le gene codant la 8(1,4)-galactosyltransférase
pour optimiser la production de protéines recombinantes a intérét thérapeutique chez les
plantes (Castilho et al., 2010).

La derniére étape de I’humanisation des voies de la N-glycosylation chez les plantes
consiste a obtenir des N-glycannes contenant des résidus de type acide sialique comme le
Neu5Ac en position terminale. Il a été montré, chez le riz, la présence de deux génes putatifs
ayant respectivement 33,2% et 31,2% d’homologie avec une séquence codant
un transporteur de CMP-acide sialique humain (Takashima et al., 2009). Cependant, aucune
trace d’acide sialiqgue n’a pu étre détectée dans les N-glycannes des protéines synthétisées
chez le riz comme chez les autres plantes (Séveno et al., 2004 ; Zeleny et al., 2006). || a été
conclu de ces études que la protéine codée par ce géne est capable de transporter du CMP-
Kdo (acide 3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique), un nucléotide-sucre ayant un role
primordial dans la synthése du rhamnogalacturonan Il (RGIl), un polysaccharide pariétal des
plantes (Pérez et al., 2003 ; Delmas et al., 2008 ; Séveno et al., 2010). Ce nucléotide-sucre est
similaire aux nucléotides-sucres des acides sialiques retrouvés chez les mammiféeres
(Miinster-Kiihnel et al., 2004). Les précurseurs métaboliques nécessaires a la synthese de
CMP-Neu5Ac n'ont pas non plus été identifiés (Séveno et al., 2004).

La voie de la biosynthése des acides sialiques comporte des étapes cytosoliques
permettant d’aboutir a la formation du CMP-Neu5Ac, substrat donneur des sialyltransférases
qui, elles, sont golgiennes. Ainsi, les plantes « humanisées » doivent avoir la capacité de
synthétiser du Neu5Ac cytosolique ainsi que sa forme active, le CMP-Neu5Ac, puis de
I'importer dans I'appareil de Golgi avant de pouvoir I'utiliser. Le géne de la sialyltransférase,
absente des cellules végétales est également a insérer dans le génome des plantes afin de leur
permettre de transférer les résidus Neu5Ac sur un N-glycanne galactosylé de leurs protéines.

La GIcNAc est le seul précurseur métabolique des acides sialiques présent dans le
cytosol des plantes pour initier la synthése de Neu5Ac (Figure 15). Les deux premieres études
décrivant I'obtention de systemes végétaux synthétisant du Neu5Ac ont porté sur des cellules
de tabac et des plantes de luzerne. Ainsi, les cellules de tabac BY-2 et les plantes de luzerne
ont été transformées par des genes bactériens codant soit une Neu5Ac lyase, soit une Neu5Ac
synthase, qui sont capables de convertir la D-N-acétylmannosamine (D-ManNAc) exogéne et
le pyruvate cytosolique en Neu5Ac (Paccalet et al., 2007). Plus tard, la transformation de

plantes d’ A. thaliana par les génes codant 'UDP-GIcNAc 2-épimerase/N-acétylmannosamine
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kinase (GNE), I'acide N-acétylneuraminique phosphate synthase (NANS) et la CMP-acide
sialique synthétase (CMAS) a été réalisée permettant la synthése in planta de quantités de
CMP-Neu5Ac similaires a celles synthétisées dans les cellules CHO (Figure 16 ; Castilho et al.,
2008). En 2010 et en 2016, la méme équipe a pu exprimer de facon transitoire dans le génome
de N. benthamiana, les génes nécessaires a la biosynthese du CMP-Neu5Ac, a son transport
du cytosol vers I'appareil de Golgi (CMP-Sialic acid Transporter) et le géne codant I’a(2,6)-
sialyltransférase. L'ensemble de ces modifications réalisées dans des plantes exprimant
simultanément un anticorps recombinant ont permis d’aboutir a la synthese d’un anticorps
monoclonal portant du Neu5Ac en position terminale sur ses N-glycannes (Figure 15 ; Castilho

etal., 2010).
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ATP PEP—l NANS

Cytosol

NeuAc-9-P
lNANP

Neu5Ac

CMAS
T
// CTP\\

ST\ CMP-NeuSAc !
™ QNucleus, -

Sialoglycoconjugate
ST | CMP-NeuSAc
Glycoconjugate

Golgi

Figure 16 : Représentation de la voie de biosynthése des acides sialiques des mammiféres
reconstruite chez les plantes d’A. thaliana par I’expression transitoire de génes impliqués
dans la biosynthése, le transport puis le transfert du CMP-Neu5Ac (Castilho et al., 2008)

L'UDP-GIcNAc est d’abord transformé en ManNAc-6-P par I'enzyme GNE. Ce sucre
phosphorylé est ensuite transformé en Neu5Ac par les enzymes NANS, NANP et enfin activé
sous forme de nucléotide sucre, CMP-Neu5Ac, par la CMAS. Le transport du CMP-Neu5Ac dans
I'appareil de Golgi et I'action de I'a.(2,6)-sialyltransférase permettent d’aboutir a la synthése
de N-glycannes complexes possédant des acides sialiques sur les glycoprotéines d’A. thaliana
(Castilho et al., 2010).

ManNAc : N-acétylmannosamine ; Neu5Ac : acide N-acétylneuraminique ; P : phosphate ; CMP : cytidine monophosphate ;
GNE : UDP-GIcNAc 2-épimerase/N-acétylmannosamine kinase ; NANS : acide N-acétylneuraminique phosphate synthase ;
CMAS : CMP-acide sialique synthétase ; CST : CMP-Neu5Ac transporteur ; ST : a(2,6)-sialyltransférase

3. Les anticorps monoclonaux a usage thérapeutique produits chez les plantes

A ce jour, plusieurs essais de production d’anticorps monoclonaux chez les plantes ont

été conduits. Les essais se consacrent majoritairement a la production d’'immunoglobines A
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(IgA), d'immunoglobines M (IgM) (Vasilev et al., 2016) et d’IgG (Cabanes-Macheteau et al.,
1999 ; Bardor et al., 2003b ; Yao et al., 2015). Le premier cas de production d’un anticorps
monoclonal chez les plantes a été obtenu en exprimant une 1gG dans des feuilles de tabac
(Hiatt et al., 1989). L'anticorps humanisé était fonctionnel et représentait un taux
d’expression de 1,4% des protéines totales extraites des feuilles de tabac (Hiatt et al., 1989).
Quelques années plus tard, une IgA murine capable de neutraliser Streptococcus mutans, la
bactérie responsable des caries dentaires, a été produite avec succes (Ma et al., 1994). Cet
anticorps a été synthétisé dans des plantes de tabac transgéniques qui ont produit de 200 a
500 pg d’anticorps par g de masse fraiche (Ma et al., 1994). Six traitements oraux ont été
réalisés sur des patients infectés par S. mutans avec cet anticorps produit dans les plantes de
tabac. Les dents des patients ont d’abord été traitées avec de la chlorhexidine gluconate,
agent antiseptique, afin d’éliminer la souche bactérienne. Ensuite, ces patients ont été traités
a titre préventif avec l'anticorps recombinant produit dans le tabac en l'appliquant
directement sur leurs dents. Cette application orale a permis de protéger les patients contre
I'apparition de carries dentaires dues a S. mutans pendant au moins 4 mois sans qu’aucun
effet secondaire ne soit détecté (Ma et al., 1998).

En 2003, les travaux d’une collaboration anglo-américaine ont permis d’insérer les
génes codant les chaines légere et lourde d’un anticorps humain dirigé contre le virus de la
rage dans le génome de Nicotiana tabacum (Ko et al., 2003). Ces deux genes ont été fusionnés
avec la séquence codant un signal de rétention dans le RE. Les N-glycannes analysés étaient
majoritairement de type oligomannosidique (environ 90%) comportant des structures
majoritaires de type Mane.9GIcNAc,. Cependant, les analyses de cet anticorps dirigé contre le
virus de la rage ont montré la présence non négligeable de 5,7% de N-glycannes portant
I’épitope antigénique core (1,2)-xylose caractéristique des N-glycannes complexes produits
dans I'appareil de Golgi (Ko et al., 2003).

En 2013, un anticorps chimérique IgG/IgA a été produit chez A. thaliana (Nakanishi et
al., 2013). Cet anticorps était capable de se lier a la sous-unité B de la shiga toxine produite
par la bactérie entérohémorragique E. coli 0157 : H7, qui peut entrainer la mort du patient
contaminé. Plus récemment en 2014, des anticorps de type I1gG et de type IgA de trois
anticorps thérapeutiques (Infliximab® et Adalumumab®) dirigés contre le facteur de la nécrose
tumorale TNFo. et Ustekinumab® ciblant I'interleukine 12, une cytokine synthétisée par

certaines cellules immunitaires, ont été produites avec succes chez N. benthamiana
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(Westerhof et al.,, 2014). Les IgGs produites chez N. benthamiana présentaient
majoritairement des N-glycannes de type GIcNAc;MansXylFucGIcNAc; alors que les IgA
présentaient majoritairement des N-glycannes dépourvus de fucose comme les
GlcNAcMansXylGIcNAc;, MansXylGIcNAc, et des N-glycannes de type oligomannosidique
(Westerhof et al., 2014).

Plus récemment en 2014, un cocktail médicamenteux appelé « ZMAPP » composé de
trois anticorps monoclonaux chimériques capable de cibler des protéines spécifiques du virus
EBOLA a été co-développé par I'entreprise américaine Mapp Biopharmaceutical, Inc. et
I’entreprise canadienne Defyrus Inc (Zhang et al., 2014 ; Budzianowski, 2015). Ces trois
anticorps monoclonaux sont produits dans des plantes de tabac (Zhang et al., 2014;
Budzianowski, 2015). Ce cocktail médicamenteux est actuellement en phase d’essai clinique
chez 'Homme depuis février 2015 (Budzianowski, 2015). Pour rappel, des anticorps dirigés
contre le virus HIV avec une glycosylation humanisée ont été produits par le groupe de
Castilho (Castilho et al., 2010). D’autres exemples d’anticorps monoclonaux produits chez les

plantes sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 1).

Tableau 1 : Exemples de projets utilisant les plantes pour la production d’anticorps
monoclonaux a intérét thérapeutique (A) et d’anticorps monoclonaux produits chez les
plantes actuellement en phase d'essai clinique (B) (Yao et al., 2015)
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V. Les microalgues, systemes d’expression
alternatifs pour la production d’anticorps
monoclonaux

Les microalgues sont des organismes microscopiques photosynthétiques eucaryotes
ou procaryotes. Elles se divisent en 3 classes : les microalgues brunes, rouges et vertes. Elles
sont réparties dans I'ensemble des supergroupes de I'arbre phylogénétique a I'exception des

Amorphea, supergroupe regroupant les animaux (Figure 17 ; Burki et al., 2020).
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Figure 17 : Schéma représentant I'arbre phylogénétique des espéces (Burki et al., 2020)

Les microalgues sont présentes dans les différents supergroupes TSAR, Haptista, Cryptista,
Archaeplastida, CRuMS, Excavates et Hemimastigophora excepté dans le supergroupe
Amorphea représenté par les animaux.

TSAR : telomenia-stramenopile-alveolate-rhizaria

Les microalgues intéressent depuis plusieurs années la recherche et I'industrie. Par
exemple, I'industrie pétroliere s’intéresse aux microalgues riches en lipides pour les convertir
en biocarburant (Mata et al., 2010 ; Halim et al., 2012). Dans ce contexte, une équipe de
recherche a récemment isolée 6 nouvelles espéces de microalgues potentiellement riches en

lipides. Parmi ces candidates potentielles, Chlorococcum serait la plus apte pour la production
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de biodiesel (Deshmukh et al., 2019). Les microalgues sont également utilisées aujourd’hui
dans l'industrie agroalimentaire comme compléments alimentaires pour I’'Homme. On peut
citer le cas de spirulina et de Chlorella vulgaris utilisés par plus d’une dizaine d’entreprises
dans le monde pour leurs propriétés nutritives (Tokusoglu and Unal, 2003 ; Chacén-Lee and
Gonzalez-Marifio, 2010). La production de biomédicaments dans des microalgues est
également envisagée (Hempel and Maier, 2016). En effet, la production de protéines
recombinantes a intérét thérapeutique chez ces organismes présente de nombreux avantages
(Barrera and Mayfield, 2013). Tout d’abord, les microalgues posseédent un fort taux de
croissance. De plus, le colt du milieu de culture en photobioréacteur est peu élevé, ce qui
permettrait de réduire considérablement les colts de production (Barrera and Mayfield,
2013). En effet, le milieu de culture des microalgues est estimé a environ 0,002$ par litre de
culture (Mayfield et al., 2003 ; Rosales-Mendoza et al., 2020). Récemment, des anticorps
monoclonaux a intérét thérapeutique et des immunotoxines ont été produits dans deux
microalgues : la microalgue verte Chlamydomonas reinhardtii et la diatomée Phaeodactylum
tricornutum (Mayfield et al., 2003 ; Tran et al., 2009 ; Hempel et al., 2011 ; Hempel and
Maier, 2012 ; Tran et al., 2013 ; Vanier et al., 2015 ; Barrera et al., 2015 ; Hempel et al., 2017 ;
Vanier et al., 2018 ; Rosales-Mendoza et al., 2020). Les immunotoxines sont des anticorps
monoclonaux couplés a une toxine. Lorsque I'anticorps reconnait I'antigene cible présent sur
la cellule hote, la toxine pénétre par endocytose dans la cellule provoquant ainsi la lyse de la

cellule cible.

A. La microalgue verte Chlamydomonas reinhardtii

C. reinhardtii est une microalgue verte unicellulaire d’eau douce photosynthétique
appartenant a la famille des Chlorophycées. Elle posséde deux flagelles et un chloroplaste
unique. Cette microalgue est utilisée depuis les années 1960 comme un organisme modéle.
Ses génomes nucléaire, chloroplastique et mitochondrial ont été entierement séquencés
(Merchant et al., 2007). Les techniques de transformation génétique sont également
fonctionnelles chez C. reinhardtii (Sizova et al., 2013 ; Gao et al., 2014). Ces techniques ont

permis la création de banques de mutants pour cette microalgue (Zhang et al., 2014 ; Lietal.,
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2016). Cet organisme est un modele biotechnologique pour de nombreuses applications
(Merchant et al., 2012 ; Scaife et al., 2015).

Cette microalgue modele a été utilisée dés 2003 pour la production d’anticorps
monoclonaux. Le premier anticorps monoclonal produit dans cette microalgue fut dirigé
contre la glycoprotéine D du virus de I’herpés. Cet anticorps a été exprimé dans le chloroplaste
de C. reinhardtii (Mayfield et al., 2003). Le second anticorps monoclonal, exprimé également
dans le chloroplaste, est un anticorps dirigé contre la protéine PA 83, impliquée dans la
maladie de I'anthrax, plus connue sous le nom de « maladie du charbon » (Tran et al., 2009).
Cependant, les anticorps produits ont été obtenus par une transformation du
génome chloroplastique de C. reinhartii et par conséquence, ne sont pas glycosylés. A ce jour
aucun anticorps glycosylé n’a été produit et caractérisé chez C. reinhardetii. Plus récemment,
des immunotoxines ont été produites avec succés chez la microalgue verte. Ces
immunotoxines sont capables de traiter respectivement le lymphome et le botulinum (Tran

etal., 2013 ; Barrera et al., 2015).

B. La diatomée Phaeodactylum tricornutum

P. tricornutum est une microalgue eucaryote appartenant a la classe des diatomées
pennées (Bacillariophyceae). Cette microalgue est atypique, de par sa présence dans le milieu
naturel sous 3 morphotypes principaux : ovale, fusiforme et triradié (De Martino et al., 2007 ;

Ovide et al., 2018 ; Figure 18).

Ovale Fusiforme Triradié

> ,
T T T

Figure 18: Photos en microscopie optique des trois morphotypes principaux de P.
tricornutum (d’apreés Ovide et al., 2018)

Les cellules de P. tricornutum peuvent étre ovales, fusiformes ou triradiées. Les cellules
mesurent en moyenne 20 um de long pour les morphotypes fusiformes et triradiés et environ
10 um pour les cellules ovales.
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Un quatrieme morphotype a pu étre mis en évidence appelé cruciforme (He et al.,
2014). La composition pariétale de P. tricornutum est majoritairement constituée de
glucuromannanes sulfatés (Abdullahi et al., 2006 ; Giigi et al., 2015 ; Le Costaouéc et al.,
2017). Cette composition pariétale a déja été observée chez d’autres diatomées (Hoagland et
al., 1993 ; Chiovitti et al., 2005 ; Le Costaouéc et al., 2017). De plus, les diatomées ont la
particularité, contrairement aux autres microalgues, de posséder une paroi cellulaire appelée
frustule composée de silice. Cependant, chez P. tricornutum, seul le morphotype ovale
possede une frustule silicatée (Tesson et al., 2009).

Le génome de P. tricornutum a été entiérement séquencé (Bowler et al., 2008). Des
données de transcriptomique sont également disponibles (Cruz de Carvalho et al., 2016 ;
Rastogi et al., 2018 ; Remmers et al., 2018 ; Ovide et al., 2018). De plus, les vecteurs
d’expression disponibles, les techniques de transformation génétique (Zaslavskaia et al.,
2000 ; Radakovits et al., 2011 ; Karas et al., 2015) et les derniéres techniques de génie
génétique (CRISPR-cas9, TALEn) (Daboussi et al., 2014 ; Nymark et al., 2016 ; Serif et al., 2018
; Stukenberg et al., 2018) font de cette diatomée, un organisme de choix pour la communauté
scientifique. De plus, il a été démontré également que P. tricornutum était capable de
produire des anticorps monoclonaux a intérét thérapeutique. Par exemple, un anticorps dirigé
contre le virus de I'hépatite B et portant des N-glycannes oligomannosidiques a pu étre
produit chez la diatomée (Hempel et al., 2011 ; Hempel and Maier, 2012 ; Vanier et al., 2015).
Cet anticorps est fonctionnel et capable de se lier efficacement aux récepteurs Fcy présents
sur des monocytes (Vanier et al., 2018). Plus récemment, différents variants d’anticorps
fonctionnels dirigés contre le virus de Marburg ont également été obtenus a partir de cellules

de P. tricornutum (Hempel et al., 2017).
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VI. La N-glycosylation des microalgues et les
techniques d’ingénierie

L’émergence des microalgues pour la production de protéines recombinantes a intérét
thérapeutiqgue a amené la communauté scientifique a s’intéresser a leurs processus de N-
glycosylation. A I’heure actuelle, seules quelgues microalgues sont étudiées. Le chapitre de
livre ci-dessous, publié au cours de ma thése, résume les données sur les voies de la N-
glycosylation étudiées chez les microalgues ainsi que les techniques d’ingénierie développées
permettant d’envisager a I'avenir la modification de leurs processus de N-glycosylation pour

la production de glycoprotéines a usage thérapeutique comme les IgG.
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Abstract

Microalgae are eukaryotic and photosynthetic organisms which are commonly used in
biotechnology to produce high added value molecules. Recently, biopharmaceuticals
such as monoclonal antibodies have been successfully produced in microalgae such as
Chlamydomonas reinhardtii and Phaeodactylum tricornutum. Most of these recombinant pro-
teins are indeed glycosylated proteins, and it is well established that their glycan structures
are essential for the bioactivity of the biopharmaceuticals. Therefore, prior to any com-
mercial usage of such algae-made biopharmaceuticals, it is necessary to characterize their
glycan structures and erase glycosylation differences that may occur in comparison with
their human counterpart. In this context, the chapter summarizes successful attempts to
produce biopharmaceuticals in microalgae and underlines current information regarding
glycosylation pathways in microalgae. Finally, genome editing strategies that would be
essential in the future to optimize the microalgae glycosylation pathways are highlighted.

Keywords: antibodies, biopharmaceuticals, genome editing tools, glycosylation,
microalgae

1. Introduction

Microalgae are currently used for a broad spectrum of industrial applications including food
and livestock feed industries, bioenergy, cosmetics, healthcare and environment [1-4]. Recently,
due to their numerous advantages (high growth rate, easy cultivation, low production cost, etc.),
microalgae have emerged as a solar-fueled green alternative cell factories for the production
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of recombinant proteins [4-7]. Among different attempts to produce vaccines and biophar-
maceuticals in microalgae, the production of monoclonal antibodies (mAbs) represents the
most extensive work [7, 8]. Indeed, the first significant effort to produce recombinant mAb
fragments was made in the green microalga Chlamydomonas reinhardtii with the synthesis and
accumulation in its chloroplast of a human single chain antibody directed against the herpes
simplex virus glycoprotein D (HSV8-Isc) [8]. Later, a full-length human IgG1 directed against
anthrax was produced successfully in the chloroplast of C. reinhardtii [9]. The Chlamydomonas-
made mAb was able to bind the anthrax protective antigen 83 (PA83) [9]. In another study, a
series of complex chimeric proteins was expressed in the chloroplast of C. reinhardtii. Such chi-
meric proteins were composed of a single chain antibody fragment (scFv) targeting the B-cell
surface antigen CD22, genetically fused either to the eukaryotic ribosome inactivating protein,
gelonin, from Gelonium multiflorm [10] or to Pseudomonas aeruginosa exotoxin A domains 2 and
3 [11]. These molecules, termed immunotoxins, were encoded by a single gene that produces
an antibody-toxin chimeric protein. Such algae-made immunotoxins are able to bind target
B cells and efficiently kill them in vitro [11]. Full-length mAbs have also been expressed in
the diatom Phaeodactylum tricornutum through nuclear transformation [12-14]. Those mAbs
correspond respectively to a recombinant mAb directed against the nucleoprotein of Marburg
virus, a close relative of Ebola virus [14] and to a human IgG1 directed against the Hepatitis
B virus Antigen (HBsAg) [12, 13]. The latter has been biochemically characterized in order to
check the quality of the diatom-made mAb as well as its N-glycosylation profile [15]. Moreover,
it has been demonstrated that this glycosylated antibody is able to bind human Fcy receptors
[16], thus suggesting that it could be efficient in human therapy.

When the production of biopharmaceuticals is considered, their N-glycosylation has to be
investigated. Indeed, among the biopharmaceuticals that were approved in 2016 and 2017,
96% were glycosylated [17]. The glycosylation of the approved biopharmaceutical rep-
resents a critical quality attribute (CQA) that may affect its safety and biological activities
[18-20]. In addition, introduction by the expression system of nonhuman epitopes on the
recombinant protein may induce immune response after injection to patients [21]. Thus, the
N-glycosylation of biopharmaceuticals is a real challenge for the commercial production of
biopharmaceuticals. The glycosylation state of therapeutic proteins has to be accurately iden-
tified and characterized as per the World Health Organization and International Conference
on Harmonization Q6B guidelines [17]. Therefore, in the context of developing the microalgae
as alternative platforms for the production of biopharmaceuticals, the capability of these uni-
cellular eukaryotic cells to introduce N-glycans on their endogenous proteins and on recom-
binant proteins, as well as their regulation, have to be considered and understood.

2. N-glycosylation in microalgae

2.1. General aspects

N-glycosylation is a major post-translational modification of proteins in eukaryotes. Protein
N-glycosylation first starts by the synthesis of a lipid-linked oligosaccharide formed by trans-
fer of monosaccharides on a dolichol pyrophosphate (PP-Dol) anchored in the membrane of
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the endoplasmic reticulum (ER) via the action of a set of enzymes named asparagine-linked
glycosylation (ALG) [22, 23]. The final Glc,Man,GIcNAc, precursor is transferred en bloc by
the oligosaccharyltransferase (OST) complex onto the asparagine residues of the consensus
Asn-X-Ser/Thr sequences of a protein [22] (Figure 1). Alternative consensus sequences, such
as Asn-X-Cys and Asn-X-Val, have also been found to be glycosylated in some proteins [24-26].
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Figure 1. Comparison of protein N-glycosylation pathways in eukaryotes. Biosynthesis steps occurring in the ER are
gathered in the box. Mature N-glycan structures observed in mammals, plants, insects, yeasts and filamentous fungi
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In the ER, neo-synthesized glycoproteins are then submitted to a quality control process
through the deglucosylation by glucosidases and reglucosylation by an UDP-glucose: glyco-
protein glucosyltransferase (UGGT) of the N-glycans. This allows the synthesis of monogluco-
sylated glycan intermediates that interact with ER-resident chaperones, thus ensuring proper
folding of the glycoproteins [27]. When the glycoprotein is correctly folded, a-glucosidase II
would finally remove the last glucose residue, and ER-mannosidase will eventually remove
one mannose residue that leads to the formation of an oligomannoside Man, GIcNAc,. The
quality control events are conserved in eukaryotes because they are crucial for the secretion of
well-folded proteins [28]. As a consequence, whatever the expression system used, a recom-
binant therapeutic protein leaving the ER compartment exhibits a N-glycosylation similar to
one of the reference proteins with unique oligomannoside Man, ,GIcNAc, attached to the Asn
residue of the N-glycosylation consensus site.

After transfer to the Golgi apparatus, oligomannosides resulting from the ER processing
are modified by the action of specific mannosidases and glycosyltransferases [29]. These
Golgi cell-specific repertoires give rise to various organism-specific oligosaccharides. In
most eukaryotes, a N-acetylglucosaminyltransferase I (GnT I)-dependent N-glycan process-
ing occurs (Figure 1). In this pathway, the a-mannosidase I converts Man, GlcNAc, into
the branched isomer of Man,GIcNAc, Then, actions of GnT I, a-mannosidase II and GnT II,
respectively, give rise to the core GIcNAc,Man GIcNAc, that is common to most eukaryotes
[27-31] (Figure 1). This core is then decorated by the action of specific glycosyltransferases
that differ from one organism to another. This allows the protein to be decorated by organ-
ism-specific N-glycans that confer to the mature protein in vivo bioactivities [32]. It is worth
noting that GnT I-independent N-glycan processing also occurs in some eukaryotes such as
filamentous fungi and yeasts in which N-glycosylation in the Golgi apparatus results in the
synthesis of high mannose and hypermannose N-glycans, respectively (Figure 1). As a conse-
quence, in the context of the production of biopharmaceuticals by genetic engineering, such a
diversity of mature N-linked glycans is a limitation because the expression system used may
introduce inappropriate epitopes and heterogeneous glycosylation on the therapeutics and
may also fail in introducing glycan sequences that are required for in vivo bioactivity of the
biopharmaceuticals.

2.2. Protein N-glycosylation in microalgae

Overall, protein N-glycosylation in microalgae received little attention. Few studies, published
in the 1990s have demonstrated that proteins secreted by green microalgae carry mainly oligo-
mannosides or xylose-containing N-glycans based on affinodetection or enzymatic sequenc-
ing [34-36]. More recently, analysis by mass spectrometry of glycans N-linked to microalgae
endogenous proteins has been reported. First, the 66 kDa cell wall glycoprotein from the red
microalga Porphyridium sp. has been found to carry Man,GlcNAc, and Man,GlcNAc, oligo-
mannosides containing 6-O-methyl mannose residues and substituted by one or two xylose
residues [37, 38] (Figure 2). Investigation of C. reinhardtii has demonstrated that proteins in
this green microalga carry oligomannosides ranging from Man,GlcNAc, to Man,GIcNAc,
as well as Man,GIcNAc, and Man,GIcNAc, N-glycans containing 6-O-methyl mannoses
and substituted by one or two xylose residues (Figure 2) [39]. Initially reported as branched
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Figure 2. Major mature N-linked glycans from the green microalga Chlamydomonas reinhardtii and Botryococcus braunii,
the red microalga Porphyridium sp. and the diatom Phaeodactylum tricornutum. N-glycan structures are drawn according
to [33]. B, N-acetylglucosamine; %, xylose; ®, mannose; A, fucose; ©, galactose; Asn, asparagine; Me, methyl.
oligomannosides, the structure of Man,GIcNAc, was re-evaluated in 2017 as being linear
sequences based on ESI-MS" analyses [40]. Although mature N-glycans from Porphyridium
sp. and C. reinhardtii share common structural features, the location of the xylose residues on
the N-glycan differs between these two microalgae (Figure 2). As mature N-glycans do not
exhibit any terminal GIcNAc residues, they were proposed to result from Golgi xylosylation
and O-methylation of oligomannosides deriving from the precursor synthesized in the ER
in a GnT I-independent processing, even if this needs to be completely elucidated and that
methylation occurring in the ER cannot be ruled out yet [38].

N-glycan profile from P. tricornutum has been described to contain Man,GIcNAc, to
Man,GIcNAc, oligomannosides and also minute amount of paucimannosidic fucosylated
N-glycans (Figure 2) [41]. In contrast to Porphyridium sp. and C. reinhardtii, these N-glycans
result from a GnT I-dependent pathway (Figure 2) [41]. As evidence, GnT I gene predicted in
the P. tricornutum genome encodes an enzyme able to restore the maturation of complex-type
N-glycans in the CHO Lecl mutant that lacks endogenous GnT I activity [41]. N-glycans aris-
ing from a GnT I-dependent pathway have also been recently reported in the green microalga
Botryococcus braunii through a glycoproteomic approach [42]. In contrast to P. tricornutum,
these N-glycans harbor a GIcNAc residue at the nonreducing end as well as mono- and di-
O-methylations of the core mannose residue. Moreover, this N-glycan bearing a terminal
GlcNACc resulting from the GnT I activity could be further elongated with an additional hexose
or methyl-hexose residue. In addition, proteins from this green microalga also exhibit methyl-
ated N-linked oligomannosides carrying core fucose and core xylose residues (Figure 2) [42].

In support to these biochemical data, protein N-glycosylation in microalgae can be drawn on
the basis of public genomic databases. Microalgae genomes from different phyla are available
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to date (https://genome.jgi.doe.gov/pages/tree-of-life jsf) [4, 43]. Since protein N-glycosylation
occurs in the ER and the Golgi apparatus, bioinformatics analyses of microalgae genomes
must be investigated independently for the two compartments: search for gene encoding pro-
teins involved in the precursor biosynthesis and the ER protein quality control on the one
hand, and search for Golgi glycosidases and glycosyltransferases involved in the synthesis of
mature N-glycans on the other hand.

Genes encoding subunits of OST, glucosidases, as well as ER-resident UGGT and chaperones
are predicted in microalgae genomes suggesting that the process of ER quality control in these
unicellular organisms is similar to the one described in other eukaryotic cells [41, 44, 45].
Among these putative ER candidates, only the activity of the a(1,3)-glucosidase, also called
glucosidase II, from the red microalga Porphyridium sp. has been biochemically confirmed
[44]. Most ALG genes are also predicted in microalgae genomes [39, 41, 44] suggesting that
the synthesis of the oligosaccharide precursor is overall conserved. However, some of these
ALG, that is ALG3, ALG9 and ALG12, are not predicted in C. reinhardtii [39, 45]. These ER
enzymes are involved in the completion of the biosynthesis of the precursor Man,GIcNAc,-
PP-Dol, prior to its glucosylation, by addition of mannose residues on the a(1,6)-mannose arm
of the core (Figure 1). Reinvestigation in C. reinhardtii of the structure of oligomannosides and
analysis of the ER N-glycan precursor [40] confirmed the absence of ALG3, ALG9 and ALG12
activities and the synthesis in this green microalga of linear oligomannoside sequences instead
of branched isomer initially proposed in [39]. It is worth noting that in this truncated ER path-
way, the presence of the triglucosyl extension is likely sufficient to ensure interaction of the
N-glycan precursor with chaperones of the ER quality control process. In addition to the lack
of the ALG3, ALG9 and ALG12 in C. reinhardtii, other microalgae genomes lack genes encoding
ALG10 and GCS1, an a(1,2)-glucosidase [44]. Because ALG10 is the a(1, 2)-glucosyltransferase
responsible for the addition of the (1, 2)-glucose residue on the precursor N-glycan and GCS1
is responsible for trimming this residue, we hypothesize that the ER quality control in these
microalgae involved only diglucosylated N-glycan intermediates.

With regard to Golgi N-glycosylation events, the presence of GnT I is predicted in some
microalgae including haptophytes and cryptophytes, but not in C. reinhardtii, Volvox and
Ostreococcus [41, 42]. As mentioned previously, P. tricornutum GnT I activity was confirmed
by the complementation of CHO Lec 1 mutant cell line [41]. A recent study of B. braunii
[42] confirmed the involvement of this transferase in this green microalga N-glycosylation
pathway. Concerning other Golgi enzymes, a-mannosidases (CAZy GH 47) and «(1,3)-
fucosyltransferases (CAZy GT10) are also predicted in microalgae genomes studied so far
[41, 44, 45]. These enzymes are respectively involved in the trimming of mannose residue
of oligomannosides and the transfer of fucose on the proximal GlcNAc. These sequences
exhibit peptide motifs that were demonstrated to be required for activities of such Golgi
enzymes, but, in contrast to GnT I, no biochemical data of their activity and specificity are
available yet.

As depicted, protein N-glycosylation occurring in microalgae is specific and largely differs
from the one described in mammals (Figures 1 and 2). Therefore, production in microalgae
of biopharmaceuticals exhibiting N-glycans compatible with their use in human therapy

77



Toward Future Engineering of the N-Glycosylation Pathways in Microalgae for Optimizing the Production...
http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.73401

would be challenging and requiring metabolic engineering of the N-glycosylation pathway
in microalgae. This will include the inactivation of enzymes that introduce nonhuman glyco-
epitopes onto N-linked glycans and complementation of microalgae with appropriate gly-
cosyltransferases to introduce missing glycan sequences. These strategies have already been
successfully carried out for the engineering of the N-glycan pathways in plants and yeasts
[46, 47]. In addition, the success of the complementation with human glycosyltransferases
requires the availability in the Golgi apparatus of appropriate nucleotide-activated sugars
[48]. For instance, sialic acids that terminate bi-antennary N-glycans in mammals have not
been reported in microalgae such as P. tricornutum and Porphyridium sp. [38, 41]. As well,
there is no evidence for the import of GIcNAc in the Golgi apparatus in microalgae exhibiting
a GnT I-independent N-glycan pathway, even if putative candidates for UDP-GIcNAc trans-
porter have been identified in microalgae such as C. reinhardtii [49]. Indeed, the two GIcNAc
of the chitobiose unit of N-linked glycans are transferred onto the PP-Dol lipid in the cytosolic
face of the ER membrane. Currently, metabolic engineering strategies are now feasible due to
the recent development of transgene expression and gene inactivation in microalgae as sum-
marized in Section 3.

3. Genetic engineering tools now available to envision future N-
glycosylation engineering in microalgae

3.1. Different tools to generate genome-modified organisms

Classical strategies of genetic engineering involve the modulation of gene expression includ-
ing overexpression and inactivation by RNA interference [50-52]. The most used engineering
methods are based on random insertional mutagenesis obtained by various processes such as
conjugation, agitation with glass beads, electroporation, biolistic microparticle bombardment,
agrobacterium-mediated transformation or multipulse electroporation. The transformation
step is followed by phenotypic selection using antibiotics to generate genome-modified
organisms [53]. Those processes present the advantage to be simple and reach a high level
of transformed cells. For example, P. tricornutum transformation reached 1 per 10° cells with
biolistic bombardment system [54]. However, cell-wall-less strains are required for almost all
the classical methods quoted above [50, 55]. Furthermore, genetic stability of the mutagenesis
obtained after transformation by random insertion depends on microalgae species [53]. For
example, a high mutagenesis stability has been shown in C. reinhardtii [55]. Unlike, mutagene-
sis was unstable in Thalassosiara weissflogii [56]. More recently, new tools have been developed
in order to knock in, knock out, modify, replace, or insert genes. These new genetic engineer-
ing tools consist of the action of nucleases effecting their molecular scissor activities in specific
loci [52]. A break in the DNA causes activation of DNA repair mechanisms, which can be
either the homologous-recombination (HR) or the non-homologous end-joining (NHE]) [52].
The HR results in sequence modification in the target locus [57]. In the NHE] process, the two
ends of the broken chromosome are stuck together causing small deletions or small insertions
[57]. These events confer several modifications of the target gene such as gene inactivations or
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insertions. Very little is known about these mechanisms in microalgae due to their complexity
as reported by Daboussi in 2017 [53].

Several researches have recently contributed to demonstrate that particular nucleases could
be used for targeting stable modifications by acting like molecular scissors. Among these
nucleases, we can quote meganucleases (MNs), zinc finger nucleases (ZFNs), transcriptor
activator-like effector nucleases (TALENSs) and finally, the famous clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats (CRISPR)/nuclease Cas9 system. These four cited nucleases
are described in the following paragraphs.

Meganuclease is an engineered endonuclease able to recognize and cleave a long specific
DNA sequence from 18 to 30 base pairs. The meganuclease strategy requires to design a hom-
ing endonuclease from the LAGLIDADG family especially the I-Crel enzyme from C. rein-
hardtii implied in the targeting of interesting gene sequences that need to be modified [58].
This was tested for the first time in 2014 using P. tricornutum as a model [59]. In this study,
two engineered meganucleases targeting genes involved in the lipid metabolism are allowed
to obtain 29% of targeted mutagenesis [59]. Even successful, this strategy is time-consuming
as compared to the other alternatives [52].

Zinc finger nucleases (ZFNs) are hybrid proteins composed of a restriction enzyme FokI
with a designed zinc-finger DNA-binding domains [60]. These Fokl enzymes are inactive
in a homodimer conformation [61]. Therefore, cleavage of a typical DNA-target sequence
requires to design two different ZFNs for binding to adjacent half-sites of a specific locus.
Each designed ZFN is able to recognize a sequence of 9-12 nucleotides in the genome [52].
A set of zinc finger nucleases has been recently used to modify by insertion of template DNA,
the Cop3 gene locus encoding a light-activated channel in C. reinhardtii [62]. Moreover, in
2017, the genome editing was reliably performed using the ZFN strategy in order to inhibit
and modify nuclear photoreceptor genes in this same microalga [63]. Despite these promising
results, the ZFN system is barely used because of its low specificity. Indeed, cleavage of DNA
requires both ZFN monomers to recognize a homologous target in the genome in the proper
spatial orientation to assemble a functional ZEN [64]. Also, ZFN system is time-consuming
implementation [64]. Nowadays, other designed nucleases like TALENs or CRISPR/cas9 are
emerging in the scientific community to perform genome editing in microalgae.

Transcriptional activator-like effector nuclease (TALEN) system is similar to ZFN because
it uses nucleases composed of a restriction enzyme domain fused to a DNA-binding domain
(here the TAL effector domain) and a nonspecific DNA cleavage domain FokI [65]. TALEN
proteins are characterized by a repeated 34-amino acid sequence that recognizes specific
DNA sequences [66]. P. tricornutum lipid metabolism was recently modified using TALEN
[59]. In this study, seven genes involved in this metabolism were modified. Each genome
modification had a high frequency reaching up to 56% of colonies with targeted mutagenesis
[59]. This genetic engineering allowed creation of a high lipid-producing strain by inactivat-
ing a key gene for carbohydrate energy storage [59]. Another team has inactivated success-
fully the urease gene in P. tricornutum with 24% of transformed colonies [67]. In addition,
TALEN system has also been used in order to inactivate red/far-red light-sensing phytochrome
gene of this diatom [68].
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The clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/cas9 system is the
most famous engineered nuclease system of this decade because it is a powerful and precise
tool applied in numerous eukaryotic organisms [69]. This system is based on the RNA-guided
DNA cleavage defense system from archaea and many bacteria. Indeed, these organisms are
able to store bacteriophage DNA fragments along a previous bacteriophage infection in the
CRISPR locus, which is formed of DNA repeat sequences spaced by a unique DNA sequence.
This system establishes the basis of a bacterial defense as a response to bacteriophage attacks
[70]. This defense mechanism has been highlighted for the first time by Pr Emmanuelle
Charpentier and her team in 2011 [70, 71]. The CRISPR/Cas9 system has been developed
into a simple toolkit based on a custom single guide RNA (sgRNA) that contains a target-
ing sequence (crRNA sequence) and a cas9 nuclease-recruiting sequence (tracrRNA) [52]. In
microalgae, CRISPR/cas9 has been used in C. reinhardtii [72]. However, the Cas9 nuclease pro-
duction seemed to be toxic for the microalga limiting efficiency to obtain genome-modified
strains [72]. Two years later, a new assay has been performed in this same microalga using
another strategy avoiding toxicity [73]. Indeed, the authors succeeded to generate CRISPR/
cas9-induced NHE]J-mediated knock-in mutant strains in three loci [73]. In the same year,
CRISPR/cas9 gene knockout technology has been used in P. tricornutum to induce mutant for
the CpSRP43 gene, a member of the chloroplast signal recognition particle pathway. Using

MN system ZFN system TALEN system CRISPR/cas9
Actor(s) of gene Chimeric endonuclease Chimeric Chimeric RNA guide and cas9
targeting endonuclease endonuclease nuclease
Engineered protein  Chlamydomonas reinhardtii ~ Xanthomonas [78] Xanthomonas [78] Bacteria and
origin .. Archaea [70]
Saccharomyces cerevisiae
[59, 77]
Nuclease Low Moderate Moderate High
specificity
Mutagenesis Up to 29% [59] Not reported Up to 56% [59] Up to 63% [74]
frequency in
microalgae
Toxicity in cells Low Moderate! Moderate! Moderate [72]
Time investment Very high [52] Very high [64] Moderate Low
Possibility of No No Yes Yes
multiple gene
targeting
System cost? Not reported Expensive Expensive Cheap (5009$)

(4000-7000%) (3000-50008)

!Source: https://www.news-medical.net/life-sciences/How-Does-CRISPR-Compare-to-Other-Gene-Editing-Techniques.
aspx visited [Accessed: 2017-12-06].

2Source:  http://www.biocompare.com/Editorial-Articles/144186-Genome-Editing-with-CRISPRs-TALENs-and-ZFNs/
[Accessed: 2017-12-06].

Table 1. Comparison of four specific genomic tools based on nuclease systems in order to generate genomic-modified
species in microalgae.
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this strategy, the authors obtained 31% of mutation efficiency [74]. This team targeted two
other genes of the diatom using this technology and obtained from 25 to 63% of mutation level
[74]. Adaptability of the CRISPR/Cas9 system has been demonstrated in other diatoms like
Thalassiosira pseudonana [75] as well as in the heterokont, Nannochloropsis oceanica in order to
knock out the nitrate reductase activity [76]. In conclusion, CRISPR/cas9 system is a promis-
ing technology to generate genome-modified organisms in microalgae. Table 1 compares this
system with the other nuclease systems cited above in terms of their technical characteristics
and highlights their advantages and disadvantages.

3.2. Mutant libraries

The study of mutants impaired in a glycosidase or a glycosyltransferase implied in the N-glycan
pathway is of great interest. Indeed, the synthesis of oligosaccharides is a sequential process.
Inactivation of an enzyme usually results in the accumulation of its N-glycan substrate which
enables the step-by-step dissection of the entire pathway. Moreover, mutant phenotyping of
the glycosylation pathway allows to investigate to which extent the protein N-glycan process-
ing is required for normal growth and development. An indexed and mapped mutant library
has been created in C. reinhardtii by single random insertional mutagenesis of gene cassettes
in 2016 [79]. This library already envisioned to study the function of genes encoding putative
glycosyltransferases, glycosidases or even putative translocators in microalgae and to confirm
their physiological role from reverse genetic studies.

4. Conclusion

The production of biopharmaceuticals in microalgae currently requires a better understand-
ing of the N-glycosylation pathway mechanism and regulation. Such information can be
gained by the use of mutant libraries like the one recently developed for C. reinhardtii. Indeed,
characterization of each individual mutants will allow an understanding of a specific step of
the N-glycan processing, and mutant cells could represent interesting cell lines for the pro-
duction of biopharmaceuticals bearing a chosen N-glycan profiling.

Once these pathways would be completely deciphered in the microalgae model intended to
be used for the production of biopharmaceuticals, the humanization of the N-glycosylation
pathway could be initiated using designed engineered nucleases strategies recently devel-
oped in microalgae. We can now consider that transformed microalgae by these innovative
new genomic tools will constitute in a near future one of the most suitable green cell factories
for the production of humanized biopharmaceuticals.
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Depuis la publication de ce chapitre de livre, des travaux complémentaires portant sur
les processus de la N-glycosylation chez les microalgues ont été publiés. Par exemple, en 2017,
des travaux sur la microalgue Euglena gracilis ont montré qu’elle était capable d’accumuler
des N-glycannes de type oligomannosidique sur ses glycoprotéines endogénes (O’Neill et al.,
2017). Plus récemment, les travaux sur la microalgue verte Chlorella vulgaris de I'équipe du
Pr Altmann (Université de Boku en Autriche) ont permis d’élucider les profils N-glycanniques
des protéines de cette microalgue. Les résultats ont montré que cette microalgue produisait
majoritairement des N-glycannes hautement mannosylés pouvant étre plus ou moins
méthylés (Mdcsai et al., 2019). Cette méme équipe a travaillé sur d’autres sous-espéces de
Chlorella montrant la présence sur leurs protéines endogénes de structures N-glycanniques
plus complexes possédant des résidus galactose. Ces N-glycannes peuvent également étre

substitués par de I'arabinose et du xylose (Mdcsai et al., 2020a ; Mdcsai et al., 2020b).

Le projet de thése développé dans ce manuscrit se focalise plus spécifiguement sur les
deux microalgues utilisées jusqu’alors pour la production d’anticorps monoclonaux a intérét
thérapeutique et pour lesquelles les processus de N-glycosylation sont relativement connus a
savoir la microalgue verte, C. reinhardtii et la diatomée, P. tricornutum. En conséquence, les

connaissances sur leur voie de N-glycosylation sont détaillées dans les paragraphes suivants.

A. La N-glycosylation chez la microalgue verte C. reinhardtii

La synthése du précurseur glycannique des glycoprotéines de la microalgue verte C.
reinhardtii se déroule dans le réticulum endoplasmique, tout comme chez les autres
eucaryotes. Cependant, certains genes candidats pour la synthése du précurseur glycannique
chez les autres eucaryotes semblent absents chez C. reinhardtii. En effet, les études bio-
informatiques effectuées sur son génome montrent 'absence des genes codants I'ALG3,
ALGY, ALG10 et ALG12 (Mathieu-Rivet et al., 2013 ; Mathieu-Rivet et al., 2014). Or, ces genes
sont primordiaux pour la formation d’'un N-glycanne précurseur de type GlcsMansGIlcNAc;-PP-
Dol. Ces informations suggérent la formation d’un précurseur glycannique tronqué de type
Hex;HexNAc; (Figure 19). Ce précurseur tronqué serait ensuite transféré sur une protéine en

cours de synthése par I'OST, suivi d’'une étape de contréle qualité avec I'élimination des deux
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résidus glucose pour aboutir a une glycoprotéine portant un N-glycanne de type MansGlcNAc;
(Figure 19).

UMP upp—m CTP CDP GDP@ GDP UDP-@ UDP

\ o\
T ALG7 P, SEC59 ®
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Figure 19 : Voie de la synthése du précurseur glycannique effectuée dans le réticulum
endoplasmique chez C. reinhardtii suggérée par les analyses bio-informatiques et
biochimiques (Mathieu-Rivet et al., 2013 ; Mathieu-Rivet et al., 2014 ; Vanier et al., 2017)

Ce schéma résume les étapes de la synthese du précurseur oligosaccharidique chez la
microalgue verte C. reinhardtii se déroulant dans le réticulum endoplasmique. Le changement
d’orientation entre la phase cytosolique et la phase luminale est opéré probablement par une
enzyme de type flippase RFT1 dont le gene putatif a été identifié par homologie de séquence
dans le génome de C. reinhardetii. Les différentes étapes présentées ici consistent en I'ajout de
différents monosaccharides. Elles sont catalysées par une succession d’enzymes appelées ALG
(Asparagine Linked Glycosylation). Contrairement a la majorité des eucaryotes, ces étapes
conduiraient a la formation d’un précurseur oligosaccharidique lié au dolichol composé de 2
résidus N-acétylglucosamine, de 5 résidus mannose et de 2 résidus glucose. Ce précurseur
oligosaccharidique serait ensuite transféré sur une protéine en cours de synthése par
I'oligosaccharyltransférase (OST). Les structures N-glycanniques sont dessinées en accord
avec la nomenclature internationale (Varki et al., 2015).

UDP : uridine diphosphate; UMP uridine monophosphate ; GDP: guanosine diphosphate; ALG : asparagine linked
glycosylation ; DPM : dolichyl-phosphate mannosyltransférase | ; OST : oligosaccharyltransférase ; CTP : cytosine triphosphate

; CDP : cytosine diphosphate ; PP : pyrophosphate ; RE : réticulum endoplasmique

Une fois dans I'appareil de Golgi, la glycoprotéine naissante va subir des modifications
supplémentaires. Des études glycomiques et glycoprotéomiques réalisées chez cette

microalgue ont montré que le N-glycanne majoritaire porté par les protéines de I'algue verte
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est de type MansGIcNAc, (Mathieu-Rivet et al., 2013). Cependant, contrairement a la
majorité des eucaryotes, aucun gene candidat pour une GnT | ne semble identifiable dans le
génome de C. reinhardtii (Mathieu-Rivet et al., 2013 ; Mathieu-Rivet et al., 2014). L’absence
de la GnT | concorde avec la formation d’une structure linéaire de type MansGIcNAc; qui n’est
pas le substrat accepteur de la GnT | (Vanier et al.,, 2017). Des genes codant des
xylosyltransférases et des méthyltransférases sont présents dans le génome de la microalgue
verte. La présence de ces génes est en accord avec les structures glycanniques identifiées qui
sont plus ou moins xylosylées et méthylées (Mathieu-Rivet et al., 2013 ; Mathieu-Rivet et al.,
2014 ; Vanier et al., 2017). Récemment, deux génes nommés XTA et XTB, codant des
xylosyltransférases ont pu étre caractérisés chez C. reinhardtii (Schulze et al., 2018 ; Lucas et
al., 2020). La premiére XTA a été inactivée par I'équipe du Pr Michaél Hippler de I'Université
de Miinster en Allemagne en 2018. Cette inactivation a permis de réduire considérablement
la xylosylation du core glycannique des protéines sécrétées (Schulze et al., 2018). Ces travaux
ont également montré que les N-glycannes plus ou moins méthylés portant des résidus B(1,2)-
xylose étaient fortement diminués avec I'absence de I'activité mannosidase | de C. reinhardtii,
suggérant que la xylosylation et la méthylation sont dépendantes de cette activité
mannosidase | (Schulze et al., 2018). Un second géne codant une xylosyltransférase appelée
XTB a pu étre identifié¢ chez la microalgue verte dont la protéine exprimée a pu étre
caractérisée (Schulze et al., 2018 ; Lucas et al., 2020). Les travaux menés par Lucas et
collaborateurs en 2020 montrent que la protéine XTA est responsable majoritairement du
transfert d’un résidu xylose en 3(1,2) sur le core du N-glycanne alors que la protéine XTB est
responsable du transfert d’'un xylose en B(1,4) sur un mannose de la branche linéaire du N-
glycanne des protéines synthétisées et dans une moindre mesure de |'ajout de xylose lié en
(1,2) sur le core du N-glycanne (Lucas et al., 2020). Ces travaux ont mis en lumiére la
présence d'une grande hétérogénéité des structures glycanniques xylosylées chez C.
reinhardtii aboutissant a I’hypothése qu’une autre xylosyltransférase serait également
impliquée dans la maturation des N-glycannes de C. reinhardtii (Figure 20 ; Lucas et al., 2020).
Ainsi, 3 nouveaux génes candidats ont été identifiés dans le génome de C. reinhardtii pour
cette activité xylosyltransférase supplémentaire. Une fucosylation potentielle a également été
récemment mise en évidence sur les N-glycannes de C. reinhardtii (Figure 20 ; Oltmanns et

al., 2020).
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Figure 20 : Voies de la xylosylation et de la fucosylation proposées chez C. reinhardtii (figure
construite d’apres Lucas et al., 2020 et Oltmanns et al., 2020)

Ce schéma résume les étapes de la synthése des N-glycannes complexes portant des résidus
xylose et fucose chez la microalgue verte C. reinhardtii. Cette étape se déroule dans I'appareil
de Golgi. Ces voies de xylosylation sont orchestrées par les deux xylosyltransférases (XylT)
caractérisées (appelées XTA et XTB) ainsi que par une XylT encore inconnue a ce jour. La
fucosylation est orchestrée par une fucosyltransférase (FuT). Les structures N-glycanniques
sont dessinées en accord avec la nomenclature internationale (Varki et al., 2015).

XyIT : xylosyltransférase ; FuT : fucosyltransférase ; XTA : xylosyltransférase A ; XTB : xylosyltransférase B

B. La N-glycosylation chez P. tricornutum

Chez la diatomée P. tricornutum, le processus de la N-glycosylation se déroule tout
d’abord dans le réticulum endoplasmique avec la synthese d’un précurseur
oligosaccharidique. D’aprés les analyses bio-informatiques réalisées, les genes codant
I'ensemble des enzymes ALG sembleraient étre présents dans le génome de la diatomée
excepté '’ALG10 qui transfere un résidu glucose lié en o(1,3) sur I'oligosaccharide précurseur
chez la majorité des eucaryotes (Baiet et al., 2011 ; Levy-Ontman et al., 2014). Ce précurseur
oligosaccharidique serait ensuite transféré sur une protéine en cours de synthese par

I’enzyme OST comme chez les eucaryotes. En effet, des analyses bio-informatiques réalisées
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sur le génome de P. tricornutum ont permis de prédire la présence d’un géne qui coderait la
sous-unité catalytique STT3 de I'OST (Baiet et al., 2011). La glycoprotéine naissante atteindra
ainsi le cycle de contréle qualité ou des étapes de déglucosylation et I'intervention de lectines
surviendront afin d’obtenir une protéine bien conformée. Une fois ce contréle terminé, la
glycoprotéine rejoindra I'appareil de Golgi.

A la suite de I'adressage de la glycoprotéine dans "appareil de Golgi, le glycanne subira
des maturations par I'addition et I'hydrolyse de différents oses. Les analyses bio-
informatiques réalisées dans le génome de la diatomée montrent la présence de plusieurs
génes codant des glycosyltransférases et des glycosidases retrouvés aussi dans le génome des
mammiféres comme le géne de la Man | capable de dégrader le glycanne oligomannosidique
de MansGIcNAc; en MansGIcNAc;. Ces analyses ont aussi détecté la présence du géne codant
la GnT | capable de transférer un résidu GIcNAc sur le mannose branché en o(1,3), et
finalement, la présence du géene de la Man Il, de la GnT Il et de trois génes codant des FuT
potentielles permettant respectivement I’hydrolyse de deux mannoses, I'addition éventuelle
d’un résidu GIcNAc terminal et enfin I'addition d’un fucose (Baiet et al., 2011 ; Mathieu-Rivet
etal., 2014). Les travaux réalisés par Baiet et collaborateurs en 2011 ont permis de confirmer
la fonctionnalité de la GnT | de P. tricornutum par complémentation fonctionnelle de cellules
CHO lecl possédant une mutation sur le géne de la GnT | (Baiet et al., 2011). Cette
complémentation, par une expression hétérologue du géne GnT | de P. tricornutum a permis
de restaurer I'activité GnT | chez ces mutants CHO (Baiet et al., 2011), confirmant ainsi la
localisation golgienne et la fonctionnalité in vivo de la GnT | de P. tricornutum.

Plus récemment, des travaux ont permis de caractériser un transporteur du GDP-
fucose, impliqué dans le transport du GDP-fucose depuis le cytosol vers I'appareil de Golgi.
L'activité de ce transporteur du GDP-fucose a été mis en évidence comme précédemment par
la complémentation hétérologue de I'expression du géne de P. tricornutum dans une cellule
mutante CHO-gmt5 dépourvue de son propre transporteur de GDP-fucose (Zhang et al.,
2019). Cette complémentation a permis de restaurer la fucosylation des N-glycannes des
cellules mutantes CHO-gmt5 (Zhang et al., 2019). Parallelement, trois genes présentant des
homologies avec le géne codant I'a(1,3)FuT d’A. thaliana ont également été détectés dans le
génome de la diatomée (Baiet et al., 2011 ; Ovide, 2016 ; Zhang et al., 2019). L'un de ces 3
génes putatifs code une o(1,3)FuT fonctionnelle localisée dans I'appareil de Golgi (Ovide,

2016 ; Zhang et al., 2019). En effet, la surexpression de ce géne sous la dépendance du
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promoteur de la nitrate réductase inductible par le nitrate, a conduit a une augmentation du
taux de core a(1,3)-fucose sur les N-glycannes des protéines endogénes de la diatomée
(Zhang et al., 2019). L'ensemble de ces données laissent a penser qu’un intermédiaire de type
GlcNAczMansFucGIcNAc; pourrait étre formé chez P. tricornutum (Figure 21). Cependant,
cette structure glycannique n’a pas été détectée dans les analyses structurales précédemment
réalisées (Baiet et al., 2011). Seule, la forme paucimannosidique de type MansFucGIlcNAc; a
été identifiée dans les analyses glycomiques menées sur les protéines totales de la diatomée
(Baiet et al., 2011). La présence de ce glycanne paucimannosidique peut s’expliquer par
I'identification de deux génes codant des potentielles candidates a I'activité hexosaminidase
qui pourrait étre des N-acétylglucosaminidases. Ces activités enzymatiques, si leurs présences
étaient confirmées, seraient capables d’éliminer le résidu GIcNAc initialement transféré par la
GnT | et la GnT Il aboutissant a la synthése d’un N-glycanne paucimannosidique sur les
glycoprotéines synthétisées (Figure 21, Baiet et al., 2011). Ce type d’activité a déja été
caractérisée chez d’autres especes, notamment chez A. thaliana (Strasser et al., 2007 ;

Liebminger et al., 2011) ou encore chez les insectes (Geisler et al., 2008 ; Kim et al., 2009).
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Réticulum ' Appareil de Golgi
endoplasmique !

(mm) (mm)
Man I GnT1 Man I (GnT ) FuT Hexosaminidase
—_— —_—

' .. @ Mannose M N-acétylglucosamine
! <§> Protéine
; » Fucose @ Glucose

Figure 21 : Voie de la biosynthése des N-glycannes complexes chez P. tricornutum (Baiet et
al., 2011 ; Mathieu-Rivet et al., 2014 ; Zhang et al., 2019)

Le précurseur oligosaccharidique de type Mang.sGIcNAc;, précédemment synthétisé dans le
réticulum endoplasmique est transformé en MansGIlcNAc; par la Man | dans I'appareil de
Golgi. Cette structure étant le substrat accepteur de la GnT |, permet la synthese de N-
glycannes complexes de type GIcNAcMansGIcNAc;. Cette structure intermédiaire est ensuite
maturée par I'activité de la Man Il, I'activité potentielle d’'une GnT Il et par I'ajout d’un résidu
fucose lié en a(1,3) résultant de l'action d’une a(1,3)-fucosyltransférase. L’activité de
I’hexosaminidase qui éliminerait les résidus GIcNAc précédemment transférés par la GnT | et
la GnT Il permettrait la synthése d’une structure paucimannosidique de type MansFucGIlcNAc;.
Les structures N-glycanniques sont dessinées en accord avec la nomenclature internationale
(Varki et al., 2015).

Man | : a-mannosidase | ; GnT | : N-acétylglucosaminyltransférase | ; GnT | |: N-acétylglucosaminyltransférase Il ; Man Il : o-
mannosidase Il ; FuT : a(1,3)-fucosyltransférase

Objectifs de la these

Dans un objectif de production d’anticorps monoclonaux recombinants chez P.
tricornutum, il est nécessaire a terme d’humaniser sa voie de N-glycosylation de sorte a
obtenir des anticorps recombinants compatibles avec certaines applications thérapeutiques
chez ’'Homme. Les données disponibles en début de la thése étaient celles publiées par Baiet
et al., 2011, Levy-Ontman et al., 2014, Mathieu-Rivet et al., 2014 et Ovide, 2016 que I'on

peut résumer ainsi :
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- Des données bio-informatiques prédisant dans le génome de P. tricornutum des
séquences codant potentiellement des acteurs de la voie de la N-glycosylation au
niveau du RE (ALG, OST, etc...) et au niveau de I'appareil de Golgi (GnT I, Man I, GnT Il,
FuT et hexosaminidases).

- Des données biochimiques permettant de prouver la fonctionnalité de la GnT | et une
étude initiale de la N-glycosylation des protéines endogenes de P. tricornutum mettant
en évidence des structures oligomannosidiques allant de MansGIcNAc; a MansGIlcNAc;
et des traces d’un N-glycanne paucimannosidique de type MansFucGIcNAc,.

Compte-tenu de ces informations, une voie potentielle de la N-glycosylation des protéines

de P. tricornutum avait été proposée. Elle est résumée dans la Figure 21 (Baiet et al., 2011 ;
Mathieu-Rivet et al., 2014). Cependant, le tres faible taux de maturation des structures
oligomannosidiques en N-glycannes complexes nécessite des investigations complémentaires

du processus de N-glycosylation chez P. tricornutum.

En conséquence, I'objectif de la thése était, dans un premier temps, de valider ou
d’invalider la voie de la N-glycosylation de P. tricornutum proposée par Baiet et collaborateurs
en 2011 par des données d’analyses structurales détaillées des N-glycannes des protéines
endogénes. Dans un second temps des stratégies d’ingénierie métabolique ont été initiées
afin de mener a la synthese de N-glycannes complexes homologues a ceux présents sur les

protéines humaines dans cet organisme.

A. Analyse du précurseur oligosaccharidique chez P.
tricornutum

Les analyses bio-informatiques du génome de P. tricornutum réalisées antérieurement
a ce travail ont suggéré I'absence de ’ALG10, une enzyme résidente du RE codant une a(1,2)-
glucosyltransférase transférant un dernier résidu glucose nécessaire a la derniere étape de la
synthése du précurseur oligosaccharidiques des N-glycannes chez 'Homme (Baiet et al., 2011
Levy-Ontman et al., 2014). Ce défaut de transfert du troisieme résidu glucose sur le
précurseur oligosaccharidique lié au dolichol conduirait en conséquence a la syntheése chez P.
tricornutum d’un oligosaccharide tronqué de type GlczMangGIcNAc,. Dans ce contexte, le

premier objectif de ma these a été de développer une méthode originale de purification et
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d’analyse structurale des précurseurs oligosaccharidiques liés au dolichol. Ce protocole a été
validé en confirmant la structure du précurseur oligosaccharide de C. reinhardtii (Vanier et
al., 2017). Puis, ce protocole a été appliqué au précurseur synthétisé par P. tricornutum dans
le RE afin de démontrer pour la premiére fois, la structure du précurseur oligosaccharidique

des N-glycannes chez P. tricornutum.

B. Analyse structurale détaillée des N-glycannes
oligomannosidiques chez P. tricornutum

Pendant cette these, les analyses par spectrométrie de masse des profils de N-
glycosylation des protéines de P. tricornutum ont révélé la présence de N-glycannes allant de
ManoGIcNAc: a MansGIcNAcy, confirmant les résultats antérieurs (Baiet et al., 2011).
Cependant, plusieurs isoméres, liés au positionnement des liaisons osidiques engagées entre
les résidus dans le N-glycanne, peuvent exister pour chaque type de N-glycannes
oligomannosidiques. Ceci dépend des spécificités des a-mannosidases impliquées dans leur
maturation golgienne. Des lors, il est essentiel de déterminer la structure des différents
isomeéres présents chez P. tricornutum. Cette question se pose de facon encore plus prégnante
pour |'oligosaccharide composé de 5 résidus mannose MansGIlcNAc;. En effet, ce N-glycanne
est le substrat de la GnT | qui assure le transfert sur ce MansGIlcNAc; d’un résidu GIcNAc
terminal, ouvrant ainsi la voie vers la synthese golgienne des N-glycannes complexes. Malgré
la présence d’'une GnT | fonctionnelle dans la diatomée, les analyses biochimiques réalisées
sur les glycoprotéines endogenes de P. tricornutum n’ont pas permises de mettre en évidence
de N-glycannes portant des résidus GIcNAc en position terminale. Une des explications de
cette absence est que le MansGIcNAc; synthétisé puisse étre différent de I'isomere retrouvé
chez la majorité des eucaryotes (Figure 22 ; Aebi, 2013) Cet isomere MansGIcNAc; retrouvé
chez la majorité des eucaryotes sera appelé « canonique » dans la suite de ce manuscrit. Un
isomére MansGIcNAc; différent, comme démontré chez C. reinhardtii, sera appelée linéaire
(Vanier et al., 2017). Ainsi, le second objectif de ce travail a été de déterminer les structures
détaillées des N-glycannes oligomannosidiques synthétisés chez P. tricornutum afin de
confirmer ou d’infirmer que le MansGIcNAc, posseéde une structure dit « canonique »

nécessaire a la catalyse de la GnT | (Figure 22).
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MansGlcNAG, linéaire MansGIcNAc, « canonique »
(Vanier et al., 2017) (Aebi, 2013)
@ Mannose B N-acétylglucosamine

Figure 22: Isomére du MansGIcNAc, dit « canonique » retrouvé chez la majorité des
eucaryotes (Aebi, 2013) et linéaire comme retrouvé chez C. reinhardtii

L'isomere MansGIcNAc; dit « canonique » est retrouvé chez la majorité des eucaryotes (Aebi
2013). Cet isomére est le substrat accepteur de la GnT |, enzyme primordiale a la synthése de
N-glycannes complexes. L'isomére MansGIcNAc; linéaire retrouvé chez C. reinhnardtii n’est,
guant a lui, pas le substrat accepteur de la GnT | (Vanier et al., 2017)

Man : mannose ; GIcNAc : N-acétylglucosamine

C. Tentative d’humanisation de la voie de la N-glycosylation
chez la diatomée P. tricornutum

Compte-tenu du tres faible taux de maturation des oligomannosides en N-glycannes
complexes, le troisieme objectif de cette thése a été de générer des transformants de P.
tricornutum surexprimant la GnT | de P. tricornutum. La surexpression de la GnT | avait pour
objectif de palier a la faible activité apparente de 'enzyme endogéne. A terme, I'objectif final
de cette thése est la synthése majoritaire chez P. tricornutum de N-glycannes portant des
résidus N-acétylglucosamine en position terminale. L'obtention d’un tel N-glycanne sera le
point de départ pour la formation de N-glycannes complexes analogues aux N-glycannes
présents sur les anticorps monoclonaux et qui portent des résidus galactose sur les 2 branches

de I'oligosaccharide en position terminale.
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Chapitre 2

Matériel et méthode
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|. Matériels

A. Matériel biologique

1. Phaeodactylum tricornutum

L’ensemble des travaux effectués durant cette theése ont été réalisés avec la souche Pt
1.8.6 de Phaeodactylum tricornutum fournie par le laboratoire de Physiologie et de
Biotechnologie des Algues de I'lFREMER de Nantes et par le laboratoire LISBP de I'INRA de

Toulouse.

2. Chlamydomonas reinhardtii

L'ensemble des travaux effectués durant cette these ont été réalisés avec la souche
CC-5325 de Chlamydomonas reinhardtii. Les mutants XTA et XTB utilisés dans ces travaux ont
été obtenus a partir de la banque de mutants CLiP (Site internet:

https://www.chlamylibrary.org/) et générés par insertion d’une cassette d’ADN double brin

CIB1 permettant d’apporter la résistance a la paromomycine.

3. Souche bactérienne

La souche d’E. coli DH5a. (MAX Efficiency™ DH50. Competent Cells, Invitrogen™) a été
utilisée dans les expérimentations de transformation génétique afin de répliquer les plasmides

présentés ci-dessous.

B. Vecteur plasmidique

Plusieurs constructions de vecteurs plasmidiques ont été concues afin d’initier les
travaux sur l'ingénierie métabolique de P. tricornutum. Les constructions ont été obtenues a
partir du vecteur plasmidique Pha-NR utilisé couramment chez P. tricornutum (Figure 23). Ce
vecteur est composé du couple promoteur/terminateur correspondant au géne codant la
nitrate réductase (promoteur inductible par le nitrate), d’'un géne de résistance a I'ampicilline
pour le clonage dans les bactéries E. coli, ainsi que d’un géne de résistance a la zéocine afin

de sélectionner les clones de P. tricornutum transformés. Enfin, les genes d’intérét sont
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insérés dans ce plasmide au niveau du site de multiclonage qui est complémenté d’une
séquence qui donnera a la protéine traduite un épitope « tag » (V5, HA) permettant de
I'identifier. Les genes d’intérét utilisés pour la transformation génétique de P. tricornutum
furent respectivement : le géne endogene codant la N-acétylgucosaminyltransférase | de la
diatomée (Phatr3_J54844, EnsemblProtists) complémentée de la séquence du tag V5:
GKPIPNPLLGLDST, le gene codant pour la (1,4)-galactosyltransférase | humaine (P15291,

Uniprot) complémentée de la séquence du tag HA triplement répété: YPYDVPDYA.

1 Ndel (1)

Promotor

423 EcoRl (1)
Cloning site
492 Hindlll (1)

Terminator

765 Acclll (1)

pPha_NR Fcpb

3860 bp

Figure 23 : Carte du vecteur plasmidique Pha-NR utilisé pour les transformations génétiques
de Phaeodactylum tricornutum

C. Amorces utilisées pour le criblage des clones transformés

Différents jeux d’amorces ont été utilisés pour le criblage des clones ayant inséré les
génes codant soit la GnT | — V5, soit la GalT — HA ou les 2 pour les doubles transformants. Des
jeux d’amorces amplifiant deux génes de référence ont été également utilisés pour I'étape de

criblage lors de I'amplification génique afin de valider les conditions expérimentales utilisées.
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Les jeux d’amorces, leurs séquences ainsi que leurs températures d’hybridation sont résumés

dans le tableau ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2: Nom et séquence des amorces utilisées lors du criblage par amplification
génique

g TEMPERATURES
AMORCES SEQUENCES NUCLEOTIDIQUE CIBLES TAILLE DE LAMPLICON D’HYBRIDATION

PHATR3_J54844-FOR4 ATCTCCCGCACCTACCACTT Gene GnT/de P,
trllfornuttllm | 532pb 62°C
FUCT46109 NM-V5-C-RV2  GACCGAGGAGAGGGTTAGGG el P |2
peptide V5
GALT-HA-C_FW2 TCACTCACCTACCAGGTGCT
Geéne S4GALT1 humaine
complémenté par le 163pb 60°C
GALT-HA-C_RV2 CGTCATATGGATAGGACCCTGC peptide HA
CDKA1F1 TGGAGCTCCCGATTCTCAAG Géne de référence )
y ) 221pb 60°C
CDKAIR1 TGATGAGCAAGTTAGGGGGC ~ CDKALde P tricornutum
EF1AF1 TCGCGTTGTTCACTCTCTCG Géne de référence EF1A 1o3b coc
EF1AR1 ACGCTTATCGATACCTCCACAC de P. tricornutum

Il. Méthodes de culture

A. Phaeodactylum tricornutum

1. Sur des boites gélosées

Les cellules de P. tricornutum ont été cultivées sur des boites gélosées contenant 1,3%
(p/v) d’agar, et complémentées avec 1mL de milieu nutritif Conway dont la composition,
fournie par 'IFREMER est détaillée dans le tableau suivant (Tableau 3) ou du milieu nutritif
F/2 (Tableau 3). La zeocine (Zeocin™, Invitrogen) (75ug/mL) a été ajoutée afin de sélectionner
les clones transformés ou de maintenir la pression de sélection sur les cellules de microalgues.
Les boites ont ensuite été placées dans une armoire de culture sous une radiation lumineuse
de 50 uE.m™2.s? et & 19°C avec une alternance jour/nuit de 16h/8h. Les cellules sont incubées

pendant 15 jours ou plus dans ces conditions avant d’étre utilisées.
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Tableau 3 : Composition des milieux Conway et F/2 utilisés pour cultiver les différentes
souches de P. tricornutum

Souche sauvage Souche transformée Souche sauvage Souche transformée
NaNO3 100g NaNO3 758
NH,CI - 80,25¢ NH,Cl - 80g
NaH2P0O4, H20 26g NaH2PO4, H20 5g
H3BO; 33,6 Na2Si03, 9H20 30g
Na,EDTA, 2H,0 45g Eau distillée 1L
FeCly, 6H,0 1,28 Trace métaux ImL
MnCl2, 4H20 0,36g Solution vitaminique ImL
Eau distillée L eldh, @40 315
Trace métaux imL NEDNER AT HO 4368
—— CuS0y, 5H,0 0,0098g
Solution vitaminique 50mL
Na2Mo04, 2H20 0,0063g
ZnCL2, 7H20 0,021g
ZnS04, 7H20 0,022g
CoCl2, 6H20 0,02g
CoCl2, 6H20 0,01g
NH,)sMo;0. 0,009
(NHa)gMo7024 4 MnCI2, 4420 0,180g
CuSO,, 5H,0 0,02 Eau distillée i
Eau distillée ImL Cyanocobalamin 0.0005
; (B12) S
Cyanocobalamin o1g
(B12) g Biotin (H) 0,0005g
Thiamine HCI (B1) 0,005 Thiamine HCI (B1) 0,1g
Eau distillée 50mL Eau distillée 1L

2. En milieu liquide

Les cellules de P. tricornutum ont été cultivées dans le milieu « eau de mer » (EDM)
contenant 33,3g/L de sel marin (Instant Ocean®, Truffaut) filtré avec un filtre préalablement
autoclavé pendant 1h a 2bars, dont la taille des pores était de 0,22um. Puis, le filtrat a été
complémenté avec 1mL par litre de culture de milieu Conway (Tableau 3). Deux mL de
metasilicate de sodium a 40g/L par litre de culture ont également été ajoutés. Les cellules ont
été ensuite placées dans une armoire de culture sous agitation a 150rpm (révolutions par
minute), sous une irradiation lumineuse de 50uE.m2.s, 4 19°C avec une alternance jour/nuit
de 16h/8h. Les temps de culture ont varié de 3 a 10 jours suivant les expériences réalisées. La
densité cellulaire a 10 jours, obtenue a partir du compteur cellulaire, atteignait environ

2,5x107 cellules.mL™.
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B. Chlamydomonas reinhardtii

Les souches de C. reinhardtii ont été mises en culture dans des volumes de 200mL dans
un erlenmeyer autoclavé pendant 1h a 120°C sous une pression de 2bars. Les souches ont été
cultivées dans un milieu nutritif composé de Tris Acétate Phosphate (TAP) (Tableau 4)
préalablement filtré et autoclavé pendant 1h a 2bar.

Les cultures ont été mise en culture pendant 4 jours sous une température de 23°C
avec une intensité lumineuse de 150puE.m™2.s* en lumiére continue sous une agitation de

150rpm. La densité cellulaire a 4 jours atteignait environ 2x107 cellules.mL™.

C. Cultures cellulaires de bactéries

Les souches d’E. coli DH5a. (Invitrogen, 18265-017) utilisées lors des étapes de clonage
ont été cultivées dans du milieu Lysogeny Broth (LB) (Sigma L-2897) a une concentration de
20g par litre d’eau milliQ et contenant 100ug.mL* d’ampicilline pendant une nuit & 37°C sous
une agitation de 150rpm. Les souches d’E. coli cultivées sur des boites de pétri ont été
déposées sur un milieu gélosé contenant 20g de LB par litre d’eau milliQ, 1,2% (p/v) d’agar et
contenant 100pg.mL?! d’ampicilline. Les milieux liquides ou gélosés ont été préalablement

autoclavés pendant 1h a 2bars.



Tableau 4 : Composition du milieu Tris Acétate Phosphate (TAP) (selon les conditions

décrites dans la thése de Pierre-Louis Lucas, 2019)

Produit Quantité
Tris base 242¢
Beljerink 25 mL
Eléments trace imL
Acide acétique imL
Tampon phosphate  [0,375 mL
H:0 Qsp1llL
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Produit Quantité Produit Quantité
NH.CI 16¢g Na;EDTA 50g
CaCly, 2H;0 2g ZnS0s, 7H20 2¢g
MgSO0« 7H;0 ag HiBOs 114g
H.0 QspllL MnCl;, 44,0 5,06¢g
Produit Quantité CuS0y, 5H:0 1,57¢g
K:HPO. 16¢g (NH)cMo702¢,4H:0 [1,10¢
KH2PO, 4g FeS04,7H,0 4,99¢
H.0 Qsp 100 mL H.0 Qsp1llL
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lll. Méthodes de biologie moléculaire

A. Préparation plasmidique

1. Transformation dans des cellules d” E. coli

Les plasmides Pha-NR contenant les genes d’intérét codant la GnT I-V5 ou la GalT-
HA étaient déja disponibles au labo au démarrage de mon projet de these. L'amplification et
la purification de ces plasmides a alors été réalisée comme suit. Une premiére transformation
est réalisée en insérant le plasmide d’intérét dans des bactéries E. coli. Brievement, 50uL
d’une aliquote de cellules DH5a.™ sont ajoutés a environ 1 a 10ng de plasmide puis incubés
pendant 30min dans de la glace. Ensuite, la préparation contenant les bactéries et les
plasmides est placée a 42°C pendant 20 secondes, afin de réaliser un choc thermique
permettant aux plasmides de rentrer a l'intérieur des bactéries. Puis, la préparation est de
nouveau placée dans de la glace pendant 2 minutes. Ensuite, 950uL de milieu LB préchauffés
a 37°C sont ajoutés a la préparation et incubés pendant 1h a la méme température sous une
agitation a 150rpm. Puis, 100uL de la préparation sont étalés en conditions stériles sur un
milieu gélosé LB contenant 100ug/mL d’ampicilline. Le milieu gélosé ainsi ensemencé est
ensuite mis en culture pendant une nuit a 37°C. Les cellules ayant poussé grace a I'intégration

du plasmide Pha-NR leur conférant une résistance a I'ampicilline forment des colonies isolées.

2. Amplification et purification plasmidique

Une colonie isolée est prélevée stérilement sur la gélose et reprise dans 2mL de milieu
LB contenant 100pg/mL d’ampicilline. La pré-culture obtenue est ensuite incubée pendant
une demi-journée a 37°C sous une agitation de 150rpm. Ensuite, 1mL de cette pré-culture est
prélevé puis versé dans 100mL de milieu LB. La culture est ensuite incubée pendant une nuit
a 37°C sous une agitation a 150rpm.
La purification des plasmides est réalisée le lendemain matin en utilisant le kit
NucleoBond® Xtra plasmid purification produit par Macherey-Nagel. Tous les tampons cités
dans cette partie sont issus du kit. Tout d’abord, la culture de 100mL est centrifugée a 4 000xg

pendant 10min. Le surnageant est éliminé et le culot bactérien est repris dans 8mL de tampon
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RES + RNAse A puis transféré dans un tube de 50mL. Huit mL de tampon LYS sont ajoutés. Ce
dernier est mélangé 5 fois de suite par retournement et incubé a température ambiante
pendant 5 minutes. Au terme de cette incubation, 8mL du tampon NEU sont ajoutés puis
mélangés aussitot jusqu’a la disparition de la couleur bleue de la solution. Le mélange
contenant le culot bactérien lysé est ensuite appliqué sur une colonne NucleoBond®Xtra
Column préalablement équilibrée avec 12mL du tampon EQ fourni dans le kit. Deux lavages
successifs de la colonne sont ensuite réalisés avec respectivement 5mL de tampon EQU et
8mL de tampon WASH. Les plasmides retenus par la colonne NucleoBond®Xtra Column sont
alors élués dans un tube Falcon de 15mL contenant préalablement 5mL du tampon ELU du kit.
La précipitation des plasmides est ensuite réalisée. Pour cela, 3,5 mL d’isopropanol sont
ajoutés a I'éluat obtenu précédemment, homogénéisés par vortex puis laissés reposer
pendant 2min. Le tout est passé sur un filtre NucleoBond® Finalizer, puis lavé avec 2mL
d’éthanol 70% (v/v). Le filtre est séché en lui injectant de I’air a 6 reprises grace a la seringue
fournie. Pour finir, 'ADN plasmidique est élué une premiere fois avec 400uL d’eau
DNAse/RNAse free dans un tube eppendorf de 2mL. La seconde élution du filtre est réalisée
avec les 400puL d’éluat obtenus lors de la premiére élution, dans le but de concentrer ’ADN

plasmidique.

3. Dosage de I’ADN plasmidique

L’ADN plasmidique est dosé en utilisant un Thermo Scientific™ NanoDrop™ One®
Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. Un pL d’échantillon est chargé sur |'appareil
permettant de déterminer la concentration d’ADN de I’échantillon. Le ratio 260/280nm
détermine la pureté de I’échantillon. Ce ratio doit étre proche de 1,8 dans le cas d’une

extraction d’ADN et de 2,0 dans le cas d’une extraction ARN.

4. Digestion enzymatique des plasmides

La digestion enzymatique des plasmides est réalisée afin de vérifier la qualité de la
purification réalisée. Les enzymes de restriction BamHI et Hindlll ainsi que le tampon E fournis
par Promega™ ont été utilisés pour cette vérification. La digestion enzymatique des plasmides
a été réalisée dans un tube Eppendorf de 1,5mL a partir des quantités données dans le tableau

suivant (Tableau 5). Le mélange est incubé pendant une nuit a 37°C.
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Tableau 5 : Composition des milieux utilisés lors des digestions enzymatiques effectuées
lors du controdle de la purification plasmidique

Volume/quantité 3 ajouter

ADN plasmidique Sug

Tampon de restriction E (Promega™) 2ul
Enzyme de restriction 1 BamHI lul
Enzyme de restriction 2 Hindlll lul

Qsp 20ul H,0 11,2ul

Alafin de l'incubation, 4uL de tampon de chargement (Thermo Scientific, #R0611) sont
ajoutés au mélange de digestion puis ce milieu est chargé sur un gel préparé avec 0,5% (v/v)
de tampon Tris Acetate EDTA (TAE) contenant 1% (p/v) d’agarose et 1% (p/v) de SafeView™.

Le profil du gel d’agarose est ensuite obtenu sur I'appareil de révélation UV (Ebox, Vilber).

B. Transformation génétique de Phaeodactylum tricornutum
par biolistique

1. Culture de la diatomée et étalement sur boites gélosées

Une culture de P. tricornutum a été réalisée dans un milieu a base d’eau de mer (EDM)
contenant 40g/L de sel marin (Tropico Salt, SIGMA) récemment autoclavé a 1 bar pendant
environ 1 heure puis complémenté de 1mL/L d’un milieu nutritif F/2 préalablement préparé
(Tableau 3). Les microalgues ont été cultivées a 23°C sous une lumiére continue jusqu’a
I’obtention d’une densité cellulaire d’environ 2 000 000 de cellules par mL. Les cellules ont été
comptées au microscope optique droit avec une cellule de Nageotte. Environ 108 cellules ont
été reprises dans 150uL de milieu EDM puis étalées au centre d’une boite gélosée contenant
20g/L de sel marin (Tropico Salt, SIGMA), 10% (p/v) d’agar et complémentée avant

solidification, avec 1mL/L de milieu F/2 préalablement préparé.
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2. Préparation de la biolistique et transformations des cellules de P. tricornutum

Le milieu d’incubation nécessaire a la biolistique est réalisée avant la transformation
des microalgues a 4°C. Ainsi, 1,5 ou 3ug d’ADN plasmidique, 50ulL de CaCl; 2,5M et 20ulL de
spermidine 0,1M produite par SIGMA® (référence S2626) sont ajoutés successivement et
homogénéisés au vortex avec 50uL de billes d’or (Biorad Gold macrocarriers 0,5um,
référence : 16522167) dans un tube Eppendorf de 1,5mL permettant I'obtention d’une
solution appelée « mix plasmidique ». Une centrifugation a 13 000xg est ensuite réalisée
pendant 2 minutes et le surnageant est éliminé. Deux lavages successifs du culot sont réalisés
avec 250puL d’éthanol a 100% (v/v). Entre chaque lavage, une centrifugation a 13 000xg est
effectuée et le surnageant est éliminé. Au final, le culot obtenu contenant le complexe bille
d’or/plasmide est repris dans 60uL d’éthanol a 100% (v/v). La transformation des diatomées
est réalisée avec un appareil a biolistique PDS-1000/He™ System produit par Biorad® (Figure
24). Pour cela, des grilles, des disques de rupture psi 1200, macrocarriers et des supports
Holder sont nettoyés dans de I’éthanol a 100% (v/v) puis laissés sécher sous une hotte a flux
laminaire (Figure 23). Le « mix plasmidique » précédemment préparé (20uL) est déposé sur
un macrocarrier et laissé sécher (Figure 23). Par la suite, les différents éléments sont
assemblés dans la chambre principale de I'appareil a biolistique. La transformation est réalisée
sous vide sur des cellules précédemment étalées sur des boites gélosées dont la composition
est décrite plus haut. Aprés la transformation, les boites gélosées sont mises dans le noir a

19°C enveloppées dans du papier aluminium pendant 48 heures.
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Figure 24 : Photos représentant le matériel nécessaire a une transformation génétique chez
P. tricornutum par biolistique

A gauche, les différents éléments nécessaires a la réalisation d'une transformation par
biolistique. A droite, I'appareil a biolistique PDS-1000/He™ System (Biorad).

3. Etape de sélection des clones aprés la transformation

Les boites gélosées issues de la transformation sont récupérées. Les cellules contenues
sont reprises dans 100uL de milieu a base d’eau de mer a 100% (v/v) puis étalées sur une
nouvelle boite gélosée contenant 1,3% (p/v) d’agar et 20g/L de sel marin (Instant Ocean®,
Truffaut) ainsi que 75ug/mL de zéocine afin de sélectionner les clones ayant inséré le plasmide
Pha-NR contenant une résistance a la zéocine. Les boites gélosées sont incubées a 19°C sous
une irradiation de 50 pE.m™2.s"? pendant 3 semaines jusqu’a I'apparition de colonies isolées.
Les clones isolés sont ensuite de nouveau repiqués sur des boites gélosées contenant 1,3%
(v/v) d’agar et 33,3g/L de sel marin, contenant 75ug/mL de zeocine, 1mL/L de milieu Conway

et 2mL/L d’une solution de metasilicate de sodium a 40g/L.
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C. Criblage génique des clones isolés

1. Extraction de I’ADN des clones isolés

Les clones isolés sont repris dans 2mL de milieu EDM 100% (33,3g/L de sel marin) avec
1mL/L de milieu Conway et 2mL/L d’une solution de metasilicate de sodium a 40g/L. Le tout
est laissé sous une agitation a 150rpm a 19°C et sous une irradiation de 50 pE.m2.s! pendant
3 jours. La culture est ensuite centrifugée a 4 500xg pendant 10min et le surnageant est
éliminé. Puis, le culot cellulaire est repris dans 200uL d’eau milliQ. Une nouvelle centrifugation
est réalisée a 4 500g pendant 10min et le surnageant est de nouveau éliminé. Le culot est
finalement repris dans 30uL d’eau milliQ et chauffé a 95°C pendant 10min afin de lyser les
cellules. Le broyat cellulaire est centrifugé a 4 500g afin de sédimenter les débris cellulaires.
Le surnageant, contenant I’ADN, est stocké dans un tube Eppendorf de 1,5mL et congelé a -

20°C.

2. Amplification génique par PCR (Polymerase Chain Reaction)

Un mix PCR est préparé suivant le tableau ci-dessous (tableau 6). L’enzyme polymérase
utilisée est la GoTAQ® Polymérase (M300) produite par Promega®. Chaque tube est placé dans
un thermocycleur Sensoquest labcycler gradient (référence : 049963) et soumis a différentes
températures selon les températures d’hybridation optimales des amorces utilisées (tableau
2).

3. Electrophorése des ADN

Dix pL d’extraits issus des PCR sont analysés par une électrophorése sur gel d’agarose
préparé avec 0,5% (v/v) de tampon Tris Acetate EDTA (TAE) contenant de 1% a 2% (p/v)
d’agarose et 1% (p/v) de SafeView™. Le profil électrophorétique du gel d’agarose est ensuite

révélé sur I'appareil de révélation UV (Ebox, Vilber).
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Tableau 6 : Composition du mix PCR utilisé pour I'amplification du géne d'intérét

Composition Concentration stock | Concentration finale Volume pour 20pL
Eau - - 12,5uL
Tampon GoTAq 5X 1X 4uL
dNTP mix 2,5mM 0,25mM 1,6pL
Amorce 100mM 10mM 0,4ulL
Forward
Amorce reverse 100mM 10mM 0,4uL
Polymérase - - 0,1uL
Matrice ADN - - 1pl
TOTAL 20pL

D. Criblage des transcrits des clones isolés

1. Extraction de I’ARN des clones isolés

Les cellules (I'équivalent de 5mL) sont récoltées par une centrifugation a 4 500xg
pendant 10min a 19°C en utilisant une centrifugeuse Beckman® Allegra X15 R. Le culot
cellulaire est repris dans 1mL de Nucléozol. Le mélange est ensuite transféré dans un tube
Lysing Matrix E produit par MP biomedicals™ puis les cellules sont broyées dans un broyeur a
billes MP Biomedicals™ Instrument FastPrep-24™ 5G, 4 fois a 6,5m.s™ . Le tube est ensuite
laissé reposer a température ambiante pendant 5min puis centrifugé a 12 000xg pendant
5min. Le surnageant est transféré dans un tube de 2mL RNAse free. Un volume de 400uL d’H,0
RNAse free est ajouté au surnageant. Le tout est mélangé par retournement puis incubé a
température ambiante pendant 15min. Le mélange est ensuite centrifugé a 16 000xg pendant
15min a 4°C. Au terme de cette centrifugation, le surnageant est récupéré puis transféré dans
un nouveau tube de 2mL RNAse free. Un volume de 900uL d’éthanol 100% (Biology molecular
Grade) est ajouté au surnageant précédemment récupéré puis homogénéisé par pipetage.
700uL du mélange est ensuite transféré sur la colonne bleue issue du kit Nucleospin™

RNAplus (Macherey-Nagel, 15300205). Un tube de collection fourni dans le kit est placé sous



114

la colonne. Une fois déposée, la colonne est centrifugée pendant 30s a 8 000xg. Le tube de
collection est éliminé et la colonne bleue est placé sur un nouveau tube de collection. Un
volume de 200uL de la solution WB1 est ajouté a la colonne puis centrifugé 30s a 11 000xg.
Deux lavages sont ensuite réalisés avec la solution WB2, une premiere fois avec 600uL avec
une centrifugation de 11 000xg pendant 30s. Le second lavage avec 250uL avec une

centrifugation de 2min de 11 000xg.

2. Elution des ARN de la colonne

Un volume de 30uL d’H,O RNAse free est ajouté au centre de la membrane de la
colonne bleue puis laissé reposer pendant 1min a température ambiante, un tube de
collection est placé sous la colonne bleue contenant les ARNs. Le tout est centrifugé pendant
1min a 11 000xg. Le volume de 30uL récupéré contenant les ARNs est de nouveau déposé sur
la colonne puis centrifugé pendant 1min a 11 000xg. Cette étape permet d’éluer deux fois les
ARNs présents avec le méme volume (30uL) de fagon a obtenir une concentration plus

importante en ARN.

3. Elimination d’ADN résiduels par une réaction de DNAse

La réaction est réalisée a partir du kit turbo DNAse-free™ (ThermoFisher, AM1907).
Un mélange contenant 3ulL de tampon 10X, 1uL de turbo DNAse free et 26l de la solution
précédemment éluée contenant les ARNs est incubé pendant 30min a 37°C. Au terme de ces
30min, 3uL de DNAse inactivation est ajouté. Le tout est bien homogénéisé puis incubé 5min
a température ambiante pendant 5min. Une centrifugation a 10 000xg pendant 1,5min est
ensuite réalisée. Le surnageant obtenu est récupéré dans un nouveau tube de 2mL RNAse

free.

4. Synthese d’ADNCc a partir d’ARN et amplification d’ADNc par PCR

Une réaction de reverse transcriptase (RT) est réalisée a partir de 2ug d’ARN, dosé dans
les conditions identiques présentées dans le chapitre (lIl. A. 3.). Pour cela, le protocole issu du
kit High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied biosystem™, 4368814) est appliqué.

Cette réaction permet de convertir de I’ARN extrait en ADN complémentaire (ADNc).
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Cet ADNCc est ensuite amplifié puis déposé sur gel d’ADN dans les mémes conditions décrites

dans le chapitre (lll. C. 2. et 3.).

V. Méthodes de biochimie

A. Extraction des oligosaccharides-PP-Dolichol (LLO)

1. Extraction microsomale

Les cellules sont récoltées par une centrifugation a 4 500xg pendant 10min a 19°C en
utilisant une centrifugeuse Beckman® Allegra X15 R. Le culot cellulaire est repris dans 1 mL de
tampon Tris-HCI 0,1M pH 7,2 contenant une tablette d’inhibiteurs de protéases
SIGMAFAST" Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free produite par Sigma. Le mélange
est ensuite transféré dans un tube Lysing Matrix E produit par MP biomedicals™ puis les
cellules sont broyées dans un broyeur a billes MP Biomedicals™ Instrument FastPrep-24™ 5G,
3 fois pendant 30 secondes a 6,5m.s’. Le broyat est ensuite centrifugé a 4 500xg pendant
10min. Le surnageant est gardé et le culot contenant les débris cellulaires est éliminé. Les
étapes de broyage, de centrifugation sont répétées pendant 3 fois. Les surnageants sont
regroupés ensemble puis centrifugés a 20 000xg pendant 30 minutes a 4°C dans une
ultracentrifugueuse Beckman® Optima XPN-80. Cette premiére étape permet de sédimenter
majoritairement la fraction plastidiale des cellules de la diatomée. Ensuite, le surnageant
obtenu est récupéré puis de nouveau centrifugé a 100 000xg pendant 1 heure a 4°C. Le culot
obtenu correspond a la fraction microsomale qui est reprise dans le tampon adapté a la suite

de I'expérimentation.

2. Extraction des LLO

L’extraction des LLO a été effectuée selon le protocole de Garénaux et al., 2008. Les
culots microsomaux précédemment obtenus sont repris dans des tubes en verre dans un
mélange contenant 400uL d’eau (LC-MS grade, Fisher Chemical), 800uL de méthanol (LC-MS
grade, Fisher Chemical) ainsi que 1,2mL de chloroforme (LC-MS grade, Fisher Chemical). Les
tubes sont homogénéisés au vortex puis centrifugés a 4 000xg pendant 2min. Deux phases
sont visibles, séparées par une interphase. La phase inférieure colorée est éliminée. Cette

étape permet d’éliminer les pigments.



116

Trois mL de mélange A sont ensuite ajoutés dans les tubes en verre. Ce mélange A est
préparé a partir de chloroforme/méthanol/MgCl, 4mM dans de I'eau (LC-MS grade, Fisher
Chemical) (86/14/1) (v/v/v). Aprés une homogénéisation et une centrifugation dans les
mémes conditions que précédemment, la phase inférieure est de nouveau éliminée. Cette
étape est répétée pendant 3 fois. Trois mL de mélange B contenant du méthanol/MgCl,
100mM dans de I'’eau/chloroforme (16/15/1) (v/v/v) ont été ajoutés dans les tubes en verre.
Aprés une homogénéisation et une centrifugation dans les mémes conditions que
précédemment décrites, la phase supérieure, contenant les protéines est cette fois-ci
éliminée. Cette étape est répétée pendant 3 fois. Aprés 5 minutes de séchage des culots sous
une rampe a air, les LLO ont été extraits par I'ajout de 3mL du mélange C contenant du
méthanol/chloroforme/eau (10/10/3) (v/v/v). Aprés une centrifugation a 4 000xg pendant
2min, le surnageant est gardé et placé dans un nouveau tube en verre. Cette étape est répétée
pendant 3 fois. Les surnageants récupérés ont été séchés sous une rampe a air pendant

environ 2 heures.

3. Hydrolyse acide

Un mL d’acide trifluoroacétique (TFA) (LC-MS grade, Thermo Scientific) a 0,1M est
ajouté dans les tubes en verre contenant les LLO. Ces tubes sont ensuite incubés pendant 1
heure a 80°C afin de libérer I'oligosaccharide du LLO. Les échantillons sont ensuite lyophilisés

et repris dans 500uL d’eau (LC-MS grade, Thermo Scientific).

4. Purification des oligosaccharides sur colonne carbograph

Les oligosaccharides ont été purifiés par une élution sur des colonnes carbograph
(Hypersep hypercarb, Thermo Fisher) de 3mL. Les colonnes sont au préalable conditionnées
sous une pression de 5 mmHg avec une enceinte manifold (Phenomenex SPE vacuum
manifold). Trois mL de NaOH 1M (LC-MS grade, Fisher Chemical) ont tout d’abord été déposés
sur les colonnes. Six mL d’H,O (LC-MS grade, Fisher Chemical) sont ensuite ajoutés sur les
colonnes. Trois mL de CH3COOH 30% (v/v) suivi de 3mL d’eau sont ajoutés. Les colonnes sont
ensuite conditionnées dans 3mL d’acétonitrile (LC-MS grade, Fisher Chemical) a 50% suivis de
6mL d’acétonitrile a 5% (v/v) (LC-MS grade, Fisher Chemical). La colonne est ensuite rincée

avec 6mL d’eau (LC-MS grade, Fisher Chemical). La totalité des échantillons, repris dans 500uL
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d’eau, est ajoutée a la colonne puis rincée avec 3mL d’eau (LC-MS grade, Fisher Chemical) puis
3mL d’acétonitrile a 5% (v/v) (LC-MS grade, Fisher Chemical). Les échantillons sont élués a la
pression atmosphérique dans des tubes en verre avec 4x500uL d’acétonitrile a 50% (v/v) (LC-
MS grade, Fisher Chemical) contenant 0,1% (v/v) de TFA. Les échantillons sont ensuite

lyophilisés.

5. Perméthylation des oligosaccharides

Environ 2g d’hydroxyde de sodium (NaOH pellet, Fisher Chemical) broyés sont repris
dans 3mL de DMSO anhydre (SIGMA-Aldrich). Ce mélange (1,2mL) est ensuite ajouté aux
oligosaccharides purifiés, suivi de 1,2mL d’iodométhane (SIGMA-Aldrich). Les tubes sont
homogénéisés au vortex puis incubés sous une agitation rotative a 15rpm pendant 2 heures.
Un mL d’eau est ajouté afin de stopper la réaction. Un mL de chloroforme suivi de 5mL d’eau
sont ajoutés permettant d’obtenir un mélange biphasique. Ce mélange est homogénéisé au
vortex puis laissé reposer quelques secondes de facon a laisser apparaitre clairement deux
phases. La phase supérieure contenant de I'eau et du NaOH est éliminée. Cette étape est
recommencée plusieurs fois jusqu’a ce que le pH de la phase aqueuse soit autour de 7.

Les échantillons contenus dans la phase contenant le chloroforme sont séchés sous
une rampe a air puis repris dans 200uL de méthanol a 80% (v/v) (LC-MS grade, Fisher

Chemical).

6. Purification des oligosaccharides permethylés sur la colonne C18

Les oligosaccharides préalablement perméthylés sont purifiés sur une colonne C18 de 3mL
(Hypersep C18, Thermo Fisher). Les colonnes sont d’abord conditionnées dans 5mL de
méthanol a 100% (v/v) (LC-MS grade, Fisher Chemical), suivis successivement de 5mL d’eau
(LC-MS grade, Fisher Chemical), de 5mL d’acétonitrile (LC-MS grade, Fisher Chemical) et enfin
a nouveau de 5mL d’eau (LC-MS grade, Fisher Chemical). Les oligosaccharides perméthylés
lyophilisés sont ensuite repris dans 200uL de méthanol a 80% (v/v) puis déposés sur la colonne
C18. Celle-ci est alors rincée avec 5mL d’eau (LC-MS grade, Fisher Chemical). Les
oligosaccharides perméthylés, retenus sur la phase stationnaire, sont élués dans des tubes
Eppendorf de 2mL différents avec successivement 4x0,5mL d’une solution a 15% (v/v)

d’acétonitrile, 35% d’acétonitrile (v/v), 50% d’acétonitrile (v/v) et 75% d’acétonitrile (v/v) (LC-
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MS grade, Fisher). Les fractions éluées a 50% et a 75% (v/v) d’acétonitrile contenant les
oligosaccharides perméthylés sont lyophilisées puis analysées par spectrométrie de masse,

respectivement.

B. Criblage protéique des clones isolés

1. Préparation rapide de la fraction microsomale

Ce protocole est adapté de I'article Abas and Luschnig, 2010. Brievement, les cellules des
diatomées sont cultivées pendant 7 jours sous les conditions décrites en section (lI. A. 2) en
utilisant un milieu Conway contenant une source azotée de type NH4Cl (Tableau 3). Au 6°™¢
jour, 980uM d’une solution NaNOs ont été ajoutés permettant I'expression du géne PtGnT I-
V5. Au 7™¢jour, les cellules sont ensuite récoltées par une centrifugation a 4 500xg pendant
10min a 19°C en utilisant une centrifugeuse Beckman® Allegra X15 R. Le culot cellulaire est
repris dans 150uL de tampon EB contenant 100mM de Tris-HCl pH 7.5, 5% glycérol (v/v), 25%
de saccharose (p/v), 10mM EDTA, 5mM KCl et une capsule d’inhibiteurs de protéases
SIGMAFAST" Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free produite par SIGMA. La solution
contenant les cellules est placée dans un tube de type Lyzing Matrix D produit par MP
biomedicals™. Puis, les cellules sont broyées dans un broyeur a billes MP Biomedicals™
Instrument FastPrep-24™ 5G, pendant 3 fois pendant 1 minute a 6,5m/s. Le contenu du tube
est ensuite récupéré puis incubé avec 20 pL d’une solution de polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)
(1mg de PVPP pour 20uL de tampon EB). Ce mélange est homogénéisé par vortexage puis
placé dans de la glace pendant 5min. Le tout est ensuite centrifugé pendant 3min a 700xg a
4°C afin de sédimenter le PVPP. Cent uL du surnageant obtenu sont mélangés avec 100uL
d’eau milliQ puis centrifugés pendant 1 heure 30 a 21 000xg a 4°C. Pour finir, le surnageant
obtenu est éliminé. Le culot obtenu correspond a une fraction enrichie en microsome appelée
par la suite « microsomale-like fraction ». Les échantillons sont ensuite analysés par Western

Blot suivant le protocole décrit ci-dessous (du IV. B. 3. Jusqu’au IV. B. 11.).

2. Extraction des protéines totales

Les cellules sont récoltées par une centrifugation a 4 500xg pendant 5min a 19°C en

utilisant une centrifugeuse Beckman® Allegra X15 R. Le culot cellulaire est repris dans 1 mL de
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tampon Tris-HCI 0,1M pH 7,2 contenant une tablette d’inhibiteurs de protéases
SIGMAFAST" Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free produite par SIGMA. Le mélange
est ensuite transféré dans un tube Lysing Matrix E produit par MP biomedicals™ puis les
cellules sont broyées dans un broyeur a billes MP Biomedicals™ Instrument FastPrep-24™ 5G,
3 fois pendant 30s a 6,5m/s. Le broyat est ensuite centrifugé a 4 500xg pendant 5min. Le
surnageant est gardé et le culot éliminé. Les étapes de broyage, de centrifugation et de
conservation du surnageant sont répétées pendant 3 fois. Les trois surnageants issus des 3

centrifugations successives sont regroupés.

3. Migration sur gel d’électrophorese

Les protéines sont déposées sur un gel de type NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels
acheté chez Thermofisher® ou sur un gel préparé au laboratoire dont la composition est
décrite dans le tableau suivant (Tableau 7). Le gel de séparation des gels préparés au
laboratoire est coulé dans une cassette vide (ThermoFisher®) puis laissé polymériser en
ajoutant une couche d’isopropanol sur le dessus afin de permettre une polymérisation
homogene. Par la suite, le gel de concentration est préparé puis placé également dans la

méme cassette en ajoutant un peigne avec un nombre adapté de puits (Tableau 7).

Tableau 7 : Composition d'un gel Bis-Tris 4-12%

Gel de séparation (mL) Gel de concentration
(mL)
2,15

1,45

40% Acrylamide / Bis-Acrylamide (29 :1) (p/p) (Fisher) 15 0,34
1,5 M Tris pH 8,8 1,25 -

1,5 M Tris pH 6,8 - 0,17
10% SDS (p/v) 0,05 0,02
10% APS (p/v) 0,05 0,02

0,002 0,002

Lors du chargement des protéines sur le gel électrophorétique, 2,5ulL de protéines de
calibration de masses moléculaires connues (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fisher

Scientific) sont ajoutés dans un des puits du gel afin de calibrer la migration du gel
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d’électrophorese et de pouvoir estimer la masse moléculaire des protéines ayant migré
(Figure 25). La migration électrophorétique des protéines est alors effectuée durant environ
1 heure sous une tension constante de 180V. A terme, les protéines sont soit colorées au bleu

de Coomassie, soit transférées sur une membrane de nitrocellulose.

Gel type | Tris-Glycine | Tris-Acetate* Bis-Tris*
Gell tion 4-20"’;[8 18“,-¥.‘J 10:20%]| 8% 10% 12% 15% | 3-8% 7% 4-12% 10% 12%
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Figure 25 : Masses moléculaires des protéines de calibration utilisées pour I’électrophorése
SDS-PAGE (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fisher Scientific)

4. Coloration des protéines au bleu de Coomassie

Les protéines présentes sur le gel d’électrophorése sont colorées au bleu de Coomassie
R250 (45% d’éthanol (v/v), 10% d’acide acétique (v/v) contenant 0,003% (p/v) de Coomassie
Brilliant Blue R250 Thermo Scientific) pendant 1 heure a température ambiante sous une
agitation de 50rpm. Le gel est ensuite décoloré une nuit sous une agitation de 50rpm et a la
température ambiante dans une solution de fixation/décoloration contenant 20% d’éthanol

(v/v) et 10% d’acide acétique (v/v).

5. Coloration des protéines au nitrate d’argent

Les protéines présentes sur le gel d’électrophorése ont été colorées au nitrate d’argent
qui est une technique de révélation plus sensible que la coloration au bleu de Coomassie R250.

Les protéines présentes dans le gel d’électrophorése sont tout d’abord fixées pendant 2h avec
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30% d’éthanol (v/v) (LC-MS grade, Fisher Chemical) et 10% d’acide acétique (v/v) sous une
agitation de 15rpm. Le gel est ensuite lavé 2 fois pendant 10min avec une solution d’éthanol
a 10% (v/v) puis rincé 3 fois pendant 10min dans de I'eau déionisée.

Le gel d’électrophorese est ensuite baigné pendant 1min dans une solution contenant
0,02% de thiosulfate de sodium (p/v) puis rincé rapidement a I'eau déionisée avant d’étre
coloré avec une solution contenant 0,1% de nitrate d’argent (p/v) (Acros Organics) pendant
30 minutes. Finalement, le gel est rincé rapidement avec de I’eau déionisée puis incubé dans
une solution contenant 1,2% de carbonate de sodium (p/v), 0,00008% de thiosulfate de
sodium (p/v) (Fisher Chemical) ainsi que 0,0001% de formaldéhyde a 37% (v/v) (SIGMA-
Aldrich) jusqu’a I'apparition des bandes protéiques colorées. La coloration est stoppée avec

une solution contenant 1% d’acide acétique (v/v).

6. Transfert électrophorétique sur une membrane de nitrocellulose et révélation en
western blot

Les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose aprés leur
migration sur un gel d’électrophorése de type SDS-PAGE (Figure 26). Un « sandwich »
comprenant 2 couches de papier Whatman, de part et d’autre de la membrane de
nitrocellulose posée sur le gel d’électrophorése contenant les protéines, est constitué. Chacun
des éléments du montage est préalablement incubé pendant 10min dans la solution Pierce™
1-Step Transfert Buffer (ThermoFisher). Ensuite, le transfert protéique est réalisé avec un

courant constant de 2,0 A pendant 15min.

} Papiers Whatman

Gel électrophorese

Membrane de nitrocellulose

Papiers Whatman

Figure 26 : Schéma représentant le montage nécessaire pour réaliser un transfert des
protéines du gel d’électrophorése sur une membrane de nitrocellulose
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7. Vérification de la qualité du transfert par coloration au rouge Ponceau

Au terme du transfert, les protéines présentes sur la membrane de nitrocellulose sont
colorées pendant 1min avec une solution contenant 1% de rouge ponceau (p/v) (Serra,
C.1.27195) et 1% de TCA (p/v). La membrane est ensuite rincée a I’eau distillée. La membrane
est ensuite saturée dans du TBST1X pendant une nuit. Le TBST1X est préparé avec 0,24% de
Tris Base (m/v) (Fisher Scientific), 2,92% de NaCl (Fisher Scientific) (m/v) et 0,1% Tween20

(p/Vv) (Acros Organics) dans de I'eau milliQ.

8. Incubation de la membrane avec I'anticorps primaire

La membrane de nitrocellulose est incubée a la température ambiante dans une
pochette plastique scellée avec I'anticorps primaire préalablement dilué dans du TBST1X. Les
dilutions des différents anticorps primaires utilisés sont résumées dans le tableau ci-dessous
(Tableau 8). L’incubation est réalisée pendant 3 heures afin de permettre aux anticorps de se
lier aux antigenes. Quatre lavages avec 20mL de TBST1X sont réalisés sous vide a I'aide du

Snap |.D® 2.0 de Millipore.

Tableau 8 : Récapitulatif des anticorps primaires utilisés durant ce projet de thése

Anti-V5 (PA1-993, invitrogen) Lapin 1/2000eme

Anti-HA (H6908,SIGMA Lapin 1/2000eme
Aldrich)

Anti 81,2 Xylose (ASO7 267, Lapin 1/5000¢eme
Agrisera)

Anti a1,3 Fucose (ASO7 268, Lapin 1/15000eme
Agrisera)

9. Incubation de la membrane avec 'anticorps secondaire

La membrane est ensuite incubée avec un anticorps secondaire couplé a la peroxidase

de raifort (HRP pour Horseradish peroxidase) dilué au 1/30 000°™¢ dans du TBSTIX.
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L'incubation est réalisée a la température ambiante sous une agitation de 50rpm pendant 1
heure.

La membrane est ensuite lavée pendant 3 fois avec 20mL de TBST1X puis pendant 1
fois avec 20mL de TBS1X sous vide a I'aide du Snap 1.D® 2.0 de Millipore afin d’éliminer le
tween pouvant géner la réaction de chimioluminescence. Le TBS1X est préparé avec 0,24% de

Tris Base (p/v) (Fisher Scientific) et 2,92% de NaCl (Fisher Scientific) (p/v) dans de I'’eau milliQ

10. Immunodétection révélée par chimioluminescence avec le réactif PICO Plus

La membrane de nitrocellulose est incubée dans un réactif de chimioluminescence
préparé a partir du kit PICO-plus (SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate,
Thermofisher Scientific) pour permettre la révélation de I'immunodétection. Le réactif est
préparé en mélangeant 2mL de la solution de « peroxyde » avec 2mL de solution « luminol ».
Ce mélange est ensuite réparti uniformément sur l'ensemble de la membrane de

nitrocellulose puis laissé incuber pendant 5min.
11. Révélation par Imager Fusion-FX

La membrane de nitrocellulose est maintenant révélée sur I'lmager Fusion-FX (Vilber)
et le logiciel associé Evolution CaptEdge. Brievement, la membrane est égouttée puis placée
sur un support noir. Ce support est inséré dans I'lmager. Le temps d’intégration sélectionné,
variant de 10s a 2min, dépend de la quantité de matériel chargée et de la dilution de
I’anticorps primaire utilisé. Une fois terminée, la photographie obtenue est sauvegardée et

annotée.

C. Eastern Blot et galactosylation in vitro

1. Galactosylation in vitro des glycoprotéines de P. tricornutum

50ug de protéines totales de P. tricornutum sont incubés dans un tube Eppendorf de
2mL dans 200uL de tampon glycine 100mM contenant 4mM (p/v) de MnCl;, 0,89mM (v/v)
d’UDP-galactose et 2mU de la 3(1,4)-galactosyltransférase bovine (G5507, Sigma). Ce mélange

est incubé pendant 24h a 37°C. Le lendemain, le mélange est évaporé au Speedvac.
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2. Migration sur gel électrophorétique et transfert sur une membrane de
nitrocellulose
Cinquante pg de protéines totales sont déposés et séparés sur un gel d’électrophorése
SDS-PAGE puis transférés sur une membrane de nitrocellulose en suivant le protocole décrit

dans la section (IV.B. 2,3,6et7.)

3. Incubation avec la lectine RCA120 marquée a la FITC

Apres la saturation dans du TBST 1X, la membrane de nitrocellulose est incubée dans
du TBST1X contenant 5ug par mL de lectine RCA120 couplée a la FITC (Fluorescein
isothiocyanate) (Vector labs) pendant 2 heures a la température ambiante et a I'obscurité
sous une agitation de 50rpm. La membrane est ensuite lavée 3 fois avec 20mL de TBST1X puis

1 fois avec 20mL de TBS1X (afin d’éliminer le tween pouvant géner I'émission de fluorescence)

4. Révélation de la fluorescence sur Typhoon

La fluorescence émise a I'endroit ol s’est fixée la RCA120 couplée a la FITC sur la
membrane de nitrocellulose est révélée sur un appareil Typhoon™ FLA9000 (GE Healthcare)
en utilisant une longueur d’onde d’excitation de 495nm et une longueur d’onde d’émission

de 521nm.

D. Extraction glycannique du MansGIcNAc,

1. Dénaturation des protéines et digestion a la PNGAse F

Les protéines sont extraites dans les mémes conditions que décrites dans la section
(IV. B. 2.). L'extrait protéique total est ensuite centrifugé pendant 30min a 15 000xg de facon
a éliminer les débris cellulaires. Le surnageant obtenu est conservé puis dialysé pendant 24h
contre de I'eau milliRo en utilisant des boudins de dialyse possédant un seuil de coupure de

6000-8000 Da (Fisher Chemical).
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Apreés la dialyse, dix milligrammes de protéines sont ensuite lyophilisés dans un tube
Falcon de 15mL puis repris dans 1mL de tampon Tris-HCI 0,1M pH 7,5 (LC-MS grade, Fisher
Chemical) contenant 0,1% de SDS (p/v) (SDS micropellets Fisher Chemical) (p/v). Les tubes
contenant les protéines sont chauffés a 100°C pendant 10min de facon a dénaturer les
protéines. Les tubes sont ensuite refroidis a la température ambiante. Un mL de tampon Tris-
HCI0,1M pH 7,5 contenant 0,5% d’IGEPAL® (v/v) (MP bio, CA-630) est ajouté de facon a inhiber
I"action du SDS puis les échantillons sont homogénéisés au vortex.

Quinze unités de PNGase F (Roche) sont ajoutées dans les tubes Falcon contenant les
protéines dénaturées pour effectuer leur déglycosylation, puis laissés pendant 24 heures a

37°C sous une agitation de 100rpm.

2. Précipitation a I'éthanol des protéines déglycosylées

Au terme des 24h de déglycosylation, 8mL d’éthanol a 100% (v/v) (LC-MS grade, Fisher
Chemical) sont ajoutés aux 2mL échantillon, soit I'équivalent de 4 volumes d’éthanol pour un
volume d’échantillon. Le mélange est incubé pendant 24h a -20°C afin de permettre la
précipitation des protéines et de récupérer dans la phase éthanolique les N-glycannes libres.
Les tubes sont ensuite centrifugés a 10 000xg pendant 15min. Le surnageant contenant les N-

glycannes libres est conservé puis séché sous une rampe a air.

3. Purification des oligosaccharides sur une colonne carbograph

Le protocole utilisé pour la purification sur colonne carbograph des N-glycannes aprés

la digestion a la PNGAse F est le méme que celui détaillé dans la section (IV. A. 4.)

4. Marquage au 2-AB

Cette étape de dérivation des N-glycannes au 2-AminoBenzamide (2-AB) permet
d’ajouter un groupement fluorophore, le 2-AB, sur les N-glycannes de facon a améliorer la
sensibilité de I'analyse par spectrométrie de masse. Pour réaliser cette dérivation, dix
milligrammes de 2-AB sont repris dans 200uL d’une solution DMSO anhydre/acide acétique
(SIGMA) (70/30, v/v). Douze mg de cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN) sont ensuite

ajoutés et solubilisés dans ces 200puL. Dix pL du mélange obtenu sont ajoutés aux échantillons
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préalablement lyophilisés puis incubés a 60°C pendant 2h. Au terme de cette incubation, les
échantillons sont refroidis puis repris dans 500uL d’acétonitrile 96% (v/v) (LC-MS grade, Fisher

Chemical).

5. Dessalage des glycannes marqués au 2-AB

Cette étape crucialepermet d’éliminer I’'excédent de molécules de 2-AB qui n’ont pas
été utilisées. Une colonne D1 (Ludger) de 2mL est au préalable conditionnée sous une pression
de 5 mmHg par une enceinte manifold (Phenomenex SPE vacuum manifold) avec 2mL
d’acétonitrile a 96% (v/v) (LC-MS grade, Fisher Chemical) et 1mL d’acétonitrile a 100% (v/v)
(LC-MS grade, Fisher Chemical). Les échantillons, repris dans 500uL d’acétonitrile a 96% (v/v),
sont ajoutés a la colonne et incubés pendant 15 minutes. Une étape de lavage est ensuite
réalisée par I'ajout de 1mL d’acétonitrile a 100% (v/v), suivi de 5mL d’acétonitrile 96% (v/v).
Les N-glycannes marqués au 2-AB, retenus dans la phase stationnaire de la colonne, sont élués
dans un tube Eppendorf de 2mL par 4 ajouts successifs de 500uL d’acétonitrile a 20% (v/v).

Cette étape d’élution se fait sous la pression atmosphérique.

6. Perméthylation et purification sur colonne C18

Le protocole utilisé ici est le méme que celui présenté dans les sections (IV. A. 5. et 6.)
Apreés purification, les N-glycannes perméthylés sont ensuite analysés par spectrométrie de

masse MALDI-TOF, ESI-MS" et IMS-MS. Ces méthodes seront détaillées dans la section (V).

E. Extraction glycannique par la PNGase A

1. Dénaturation des protéines et digestion protéique par la trypsine et la
chymotrypsine

Les protéines sont extraites dans les mémes conditions que la section (IV. B. 2.).
L’extrait protéique total est ensuite centrifugé pendant 30min a 15 000xg. Le surnageant
obtenu est gardé puis dialysé pendant 24h contre de I’eau milliRo en utilisant des boudins de
dialyse de seuil de coupure de 6000-8000Da (Fisher Chemical). Dix milligrammes de protéines

sont ensuite lyophilisés dans un tube Falcon de 15mL. Le lyophilisat obtenu est repris dans
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2mL de tampon de bicarbonate d’'ammonium 100mM (LC-MS grade, Fisher Chemical) pH 8,3
puis 600ug de trypsine bovine (SIGMA) sont ajoutés. Les échantillons sont incubés pendant
24h a 37°C sous une agitation de 150rpm. La chymotrypsine (600ug) est ensuite ajoutée. Les
tubes contenant les échantillons sont laissés pendant 4h a 37°C sous une agitation de 150rpm.
La trypsine et la chymotrypsine sont ensuite inactivées en chauffant les tubes a 100°C pendant

10min. L’échantillon est ensuite lyophilisé.

2. Déglycosylation des glycoprotéines par la PNGAse A

Les échantillons sont repris dans 500ulL de tampon acétate de sodium 100mM pH 5,5
avant I'ajout d’1mU de PNGAse A (Roche). Cette enzyme est capable de rompre la liaison N-
osidique située entre le N-glycanne et la protéine, méme si le N-glycanne possede un résidu
a.(1,3)-fucose lié sur le premier résidu GIcNAc du chitobiose. Le mélange est incubé pendant

36h a 37°C sous une agitation de 150rpm.

3. Purification des N-glycannes par les colonnes C18 et carbograph

La purification des N-glycannes précédemment libérés par la PNGase A est obtenue
grace a une colonne C18 (Hypersep C18, Thermo Fisher). Brievement, la colonne est
conditionnée dans 5mL d’éthanol (LC-MS grade, Fisher Chemical) puis 5mL d’eau (LC-MS
grade, Fisher Chemical). Les échantillons sont passés entierement dans la colonne puis 5mL
d’eau sont ajoutés. Le tout est récupéré dans un tube Falcon puis lyophilisé. Les N-glycannes
libres ainsi récupérés sont ensuite de nouveaux purifiés sur une colonne carbograph selon le

protocole de la section (IV. A. 4.).

4. Perméthylation et purification des N-glycannes perméthylés par la colonne C18

Les N-glycannes sont ensuite perméthylés puis purifiés par une colonne C18 selon les
protocoles détaillés dans la section (IV. A. 5. et 6.) Les N-glycannes perméthylés sont ensuite

analysés par MALDI-TOF et LC-ESI-MS (voir leur protocole dans la section (V)).
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F. Purification et analyse biochimique de la GnT |

1. Extraction microsomale de la GnT |

Les cellules de diatomées sont cultivées pendant 10 jours sous les conditions décrites
en section (Il. A. 2) en utilisant un milieu Conway contenant une source azotée de type NH4Cl
(Tableau 3). Au 6°™¢ jour, une premiére induction est réalisée. Les cellules sont alors récoltées
par une centrifugation a 4 500xg pendant 10min a 19°C en utilisant une centrifugeuse
Beckman® Allegra X15 R. Les cellules récoltées sont ensuite reprises dans un milieu de culture
dans les conditions décrites en section (II. A. 2), contenant du NaNOs. Au 8°™¢ jour de culture,
une seconde induction est réalisée avec 980uM d’une solution NaNOs ajoutée au milieu de
culture. Au 10°™¢ jour, les cellules sont récoltées par une centrifugation a 4 500xg pendant
10min a 19°C en utilisant une centrifugeuse Beckman® Allegra X15 R. Le culot cellulaire est
repris dans 1mL de tampon Tris-HCI 0,1M pH 7,2 contenant une tablette d’inhibiteurs de
protéases SIGMAFAST" Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free produite par SIGMA. Le
mélange est ensuite transféré dans un tube Lysing Matrix E produit par MP biomedicals™ puis
les cellules sont broyées dans un broyeur a billes MP Biomedicals™ Instrument FastPrep-24™
5G, 3 fois pendant 30s a 6,5m/s. Le broyat est ensuite centrifugé a 4 500xg pendant 10min. Le
surnageant est gardé et le culot contenant les débris cellulaires est éliminé. Les étapes de
broyage, de centrifugation sont répétées pendant 3 fois. Les surnageants sont regroupés
ensemble puis centrifugés a 10 000rpm pendant 1h a 4°C dans une ultracentrifugueuse
Beckman® Optima XPN-80. Cette premiere étape permet de sédimenter majoritairement la
fraction plastidiale des cellules de la diatomée. Ensuite, le surnageant obtenu est récupéré
puis de nouveau centrifugé a 100 000xg pendant 1h30 a 4°C. Le culot obtenu correspond a la

fraction microsomale qui est reprise dans le tampon adapté a la suite de I'expérimentation.

2. Immunoprécipitation de la GnT |

L'immunoprécipitation de la GnT | a été réalisée a partir d'un extrait de microsomes
solubilisés de P. tricornutum suivant le protocole (IV. A. 1.). Cette immunoprécipitation a été
réalisée avec le kit Pierce® Crosslink Magnetic IP/Co- IP Kit, 40rxn. Brievement, 5ug d’anticorps
polyclonaux anti-V5 de lapin (V5 Epitope Tag Antibody, ThermoFisher®) ont été préalablement

incubés avec 25uL de la suspension de billes magnétiques recouvertes de protéines A et de
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protéines G d’E. coli. Les IgG adsorbées sur les billes ont été ensuite couplées de facon
covalente sur les protéines A et G par un tampon de couplage fourni avec le kit. Puis, I'extrait
de microsomes solubilisés, contenant la GnT | dotée de I'épitope V5, a été incubé pendant une
nuit a 4°C sous une agitation rotative de 15rpm en présence des billes magnétiques porteuses
des IgGs fixées dirigées contre |'épitope V5. Les complexes immuns formés pendant
I'incubation et retenus par les billes, ont été attirés avec elles par le portoir magnétique
(Magnetic Bands®, ThermoScientific). Ceci permet de séparer la protéine d’intérét étiquetée
en une étape de I'extrait liquide contenant les protéines microsomales contaminantes. Par la
suite, la GnT | a été éluée des complexes immuns grace a 40uL d’un tampon d’élution a base
de glycine pH 2 provenant du kit Pierce® Crosslink Magnetic IP/Co- IP Kit, 40rxn puis I'éluat a
été neutralisé a pH 7 avec 4plL de tampon de neutralisation de pH 8,5 fourni également par le
kit.

3. Vérification de I'immunoprécipitation par Western Blot

Dans le but de vérifier que I'immunoprécipitation de la GnT | a été couronnée de
succes, un Western Blot a été réalisé en utilisant un anticorps primaire spécifiqguement dirigé
contre I'étiquette V5 présent a I'extrémité C-terminale de la GnT | suivant les conditions de la

section (IV. B. 3./6-11).

4. Digestion trypsique et chymotrypsique de la GnT |

La protéine immunoprécipitée obtenue est déposée dans sa totalité sur un gel
d’électrophorese puis colorée suivant les conditions décrites dans la section IV. C. 2 et 3. La
bande colorée obtenue correspondant a la GnT | migrant a environ 56kDa est découpée a
I’aide d’un scalpel stérile puis découpée en morceaux d’environ Imm?3. Les bandes découpées
sont ensuite incubées a 56°C pendant 1h dans une solution 100mM de bicarbonate
d’ammonium. Les résidus de cystéine sont ensuite bloqués a I'obscurité pendant 20min a
température ambiante dans une solution contenant 55mM d’iodoacetamide (SIGMA). Les
protéines présentes dans le gel sont ensuite digérées par la trypsine a un ratio de 3%
(Promega, Charbonnieres-les-Bains, France) pendant une nuit a température ambiante. Aprés
digestion toute une nuit, 1% d’acide formique (v/v) est ajouté puis le tout est agité au
termomixer a 25°C pendant 20min. Le surnageant sont transférés dans de nouveaux tubes.

Les peptides obtenus sont ensuite séchés au SpeedVac puis resuspendus dans 10 a 15ulL
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d’acétonitrile 3% (v/v) /acide formique (v/v) 0,1% (v/v) pour I’analyse par spectrométrie de

masse (V. E. et F.)

V. Méthodes de spectrométrie de masse

A. Analyse par MALDI-TOF

1. Analyse du précurseur oligosaccharidique et du N-glycanne MansGIlcNAc;

Les analyses par MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time Of
Flight) ont été effectuées avec un spectrometre de masse Autoflex Ill (Bruker Daltonics
(Bremen, Germany). L'appareil est équipé d’un laser grenat d'yttrium-aluminium dopé au
néodyme (Nd : YAG laser, longueur d’onde 355-nm). L’acquisition des spectres a été effectuée
en mode réflectron positif sur une gamme de masse variant de 500 m/z a 4 000 m/z avec une
fréquence laser de 100 Hz, et une moyenne minimale de 3 000 spectres individuels.
L’accélération de voltage de l'instrument a été fixée a 19 kV. La calibration du MALDI-TOF a
été effectuée en utilisant les ions monoisotopiques monochargés de |'angiotensine Il (5
b,

pmol.uL™"), la substance P (5 pmol.uL‘l), I’adenocorticotropic hormone (ACTH) 18-39 (5

pmol.uL'l) et I'insuline B (10 pmol uL'l). L’acide 2,5- dihydroxybenzoique (DHB) a été utilisé
comme matrice. Un volume de 1 pL de chaque échantillon est mélangé dans 1ulL de matrice
DHB (10 mg.mL'1 dans de I’ACN/eau (70/30: v/v) contenant 0,1% de TFA (v/v) puis, 0,7uL du
mélange échantillon/matrice est déposé et séché sur la plague MALDI (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Les logiciels FlexControl 3.3 et FlexAnalysis 3.3 ont été utilisés afin
d’analyser les spectres obtenus. Les masses théoriques des N-glycannes ont été obtenues par

le logiciel GlycoWorkBench 2.0.

2. Analyse des N-glycannes issus de la fraction protéique totale

Les conditions expérimentales sont identiques a celles présentées dans la section (V.

A. 1.) exceptée la concentration de DHB qui est cette fois-ci de 20mg.mL™.
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B. Analyse par ESI-MS"

Les précurseurs oligosaccharidiqgues perméthylés ainsi que le MansGIlcNAc;

perméthylé ont été analysés par ESI-MS" (Electrospray ionization mass spectrometry, n =1 a
4) avec un spectrometre de masse Bruker HCT Ultra ETD Il comportant un piege a ions de type
guadripolaire (QIT). Les voltages du capillaire et du « end plate » ont été respectivement fixés
a-3,5kV et -3,0 kV en mode d’ionisation positive. Les voltages du « skimmer » et de la sortie

du capillaire ont été fixés respectivement a 40V et 200 V. Le gaz vecteur de nébulisation utilisé

est du N, La pression en hélium dans le piége a ions était de 1,2 A ~ 107> mbar. L’acquisition
des données a été effectuée sur la gamme de masse m/z 100 a m/z 2 200, avec une vitesse de
scan de m/z 26 000 par seconde. Le nombre d’ions entrant dans le piege a été
automatiquement ajusté en contrélant le temps d’accumulation en utilisant le mode de
contréle des charges ioniques (ICC) (target 100 000) avec un temps d’accumulation maximum
de 50 ms. La valeur du LMCO (Low mass Cut-Off) a été de m/z 100 pour le MansGIcNAc; dérivé

ou de m/z 140 pour le précurseur oligosaccharidique. Le nombre moyen de spectres a été de

6 et la moyenne mobile de 2. Les expériences d’ESI-MS" ont été induites par des collisions CID
utilisant I’hélium comme gaz de collision et conduites par dissociation. L'ion précurseur et les
ions intermédiaires ont été isolés avec une fenétre de m/z 1,5 en utilisant une fréquence de

résonnance avec une amplitude de 0,7 a 1,0 Vp—p. La solution contenant I'échantillon a été

introduite dans la source avec un débit de 180 uL.h_1 a I'aide d’une seringue (Cole-Palmer,
Vernon Hills, IL, USA). Les logiciels Esquire control 6.2 et Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) ont été utilisés pour I’'analyse des spectres de masse obtenus. Les masses
théoriques des ions parents et fragments correspondant aux N-glycannes ont été calculés en

utilisant le logiciel GlycoWorkBench 2.0.

C. Analyse par ESI-IMS

Les expériences d’ESI-IMS (Electrospray lonization - lon Mobility Spectrometry) ont été
réalisées avec le spectrometre de masse Waters SYNAPT G2 hybrid quadrupole/HDMS équipé
d’une source ionisation ESI LockSpray™ et des logiciels massLynx 4.1 et DriftScope 2.2

(Waters, Manchester, UK). Le SYNAPT HDMS a été calibré en utilisant des groupes d’ions
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générés par le formate de sodium (2mg.mL?) et opéré en mode sensible (résolution de 20 000
FWHM). Les parametres ESI en mode positif sont les suivants : voltage capillaire de 3.1kV ;
voltage du cone de 90V ; voltage du cone d’extraction de 5V ; la température de la source de
110°C; la température de désolvatation de 250°C; le flux du gaz de désolvatation (N2) a
700L.h! et le flux de gaz du cone (N;) a 20L.h™. Les données ont été acquises en utilisant une
gamme de masse allant de m/z 50 a 2000 avec 1 seconde de durée de scan et 0,02 seconde
de délai d’interscan. Les solutions d’échantillons ont été infusées dans la source a un débit de
300uL.ht a l'aide d’une seringue (Cole-Palmer, Vernon Hills, lllinois, USA). Les conditions IMS
ont été optimisées de la maniére suivante : le débit du gaz (N2) 8 90 mL.min!; la pression IMS
a 2.95mbar; I'amplitude & 40V et la vitesse de I'onde a 700m.s. Le spectre de mobilité
ionique a été affiné en utilisant le logiciel Origin 9.0 (OriginLab). Les masses théoriques des
ions parents et fragments correspondant aux N-glycannes ont été calculés en utilisant le

logiciel GlycoWorkBench 2.0.

D. Analyse des glycannes perméthylés par nanoLC-ESI-MS

Les glycannes perméthylés sont resuspensus dans une solution contenant 30%
d’acétonitrile (v/v) /0,1% acide formique (v/v) avant d’étre analysés avec un systéme nano-
LC1200 couplé a un spectrometre de masse Q-TOF 6545 XT AdvanceBio et équipé d’une
source d’ionisation Nanospray et d’une interface HPLC-chip cube (Agilent Technologies). Un
gradient linaire de 19min (30 a 90% d’acétonitrile (v/v) dans 0,1% d’acide formique (v/v)), a
un flux de 350 nL.min'. Briévement, les glycannes perméthylés ont été enrichis et dessalés
sur une colonne 40nL RP-C18 et séparés sur une colonne C18 ou PGC (150mm de long x 75um
de diameétre ; Agilent Technologies) de type Zorbax (taille des pores de 30nm, taille des
particules de 5um). Un scan complet autoMS1 de m/z 290 a m/z 3200 et autoMS2 de m/z 59
a m/z 3200 a été enregistré. Dans chaque cycle, un maximum de 5 précurseurs classés selon
leur état de charge (les ions monochargés étant préférentiels et le reste exclu) a été isolé et
fragmenté dans la chambre de collision avec une énergie de collision (CE) fixée (CE 25, 30, 35
et 45 eV). L'exclusion de ces précurseurs a été activée dans les 0,2min aprés I'obtention d’un
spectre, et le seuil de sélection des précurseurs a été fixé a 1000 coups (seuil relatif de
0.001%).

La vitesse de balayage variait en fonction de I'abondance des précurseurs (15 000
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comptages/spectre) et avec une rigueur de pureté de 100% et un seuil de pureté de 30%. Les
spectres ont été analysés en utilisant le logiciel Qualitative Analysis B.06.00 (Agilent
Technologies). Les masses théoriques des ions parents et fragments correspondant aux N-

glycannes ont été calculés en utilisant le logiciel GlycoWorkBench 2.0.

E. Analyse de la GnT | par QTOF XT

Les échantillons repris dans 3% d’acétonitrile (v/v) et 0,1% d’acide formique (v/v)
obtenus dans la section (IV. F. 4.) ont été analysés avec un nano-LC1200 couplé a un
spectrometre de masse QTOF 6545 XT AdvanceBio équipé d’une source Nanospray et d’'une
interface HPLC-chip cube (Agilent Technologies, Les Ulis, France). Brievement, les peptides ont
été enrichis et dessalés sur une colonne 40nL RP-C18 et séparés sur une colonne C18 (150mm
de long x 75um de diamétre) de type Zorbax (taille des pores de 30nm, taille des particules de
5um). Un gradient linéaire de 26min (3%-80% acétonitrile (v/v) dans 0,1% d’acide formique
(v/v)) avec un flux de 350nL/min a été utilisé, et I’éluat a été analysé avec un spectrométre de
masse de type QTOF. Un scan complet autoMS1 de m/z 290 a m/z 2000 et autoMS2 de m/z
59 a m/z 3200 a été enregistré. Dans chaque cycle, un maximum de 5 précurseurs classés
selon leur état de charge (les ions dichargés préférés et les ions monochargés exclus) a été
isolé et fragmenté dans la chambre de collision. L’énergie de collision a été automatiquement
ajustée selon le ratio m/z. L’exclusion de ces précurseurs a été activée dans les 0,2 min apres
I'obtention d’un spectre, et le seuil de sélection des précurseurs a été fixé a 1000 coups. Les
spectres ont été analysés en utilisant le logiciel Qualitative Analysis B.06.00 (Agilent

Technologies, USA).

F. Analyse de la GnT | par Qexactive Plus

Les échantillons repris dans 3% d’acétonitrile (v/v) et 0,1% d’acide formique (v/v)
obtenus dans la section (IV. F. 4.) ont été analysés sur le Q Exactive Plus (Thermo Scientific,
France) équipé d’une source nanoESl. Les peptides ont été chargés sur une colonne
d’enrichissement (C18 Pepmap100 precolumn (300um i.d. x5mm, Spum, 100 A, Thermo
Scientific) et séparés sur une colonne EASY-spray (15cm, 3m, 0.075mm, 100 A, Thermo

Scientific), avec un flux de 300uL.min?. La phase mobile est composée d’une solution
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contenant 0,1% d’acide formique (v/v) dans de I'’eau (Tampon A) et une solution composée
d’ACN/H,0 (80/20 (v/v)) et 0,1% d’acide formique (v/v) (Tampon B). La durée du gradient
d’élution était de 30min : 0-16min, 2-50% avec tampon B ; 16-17min, 50-90% avec tampon B ;
17-20min, 90% avec tampon B ; 20,5-27min, 2% avec tampon B. La température de la colonne
a été fixée a 40°C. Les parametres d’acquisition du spectre de masse sont les suivants : le
temps d’injection maximum de 100ms, le voltage capillaire de 1.6KV, la température capillaire
de 275°C, le scan complet MS de m/z @400-1800 avec une résolution de 70 000 en MS et 17
500 en MS/MS. Les 10 ions les plus intenses ont été sélectionnés puis fragmentés avec de
I'azote comme gaz de collision. L'énergie de collision normalisée a été fixée a 27 eV. Les

spectres de masse ont été analysés avec le logiciel MZmine 2.53.
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Chapitre 3

Résultats
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A. Analyse des précurseurs oligosaccharidiques liés au dolichol
par spectrométrie de masse chez la diatomée P.
tricornutum

Ce premier chapitre de résultats présenté sous la forme d’un article scientifique relate
a lafois I'optimisation d’un protocole d’extraction des précurseurs oligosaccharidiques a partir
de cellules de microalgues et I'analyse de ces précurseurs par des approches multiples de
spectrométrie de masse. La méthodologie développée a été tout d’abord validée sur la
microalgue verte, C. reinhardtii puis utilisée pour étudier la structure détaillée du précurseur
oligosaccharidique de la diatomée, P. tricornutum. La méthodologie optimisée peut
maintenant s’appliquer a n‘importe quelle autre microalgue. Ces travaux ont fait I'objet d’une
publication parue en Décembre 2018 dans le journal « Plant Methods ».

Chez 'Homme, la voie de la N-glycosylation des protéines débute dans le RE par la
synthése d’un précurseur oligosaccharidique de type GlcsMansGIcNAc;, précurseur universel
a tous les eucaryotes (Aebi, 2013). Des études bio-informatiques effectuées chez les
microalgues C. reinhardetii et P. tricornutum ont montré I'absence des génes codant certaines
enzymes ALG participant a la synthése de ce précurseur oligosaccharidique (Baiet et al., 2011 ;
Mathieu-Rivet et al., 2013 ; Levy-Ontman et al., 2014 ; Mathieu-Rivet et al., 2014). L'absence
de ces ALG (3 chez C. reinhardetii et 1 chez P. tricornutum) aurait pour conséquence la synthese
d’un précurseur oligosaccharidique différent de celui couramment identifié chez les
eucaryotes. Dans ce contexte, une analyse structurale des précurseurs localisés au niveau du

RE s’avere donc nécessaire.

Dans ce chapitre de résultats, nous avons développé a la fois un protocole original de
purification des précurseurs et une analyse structurale par spectrométrie de masse
multidimensionnelle. Les masses moléculaires de ces précurseurs ont ensuite été déterminées
par MALDI-TOF et leurs structures a partir des spectres de fragmentation obtenus en ESI-MS"
(n=4). Le protocole a été validé dans un premier temps sur la microalgue verte C. reinhardltii.
Les oligosaccharides précurseurs extraits d’une souche sauvage et de mutants déficients en
activités xylosyltransférases golgiennes ont été analysés. Les résultats obtenus ont permis de
mettre en évidence une structure de type GlcsMansGIlcNAc, chez C. reinhardtii en accord avec

les résultats obtenus précédemment (Vanier et al., 2017). Comme attendu, aucune différence
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structurale n’a été observée dans les précurseurs oligosaccharidiques issus du sauvage et des
mutants déficients en activités xylosyltransférases. Le précurseur oligosaccharidique de P.
tricornutum a été extrait et étudié pour la premiére fois dans le cadre de ce travail. Les
analyses par spectrométrie de masse ont permis de mettre en évidence la synthese d’un
précurseur oligosaccharidique tronqué d’un hexose de type GlcaManoGIcNAc; chez P.
tricornutum. Ces résultats corroborent les prédictions bio-informatiques publiées
précédemment (Baiet et al., 2011 ; Mathieu-Rivet et al., 2014 ; Levy-Ontman et al., 2014) et
nous permettent de proposer une voie de la synthése du précurseur oligosaccharidique chez

P. tricornutum (Figure 27).
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Figure 27 : Voie de la biosynthése du précurseur glycannique des N-glycannes des protéines
chez P. tricornutum

Ce schéma résume les étapes de synthese du précurseur se déroulant dans le réticulum
endoplasmique de la diatomée P. tricornutum. Le changement d’orientation entre les phase
cytosolique et luminale serait opéré par une enzyme flippase RFT1 putative. Les étapes qui
consistent en l'ajout de différents monosaccharides sont catalysées par une succession
d’enzymes appelées ALG. Contrairement a la majorité des eucaryotes, ces étapes conduiraient

la formation d’un précurseur oligosaccharidique lié au dolichol tronqué d’'un hexose
composé de 3 résidus N-acétylglucosamine, 9 résidus mannose et 2 résidus glucose. Ce
précurseur oligosaccharidique est ensuite transféré sur une protéine en cours de synthése par
I’OST. Les structures N-glycanniques sont dessinés en accord avec la nomenclature
internationale (Varki et al., 2015).

UDP : uridine diphosphate; UMP uridine monophosphate ; GDP : guanosine diphosphate; ALG : asparagine linked
glycosylation ; DPM : dolichyl-phosphate mannosyltransférase | ; OST : oligosaccharyltransférase ; CTP : cytosine triphosphate
; CDP : cytosine diphosphate ; PP : pyrophosphate ; RE : réticulum endoplasmique
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Abstract

Background: Protein N-glycosylation is initiated within the endoplasmic reticulum through the synthesis of a lipid-
linked oligosaccharides (LLO) precursor. This precursor is then transferred en bloc on neo-synthesized proteins through
the action of the oligosaccharyltransferase giving birth to glycoproteins. The N-linked glycans bore by the glycopro-
teins are then processed into oligomannosides prior to the exit of the glycoproteins from the endoplasmic reticulum
and its entrance into the Golgi apparatus. In this compartment, the N-linked glycans are further maturated in complex
type N-glycans. This process has been well studied in a lot of eukaryotes including higher plants. In contrast, little
information regarding the LLO precursor and synthesis of N-linked glycans is available in microalgae.

Methods: In this report, a user-friendly extraction method combining microsomal enrichment and solvent extrac-
tions followed by purification steps is described. This strategy is aiming to extract LLO precursor from microalgae.
Then, the oligosaccharide moiety released from the extracted LLO were analyzed by multistage tandem mass
spectrometry in two models of microalgae namely the green microalgae, Chlamydomonas reinhardtii and the diatom,
Phaeodactylum tricornutum.

Results: The validity of the developed method was confirmed by the analysis of the oligosaccharide structures
released from the LLO of two xylosyltransferase mutants of C. reinhardtii confirming that this green microalga synthe-
sizes a linear GlcsMansGIcNAc, identical to the one of the wild-type cells. In contrast, the analysis of the oligosaccha-
ride released from the LLO of the diatom P tricornutum demonstrated for the first time a Glc,ManyGIcNAG, structure.

Conclusion: The method described in this article allows the fast, non-radioactive and reliable multistage tandem
mass spectrometry characterization of oligosaccharides released from LLO of microalgae including the ones belong-
ing to the Phaeodactylaceae and Chlorophyceae classes, respectively. The method is fully adaptable for extracting and
characterizing the LLO oligosaccharide moiety from microalgae belonging to other phyla.
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Background

N-glycosylation is a protein post-translational modifi-
cation playing many roles in biological process [1]. For
example, interactions between host and pathogens or
between cells involve specific recognition between oli-
gosaccharides and lectins [1]. Moreover, N-glycosylation
ensures the conformation, the stability and the biological
function of glycoproteins [2]. In plants, N-glycosylation
has been widely studied, mainly in Arabidopsis thaliana
and Nicotiana benthamiana [3-7]. The N-glycan synthe-
sis starts in the endoplasmic reticulum (ER) with a two
steps processing involving the action of a set of specific
enzymes named Asparagine-Linked Glycosylation (ALG)
[8]. The first step, beginning in the cytoplasmic side of
the ER, results in the assembly of an oligosaccharide on
a lipid carrier called dolichol pyrophosphate (PP-Dol)
by successive additions of two N-acetylglucosamine and
five mannose residues respectively through the action of
ALG7, 13, 14, 1, 2 and 11. The lipid-linked oligosaccha-
ride precursor (LLO) is then flipped towards the lumi-
nal side of the ER where the ALG3, 9 and 12 add four
additional mannose residues, then respective actions
of the ALG6, 8 and 10 elongate the LLO structure with
three terminal glucose residues [9]. Such assembly of
the LLO leads to the Glc;ManyGlcNAc,-PP-Dol precur-
sor in plants which is identical to the structures identi-
fied in other eukaryotes [8, 9]. The second step involves
the transfer of the oligosaccharide part of the LLO from
the PP-Dol to an asparagine residue of a neosynthesized
protein by the oligosaccharyltransferase complex (OST)
[10, 11]. This is directly followed by the quality con-
trol of the protein folding involving, the removal of the
three terminal glucose residues as a final step, leading
to the formation of oligomannosidic N-linked glycans
[12, 13]. This nascent folded glycoprotein is then trans-
ferred to the Golgi apparatus where N-linked glycans will
undergo specific maturation by glycosyltransferases and
glycosidases which are different among species and lead
to different complex-type N-glycans. In plants, the N-gly-
cosylation maturation process generates complex-type
N-glycans GlcNAc,MangGIcNAc, bearing alpha(1,3)-
core fucose and beta(1,2)-core xylose and eventually
Lewis a epitopes [7, 14, 15].

So far, little attention has been paid to protein N-gly-
cosylation in microalgae. Indeed, all the published work
focused on the analysis of the N-glycan structures of
four main microalgae: Phaeodactylum tricornutum,
Botryococcus braunii, Chlamydomonas reinhardtii and
Porphyridium sp. [16-20]. Major differences in complex
N-glycan structures of these microalgae were recently
reviewed [21]. For example, complex N-glycans contain-
ing a xylose moiety have been identified in C. reinhardtii,
Porphyridium sp. and Botryococcus braunii but not in
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P tricornutum. Currently, no functional study charac-
terizing the enzymes involved in the LLO synthesis in
microalgae is available in the literature. Preliminary bio-
informatic genome analyses indicated that some ALG
could be missing. Indeed, neither ALG3, ALGY9 and
ALG12 in C. reinhardtii nor ALG10 in both P. tricornu-
tum and C. reinhardtii have been identified so far [16, 18,
22]. Because those genes are crucial for the complete syn-
thesis of the Glc;ManyGIcNAc, oligosaccharide, the lack
of these steps could severely impact the synthesis of the
final LLO precursor [9]. To the best of our knowledge,
only one publication reported so far the structure of the
LLO precursor from C. reinhardtii wild-type [23], dem-
onstrating that C. reinhardtii accumulates a predominant
linear truncated Glc;Man;GlcNAc, LLO in the ER. Such
a truncated structure probably results from the absence
of the ALG genes as already described in protozoan
parasites. Indeed, parasite LLO extracted from Crypto-
sporidium parvum and Toxoplasma gondii are character-
ized by the synthesis of a truncated single arm precursor
with five mannose residues and two or three glucose resi-
dues [24, 25]. These studies tend to demonstrate that the
LLO synthesis is not so well preserved in eukaryotes and
deserves to be studied in other species like microalgae.
Moreover, information regarding the functional property
of LLO in microalgae is currently missing.

In this article, an user-friendly extraction method and
multistage tandem mass spectrometry were combined
to characterize oligosaccharides released from the LLO
of microalgae. This method is elaborated from previous
reported works in plants and parasites and has been vali-
dated on two xylosyltransferase mutants of the microalga
C. reinhardtii which were compared to the wild-type
cells. The oligosaccharide moiety released from the C.
reinhardtii mutant LLO was demonstrated to correspond
to a linear Glc;Man;GlcNAc, structure confirming previ-
ous results [23]. Then, the protocol has been applied to
the Pt1.8.6 strain of the diatom P. tricornutum in order
to determine the structure of its LLO-released oligosac-
charide. Such results demonstrate the adaptability of
the method described herein for further studies of LLO
extracted from other microalgae.

Results and discussion

Optimization of a protocol for the LLO precursor extraction
and characterization in microalgae

Nowadays, most of the protocols reported in the lit-
erature for LLO extractions and analyses are based on
radioactivity labelling. Cells are incubated with radio-
active >H- or !*C-labelled metabolic precursors which
are incorporated into LLO through the cell metabolism
[26-28]. This strategy allows detection and analysis of
low quantity of LLO but requires specific health and
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safety practices and cannot be performed in all laborato-
ries due to the hazard management. Moreover, as incu-
bation times with radioactive precursors are often very
short, the incorporated radioactivity may not reflect the
complete set of oligosaccharides produced by the organ-
isms and the labelled material represents minute amount
which is not compatible with a detailed structural analy-
sis of the radioactive compounds.

Here, we developed a simple protocol for LLO extrac-
tion without any radioactive labelling. In this purpose,
the LLO were optimally extracted by the combination
of two methods previously reported for 7. gondii and A.
thaliana, respectively [24, 29]. The first step of the proto-
col consisted in cell homogenization and a centrifugation
step at 10 000xg. The cell homogenization was optimized
for C. reinhardtii and P. tricornutum respectively as their
cell wall composition is completely different. The dia-
tom cells containing a more rigid cell wall require more
grinding cycles for efficient cell lysis. Therefore, in future
application, we would recommend for other microalgae
species to apply either the specie-specific cell lysis pro-
tocol if available or the one used herein for P. tricornu-
tum. It is to note that our extraction procedure does not
include lipase inhibitors. However, the PMSF used during
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the cell lysis step might help decreasing lipase activity as
previously described [30, 31]. Therefore in future applica-
tion, if low LLO-released oligosaccharides are recovered
using the protocol described here, it may be worth adding
lipase inhibitors before cell breakage to make sure that
lipase activities are not degrading the linkage between
the dolichol phosphate and the oligosaccharide. Then,
the microsomal fraction containing the LLO anchored in
the ER were recovered from the other cell components by
successive centrifugation steps at 20,000xg followed by
an ultracentrifugation step at 100,000xg. The resulting
pellet corresponding to the enriched microsomal fraction
was then collected (MP in Fig. 1). The second step cor-
responds to the LLO purification using successive solvent
extraction procedures. Finally, two different methods
have been tested in order to hydrolyze the pyrophos-
phate bond between the lipid and the oligosaccharide
of the LLO. The first one consisted in resuspending the
LLO in 0.01 M HCl in tetrahydrofuran and incubated the
sample at 50 °C for 2 h [24]. The second method involved
the hydrolysis of the LLO using 0.1 M of trifluoroacetic
acid (TFA) at 80 °C for 1 h [29]. In our hands, only the
mild acidic hydrolysis using 0.1 M of TFA gave sufficient
amount of LLO-released oligosaccharide for further

Microsomal Solvant Acid
extraction extraction hydrolysis
up
INTER
Cell extract (S1)
Low.
(Discarded) lMixA
] Dried LLO
C 20 000xg
) 30min
x3 LLO-released
Cell culture and Supernatant (52) E 0.1MTFA 80 oligosaccharide
lysis } Low °Cfor1h purification and
C 100 000vg (Discarded) lM'X 8 l permethylation
) 60min
— Lyophylization
l Mix B x3
—p
Microsomal @
pellet (MP) SPN
(Discarded) lMixc
x3
wo —°
air dried

\S

Fig. 1 Scheme summarizing the main steps of the Lipid-Linked Oligosaccharide (LLO) extraction method used in this study to extract and purify
the oligosaccharide released from LLO of microalgae. UP: upper phase; INTER: intermediate phase; LOW: lower phase; SPN: supernatant resulting
from solvent extraction, Mix: mixture; S: supernatant resulting from centrifugation; MP: microsomal pellet
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multistage tandem mass spectrometry analysis. Figure 1
summarizes the overall user-friendly protocol of LLO
extraction in microalgae. After purification of the LLO-
released oligosaccharide using a Carbograph column,
the oligosaccharide was permethylated as previously
described [32]. Permethylation of samples presents two
main analytical advantages. Firstly, permethylated oli-
gosaccharides are less polar than their native forms and
so are more efficiently ionized in MALDI and ESI [33,
34]. Secondly, this greatly facilitates the discrimination
between glycan isomers when permethylated oligosac-
charides are fragmented by collision-induced dissocia-
tion multistage tandem mass spectrometry [35-37].

Identification of oligosaccharide isolated from the LLO

of the green microalgae Chlamydomonas reinhardtii

The optimised protocol was first applied to the character-
ization of the LLO-released oligosaccharide isolated from
the LLO of two C. reinhardtii mutants which are impaired
in two different genes encoding putative xylosyltrans-
ferases (XTA and XTB) involved in the xylosylation of
complex-type N-glycans in C. reinhardtii [18, 38, 39]. In
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parallel, wild-type C. reinhardtii cells were submitted to
the same LLO extraction protocol. After extraction, mild
hydrolysis and permethylation, LLO-released oligosac-
charides of XTA, XTB mutants and wild-type have been
analyzed using MALDI-TOF-MS. The resulting mass
spectra for all three samples show a predominant ion at
m/z 2192 which was assigned to be the sodium adduct
of a HexgHexNAc, (data not shown). To gain insight
into the structural information about this LLO-released
oligosaccharide, multistage tandem mass spectrometry
(ESI-MS") experiments have been performed, as this
method has been proven to be powerful to determine
the chemical structures of polysaccharide fragments [33,
34, 37] and glycans [23, 40]. Here, the [M +2Na]*" ion
(m/z 1107.6) of HexgHexNAc, has been selected for frag-
mentation (Fig. 2). The ESI-MS” (n=2, 3 and 4) spectra
show mainly B- and Y-ion series which are fragment ions
usually observed in MS/MS analyses of oligosaccharides
[23, 37, 41]. They arise from cleavages of the glycosidic
bond with loss of either the reducing terminal portion for
B-ions or the non-reducing terminal portion for Y-ions.
Few BY- ions resulting from two glycosidic cleavages
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Fig. 2 Multistage tandem mass spectrometry analysis of the permethylated LLO-released oligosaccharide isolated from C. reinhardtii XTA mutant
(a—c) and from wild-type (d-f). ESI-MS" spectra with n=2 (aand d), n=3 (b and e and n=4 (c and f) of the [M ++ 2Na]** m/z 1107.6 precursor ion
of the permethylated HexgHexNAc, derivative isolated from either the C. reinhardtii XTA mutant or the wild-type cells. The precursor ion selected
for the fragmentation analysis is shown with a diamond and its fragmentation pattern is proposed according to Prien et al. [40]. Black square:
N-acetylglucosamine; grey circle: mannose, black circle: glucose. The fragment ions are labelled according to the nomenclature of Domon and
Costello [41]
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as well as some A-ions arising from cross ring cleav-
ages were also observed. The fragment ions are labelled
according to the nomenclature introduced by Domon
and Costello in 1988 [41]. For clarity in the figures, we
did not detail all the fragment ions observed on the MS"
spectra, but we choose to focus on those corresponding
to diagnostic transitions which allow determining the oli-
gosaccharide structure and even discriminating potential
isomers. Thus, the specific fragmentation pathway m/z
1107.6 ([M+2Na]**)— m/z 969.0 (B3")— m/z 880.4
(BgY,o) — m/z 676.4 (BgY;,) which was observed in both
mutants (Fig. 2a—c for C. reinhardtii XTA mutant and
Additional file 1 for C. reinhardtii XTB mutant) as well
as in wild-type strains (Fig. 2d—f) is consistent with the
oligosaccharide structure previously described for the
LLO of the C. reinhardtii wild-type cells [23]. Figure 3
shows the fragmentation pattern of the [M +2Na]*" ion
(m/z 1107.6) with assignments and detailed structures
of the diagnostic fragment ions. These results confirmed
the presence of a linear LLO structure in C. reinhardtii
XTA and XTB mutants as compared to the wild-type
cells. Indeed, as in wild-type, C. reinhardtii XTA and
XTB mutants accumulate a linear LLO-released oligosac-
charide containing 8 hexose and 2 N-acetylglucosamine
residues which largely differs from the Glc;ManyGlcNAc,
synthetized in most of the eukaryotes [9, 11]. The bio-
informatic analysis of C. reinhardtii genome failed
in predicting orthologous genes for ALG3, 9 and 10
responsible for the completion of the LLO synthesis into
GlczManyGleNAc,-PP-Dolichol [18, 22, 38]. Based on
these predictions, C. reinhardtii LLO-released oligosac-
charide structure should be a linear Glc,Man;GIcNAc,.
However, the MS analysis suggested the accumulation in
C. reinhardtii of a HexgHexNAc, LLO-released oligosac-
charide, thus exhibiting one additional hexose residue
than the LLO structure predicted from genomic data.
Therefore, a non-yet identified glycosyltransferase should
act on the LLO precursor to transfer this additional hex-
ose. As the specific ion transitions m/z 1107.6 - m/z
969.0 - m/z 880.4— m/z 676.4 evidenced by ESI-MS"
analyses is consistent with the linear glycan structure
depicted in Figs. 2 and 3, we proposed that LLO from C.
reinhardtii mutants exhibit a trihexyl extension which
could probably be a triglucosyl one. Glc;Man;GlcNAc,
LLO-released oligosaccharide may result from the action
of an additional glucosyltransferase adding a third glu-
cose to the LLO precursor. This hypothesis is further
supported by the prediction in the C. reinhardtii genome
of a putative alpha (1, 2) glucosidase I (GSI) [18, 22, 38].
This enzyme would be responsible for the cleavage of the
terminal glucose of the triglucosyl extension on the gly-
can precursor after its transfer onto the nascent glyco-
protein [42, 43].
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Identification of the LLO-released oligosaccharide

from Phaeodactylum tricornutum

To investigate whether the developed method would be
suitable for other microalgae species, we investigated the
oligosaccharide structure released from the LLO of the
diatom P tricornutum which has never been reported
so far in the literature. LLO was isolated using the same
protocol and its oligosaccharide moiety was cleaved from
the dolichol lipid anchor and permethylated prior to MS
analysis. MALDI-TOF mass spectrum exhibited two ions
at m/z 2804 and m/z 2820 (data not shown). They respec-
tively correspond to sodium and potassium adducts of a
Hex,;HexNAc, structure, differing by one hexose residue
from the Glc;MangGlcNAc, LLO precursor identified
in mammals and land plants [9, 11, 44]. In addition, ESI-
MS" (n=1 to 4) analyses have been performed by selecting
the [M+2Na]?* of Hex,;HexNAc, structure as a precur-
sor ion (m/z 1413.5). ESI-MS” (n=3 and 4) experiments
(Fig. 4 and Additional files 2, 3 and 4) were performed
and were consistent with the tri-antennae structure pro-
posed in Figs. 4a, 5, 6 and Additional file 2. For example,
the ESI-MS? spectrum selecting m/z 1492.7 as the inter-
mediate fragment ion (Figs. 4b, 5) showed the presence of
the discriminant fragment ions m/z 458.2 (B;Y;,Y33) m/z
662.3 (B,Y,,Y35) and m/z 866.6 (B;Y;,Y3s) of the anten-
nae a in addition to m/z 1070.6 (B;Y4,Y3p) and m/z 1274.7
(B;Y74Y3g) which are not discriminant, because the two lat-
ter can arise from the fragmentation of either the antenna
a or the di-antenna branch bc. It is worth noting that m/z
1492.7 first fragments into m/z 1274.7 by elimination of
218 u (terminal hexose residue). Then, successive losses
of 204 u (hexose residue that was linked with two other
residues) explain the ion series m1/z 1070.6, m/z 866.6, m/z
662.3 and m/z 458.2. This fragmentation pattern is charac-
teristic of the antennae a (Fig. 5). The ESI-MS? spectrum
selecting m/z 1682.5 as the intermediate fragment ion
(Figs. 4c, 6) revealed the presence of discriminant fragment
ions at m/z 852.6 and m/z 648.4 corresponding respectively
to the Hex;HexNAc and Hex,HexNAc structures arising
from the fragmentation of a branched LLO. It is worth not-
ing that m/z 1682.5 can also be assigned to the structure
depicted in the Additional file 2 that gives rise to the frag-
ment ions m/z 649.3 (B;,) and m/z 853.6 (B,,) in Fig. 4c.
The presence of a tri-antenna LLO-released oligosaccha-
ride structure was also evidenced by the ESI-MS* spectrum
showing the fragmentation pattern “m/z 1 413.5—m/z 1
057.6 — m/z 839.4— product ions (Additional file 3). The
fragment ions m/z 417.2 and m/z 621.3 can only result
from fragmentation of a branched ion m/z 839.4 (BsYs,
from antenna bc) while m/z 431.2 can only arise from
fragmentation of a linear m/z 839.4 (B,Y,,) characteristic
of antenna a. Moreover, the presence of tri-antenna was
also confirmed by complementary ESI-MS" experiments
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Fig. 4 Multistage tandem mass spectrometry analysis allowing the determination of the structure of the permethylated LLO-released
oligosaccharide isolated from the diatom P tricornutum. ESI-MS" spectra with n= 2 selecting m/z 1413.5 ((M+ 2Nal?t) as the precursor ion (a),
n=3 selecting m/z 1492.5 (IM+Na]*) as intermediate ion (b) and n=3 with m/z 1682.5 (IM+Na]™) as intermediate ion (c) of permethylated
Hex,HexNAc, derivative) isolated from P, tricornutum. On each panel, the ion selected for the fragmentation analysis is shown with a diamond and
its fragmentation pattern is proposed according to Prien et al. [40]. Black square: N-acetylglucosamine; grey circle: mannose, black circle: glucose.
The fragment ions are labelled according to the nomenclature of Domon and Costello [41]

(Additional file 4). From these data, two structures,
GlczMangGleNAc, or Gle,MangGlcNAc,, can be proposed.
The genomic analysis favors the Glc,Man,GlcNAc, for the
structure of the oligosaccharide released from the LLO.
Indeed, bioinformatics analysis of P tricornutum genome
reveals the presence of all the enzymes involved in the syn-
thesis of the precursor, except ALG10 and the GSI which
are respectively involved in the addition and removal of
the third glucose residue from the LLO precursor [16, 45].
Moreover, previous analysis of the N-glycans attached
to the endogenous proteins of P tricornutum showed a

high abundance of oligomannosidic N-glycans especially
the one composed of 9 mannose residues [16]. Thus, all
together, these results demonstrate that the structure of the
oligosaccharide released from the LLO of P, tricornutum is
a Glc,ManyGIcNAc, structure.

Conclusions

In this communication, we described a simple and user-
friendly protocol to extract and analyze the oligosaccha-
ride structure of the LLO from microalgae. This method
allows to collect enough material to perform MS detailed
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analyses, thus representing a powerful approach allowing
identification of the structure of the LLO-released oligo-
saccharide. Moreover, the contribution of multistage tan-
dem mass spectrometry to elucidate chemical structure
of complex polymers is once more comforted. The advan-
tage of this technique over radio-labelling methods is the
access to the structural identification in close details of
either known structures or those to elucidate. The valid-
ity of the method has been confirmed by comparison of
wild-type and mutant data from C. reinhardtii and the
elucidation of the LLO-released oligosaccharide struc-
ture of P. tricornutum. These results illustrate the adapt-
ability of the optimized method as it allows successful
identification of the LLO-released oligosaccharide of the
diatom, P. tricornutum as well as the one from C. rein-
hardtii which belongs to the chlorophyceae lineage. Now,
it could be conceived to use this user-friendly method
to extract and analyse the LLO-released oligosaccharide
structures in other microalgae, allowing understanding of
the evolution of the LLO.

Methods

The water used throughout the protocol was deionized
water. LC-MS grade water was purchased from Thermo-
Scientific and was used for the purification of the LLO-
released oligosaccharide. All the extraction steps up to
the mild acidic hydrolysis were performed at 4 °C.

Chlamydomonas reinhardtii cell culture and lysis

The C. reinhardtii mutant strains XTA (LMJ.
RY0402.087519) and XTB (LMJ.RY0402.118417) were
ordered from the CLIP library (https://www.chlamylibr
ary.org). Those mutants were generated by random inser-
tion of a paromomycin resistance cassette (CIB1) [46].
Cassette occupancy site in those two mutants had been
checked as recommended in [46].

One liter of C. reinhardtii cell culture was grown in
TAP medium (Tris Acetate Phosphate) at 23 °C, agitated
at 150 rpm until reaching an optical density (OD) at
680 nm of 1. A centrifugation at 4500 x g using a Beck-
man Coulter Allegra® X-15R centrifuge with SX4750A
rotor for 10 min was then performed in order to pellet the
cells. The cells were washed twice with 20 mM phosphate
buffer pH 7.4. Then, the cell pellets were resuspended
in 6 mL of 20 mM phosphate buffer pH 7.4 containing
1 mM ethylene diamine tetraacetic acid, 0.5 mM dithi-
othreitol and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF). This solution was prepared extemporaneously.
Cells were grinded using glass beads in the Lysing Matrix
D tubes (MPbiomedicals) and a homogenizer (Fast Prep-
24 5G™ High Speed Homogenizer, MPbiomedicals).
Five cycles of 30 s at 6.5 m s™" with chilling for 2 min on
ice between each cycle were performed. Samples were
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then centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4 °C and the
supernatant was transferred in ultracentrifugation tubes
(Beckman Coulter). Each remaining pellet was resus-
pended in 1 mL of the same extraction buffer and then, 5
new cycles of 30 s at 6.5 m s~ with chilling for 2 min on
ice between cycles were achieved. The resulting superna-
tants containing the cell lysate (S1) were pooled with the
previous ones.

Phaeodactylum tricornutum cell culture and lysis

One liter of Pt 1.8.6 strain (CCAP 1055/1) was grown
in sea water (33 g L™! of Instant Ocean Sel Marin, Truf-
faut) enriched with 0.1% (v/v) of Conway medium and
0.2% (v/v) of 40 g L™! sodium silicate [16] until reaching
1.107 cells mL™" The culture medium was then centri-
fuged at 4500 x g using Beckman Coulter Allegra® X-15R
(with SX4750A rotor) for 10 min to pellet the cells. The
resulting cell pellets were resuspended as described for
C. reinhardltii cells. The diatom cells were grinded using
a homogenizer (Fast Prep-24 5G™ High Speed Homog-
enizer, MPbiomedicals) and the Lysing Matrix E tubes
(MPbiomedicals) performing 6 cycles of 30 s at 6,5 m s™!
with chilling for 2 min on ice between cycles. Sam-
ples were then treated as per C. reinhardtii. The result-
ing supernatants contained the diatom cell lysate were
named S1.

Microsomal fraction preparation

S1 was centrifuged at 20,000xg at 4 °C in a Beckman
Coulter ultracentrifuge Optima™ XL-100 K for 30 min
using a type 70.1Ti rotor. The resulting pellet was dis-
carded and the supernatant (S2) was centrifuged at
100,000 g in the same conditions for 1 h. The new super-
natant (S3) was discarded and the resulting pellet con-
taining the microsomal fraction (MP) was conserved for
further LLO purification steps.

Solvent extraction
The microsomal fraction was resuspended with 400 pL of
water (LC—MS Grade, Fisher Chemical) in a glass tube,
800 pL of methanol (LC-MS Grade, Fisher Chemical)
and 1.2 mL of chloroform (ACS reagent grade, Acros
Organics) were added (1/2/3, v/v/v). The sample was
then homogenized by vortex and centrifuged at 4000xg
at 4 °C for 2 min in the Beckman Coulter Allegra® X-15R
centrifuge using the SX4750A rotor. After centrifuga-
tion, the sample exhibited a soluble upper phase (UP), an
insoluble lower phase (LOW) separated by an interphase
(INTER) (Fig. 1). The lower phase (LOW) containing pig-
ments, was gently discarded using a glass pipette.

Three mL of the mixture A (Mix A in Fig. 1) contain-
ing chloroform/methanol and 4 mM MgCl, in ultrapure
water (86/14/1, v/v/v) was then added to the remaining
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upper phase. After mixing and centrifugation at 4000xg
for 2 min at 4 °C, the lower phase was discarded. This
step was repeated 3 times to remove all pigments. The
remaining upper phase (UP, Fig. 1) was then washed
four times with 3 mL of the mixture B (Mix B in Fig. 1)
containing methanol/4 mM MgCl, in water/chloroform
(16/15/1, v/v/v). After homogenizing by vortex and cen-
trifuging (4000xg at 4 °C for 2 min), the supernatant was
discarded. This step was performed 3 times to remove
soluble proteins. Finally, the pellet partially air dried, was
re-suspended three times with 3 mL of the mixture C
(Mix C in Fig. 1) containing chloroform/methanol/water
(10/10/3, v/v/v). After homogenization by vortex and
centrifugation (4000xg at 4 °C for 2 min), the superna-
tant containing the LLO was transferred in a new glass
tube and dried with air stream.

Mild acid treatment

In order to remove the dolichol lipid moiety from the oli-
gosaccharide, dried LLO was hydrolyzed by a mild acid
treatment using 0.1 M of TFA (LC-MS grade, Thermo
Scientific) at 80 °C for 1 h. In these conditions, the gly-
cosidic bond between the dolichol phosphate and the
oligosaccharide was efficiently hydrolyzed. Released oli-
gosaccharides, later called LLO-released oligosaccharide,
were then lyophilized.

LLO oligosaccharides purification

LLO-released oligosaccharides were resuspended in
500 pL of water (LC—MS grade, Fisher Chemical) and
then purified using carbograph columns (Hypersep™
Hypercarb™ SPE Cartridges, 200 mg, 3 mL, Ther-
moFisher Scientific). First, the columns were conditioned
by successive washing with 3 mL of 1 M sodium hydrox-
ide (Laboratory reagent grade, Fisher scientific), 6 mL of
water (LC-MS grade, Fisher Chemical), 3 mL of acetic
acid 30% (v/v) Acros Organics) and finally 3 mL of water
(LC-MS grade, Fisher Chemical). These steps may be
carried out under vacuum (5 mmHg) using a Manifold.
Then, the columns were successively washed with 3 mL
of 50% acetonitrile in water (v/v) (LC-MS grade, Fisher
Chemical), 6 mL of 5% acetonitrile in water (v/v) and
finally with 6 mL of water (LC-MS grade, Fisher Chemi-
cal). The LLO-released oligosaccharide samples were
resuspended in 500 pL of water (LC-MS grade, Fisher
Chemical) and were loaded into the column. After wash-
ing with 3 mL of water and 3 mL of 5% acetonitrile in
water (v/v), LLO-released oligosaccharides were eluted
by 4 x 0.5 mL of 50% acetonitrile in 0.1 M of TFA (v/v).
The eluted fractions were recovered and were lyophilized
in glass tubes prior to permethylation.
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Permethylation

A suspension of sodium hydroxide in dimethylsulfoxyde
was prepared by grinding about 0.90 g of dried sodium
hydroxide (4 tablets) in 3 mL of dimethylsulfoxyde
(Sigma-Aldrich). 0.6 mL of this preparation was added
to the lyophilized sample. Then, 0.5 mL of iodomethane
(ACS reagent grade, Acros Organics) was added and the
sample was incubated under agitation for 1 h. One mL of
water was added to quench the reaction. One mL of chlo-
roform and 3 mL of water (LC-MS grade, Thermo Scien-
tific) were then added to the samples and mixed. When
two phases appeared clearly, the upper aqueous phase
was discarded, and 3 mL of water were added. This step
was repeated until pH was neutralized. The chloroform
phase containing permethylated glycans was then dried.

Permethylated LLO oligosaccharides purification

After permethylation, the LLO-released oligosaccharide
was purified using C18 columns (Hypersep™ C18 Car-
tridges, 200 mg, 3 mL, Thermo Fisher). Columns were
conditioned by successive washing with 5 mL of metha-
nol, 5 mL of water (LC-MS grade, Fisher Chemical),
5 mL of acetonitrile and finally with 5 mL of water (LC—
MS grade, Fisher Chemical). Permethylated sample was
resuspended in 200 pL of 80% methanol (v/v) and were
loaded on the column. Successive elutions with 2 mL of
15% (v/v), 35% (v/v) and 75% acetonitrile (v/v) were per-
formed. Permethylated oligosaccharides were recovered
in the 75% acetonitrile fraction. The resulting samples
were then dried in a Thermofisher SPD111 V SpeedVac®.
After drying, the samples were ready to be analyzed using
the Matrix Assisted Laser Desorption Ionization—Time
Of Flight Mass Spectrometry and ElectroSpray Ioniza-
tion Multistage tandem Mass Spectrometry (ESI-MS™).

Matrix assisted laser desorption ionization—mass
spectrometry (MALDI-TOF-MS)

MALDI-TOF-MS experiments were performed using
an Autoflex IIT time-of-flight mass spectrometer (Bruker
Daltonics (Bremen, Germany) equipped with a Nd: YAG
laser (355-nm wavelength), FlexControl 3.3 and FlexA-
nalysis 3.3 software package. Spectra were acquired in the
positive-ion reflector mode using a mass range m/z 500—
4000, 100 Hz laser frequency, 10 ns pulsed ion extraction
delay and 50% attenuation laser. At least 3 000 individual
spectra were averaged. The instrument accelerating volt-
age was 19 kV. External calibration of MALDI-TOF mass
spectra was carried out using singly charged monoiso-
topic peaks of angiotensin II (5 pmol pL~!), substance
P (5 pmol uL™!), ACTH 18-39 fragment (5 pmol uL™})
and insulin B (10 pmol pL™!) in the same experimental
(matrix conditions, sample deposit,...) and instrumental
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conditions (accelerating voltage, laser frequency, ion
extraction delay, attenuation laser,...) than those used
for the LLO-released oligosaccharide sample analyses.
2,5-dihydrohybenzoic acid (DHB) was used as matrix:
1 pL of sample was mixed within 1 pL of matrix solution
(10 mg mL~! in 0.1% aqueous TFA/acetonitrile (70/30:
v/v)), then 0.7 pL of the sample/matrix mixture was spot-
ted and dried onto the MALDI polished stainless-steel
target plate (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Electrospray ionization multistage tandem mass
spectrometry (ESI-MS")

ESI-MS” (n=1 to 4) experiments were performed using
a Bruker HCT Ultra ETD II quadrupole ion trap (QIT)
mass spectrometer equipped with an electrospray source,
the Esquire control 6.2 and Data Analysis 4.0 softwares
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). The ESI param-
eters were as followed: capillary and end plate voltages
respectively set at —4.0 kV and —3.5 kV in positive ion
mode, skimmer and capillary exit voltages set at 40 V
and 120 V, respectively, nebulizer gas (N,), pressure, dry-
ing gas (N,) flow rate and drying gas temperature were
10 psi, 7.0 L min~! and 300 °C, respectively. The data
were acquired using a mass range of either m/z 200-2200
range (for HexgHexNAc,) or m/z 200-2850 range (for
Hex,;HexNAc,) and using a scan speed of m/z 8100 per
second. The number of ions entering the trap cell was
automatically adjusted by controlling the accumulation
time using the ion charge control (ICC) mode (target
100,000) with a maximum accumulation time of 50 ms.
The injection low-mass cut-off (LMCO) value was m/z 90
(for HexgHexNAc,) or m/z 140 for Hex,,HexNAc, deriv-
atives. The values of spectra average and rolling average
were 6 and 2, respectively. ESI-MS” experiments were
carried out by collision-induced dissociation (CID) using
helium as the collision gas, isolation width of 1 or 1.5 m/z
unit for the precursor ions and for the intermediate ions
using a resonant excitation frequency with an amplitude
from 0.8 to 1.0 Vp-p. Sample solutions (resuspension
in 50 pL of CH;CN/H,O were infused into the source
at a flow rate of 180 uL h~! by means of a syringe pump
(Cole-Palmer, Vernon Hills, IL, USA). External calibra-
tion was performed using the ‘tuning mix’ from Agilent
Technologies (Santa Rosa, CA, USA). All mass spectra
were manually interpreted, based on literature [23, 40,
41]. The Glycoworkbench software v2.1 was used to sup-
port and confirm the assignment of the fragment ions.
The ESI-MS” spectra showed diagnostic fragment ions
resulting from the characteristic fragmentation pathways
of a specific chemical structure and consequently helped
in identifying the oligosaccharide structure according to
Prien et al. [40]. The extraction of LLO and MS analyses
have been performed at least twice independently.
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Additional files

Additional file 1. Multistage tandem mass spectrometry analyses of the
structure of the LLO-released oligosaccharide isolated from C. reinhardtii
XTB mutant by ESI-MS™ ESI-MS" spectra with n=2 (panel A), n=3 (panel
B) and n=3 (panel C) of permethylated HexgHexNAc, derivative (m/z
1107.6 corresponding to [M+2Nal** precursor ion) isolated from C.
reinhardtii XTB mutant. On each panel, the ion selected for the fragmenta-
tion analysis is shown with a diamond and its fragmentation pattern is
proposed according to Prien et al. [40]. Black square: N-acetylglucosamine;
grey circle: mannose, black circle: glucose. The fragment ions are labelled
according to the nomenclature of Domon and Costello [41].

Additional file 2. Scheme representing a fragmentation pathway comple-
mentary to the one depicted in Fig. 5. Cleavages of the glycosylic bond and
cross ring cleavages are represented by dotted lines. The fragment ions are
labelled according to the nomenclature of Domon and Costello [41].

Additional file 3. Multistage tandem mass spectrometry analyses of the
structure of the LLO-released oligosaccharide isolated from P, tricornutum.
ESI-MS" spectra with n=3 (panel A) and n=4 (panel B) of permethylated
Hex,HexNAc, derivative (m/z 1413.5 corresponding to [M+2Na** pre-
cursor ion) isolated from P tricornutum. On each panel, the ion selected for
the fragmentation analysis is shown with a diamond and its fragmentation
pattern is proposed according to Prien et al. [40]. Black square: N-acetyl-
glucosamine; grey circle: mannose, black circle: glucose. The fragment
ions are labelled according to the nomenclature of Domon and Costello
[41]. Note that loss of 204 u correspond to the elimination of a 1,2-; 1,3+
1,4- or 1,6-linked hexose residue while loss of 218 u correspond to the
elimination of a terminal hexose residue. Therefore, the successive losses
of two 218 u (m/z 1057.5 — m/z 839.4— m/z 621.3) indicate a di-antenna
ion m/z 1057.5 while the successive losses of 204 u (m/z 1057.5 — m/z
853.4— m/z 649.3) indicate a linear ion m/z 1057.5.

Additional file 4. Multistage tandem mass spectrometry analyses of the
structure of the LLO-released oligosaccharide isolated from P tricornutum.
ESI-MS" spectra with n=3 (panels A, C and E) and n=4 (panel B and D)
of permethylated Hex,,HexNAc, derivative (m/z 1413.5 corresponding to
[M 4 2Na]?* precursor ion) isolated from P. tricornutum. On each panel, the
ion selected for the fragmentation analysis is shown with a diamond and
its fragmentation pattern is proposed according to Prien et al. [40]. Black
square: N-acetylglucosamine; grey circle: mannose, black circle: glucose.
The fragment ions are labelled according to the nomenclature of Domon
and Costello [41]. Note that loss of 190 u correspond to the elimination
of a hexose residue which was linked with three other residues in the
oligosaccharide (for example, a 1,3,6-linked hexose residue). Therefore, the
successive losses of two 218 u (m/z 1247.6 — m/z 1029.5— m/z 811.5)
indicate a di-antenna ion m/z 1247.6 while the loss of 190 u followed by
successive losses of 204 u (m/z 1247.6 — m/z 1057.5— m/z 853.5— m/z
649.4— m/z 445.3) indicate a linear ion m/z 1247.6.
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Additional file 1. Multistage tandem mass spectrometry analyses of the structure of the LLO-

released oligosaccharide isolated from C. reinhardtii XTB mutant by ESI-MSn. ESI-MSn spectra

with n=2 (panel A), n=3 (panel B) and n=3 (panel C) of permethylated HexsHexNAc

derivative (m/z 1107.6 corresponding to [M + 2Na]?* precursor ion) isolated from C. reinhardtii

XTB mutant. On each panel, the ion selected for the fragmentation analysis is shown with a

diamond and its fragmentation pattern is proposed according to Prien et al. [40]. Black square:

N-acetylglucosamine; grey circle: mannose, black circle: glucose. The fragment ions are

labelled according to the nomenclature of Domon and Costello [41].
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Additional file 2. Scheme representing a fragmentation pathway complementary to the one
depicted in Fig. 5. Cleavages of the glycosylic bond and cross ring cleavages are represented

by dotted lines. The fragment ions are labelled according to the nomenclature of Domon and
Costello [41].
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Additional file 3. Multistage tandem mass spectrometry analyses of the structure of the LLO-
released oligosaccharide isolated from P. tricornutum. ESI-MSn spectra with n =3 (panel A)
and n =4 (panel B) of permethylated Hexi:HexNAc; derivative (m/z 1413.5 corresponding to
[M + 2Na]?* precursor ion) isolated from P. tricornutum. On each panel, the ion selected for
the fragmentation analysis is shown with a diamond and its fragmentation pattern is proposed
according to Prien et al. [40]. Black square: N-acetylglucosamine; grey circle: mannose, black
circle: glucose. The fragment ions are labelled according to the nomenclature of Domon and
Costello [41]. Note that loss of 204 u correspond to the elimination of a 1,2-; 1,3-; 1,4- or 1,6~
linked hexose residue while loss of 218 u correspond to the elimination of a terminal hexose
residue. Therefore, the successive losses of two 218 u (m/z 1057.5 - m/z 839.4 > m/z 621.3)
indicate a di-antenna ion m/z 1057.5 while the successive losses of 204 u (m/z 1057.5 > m/z
853.4 > m/z 649.3) indicate a linear ion m/z 1057.5.
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Additional file 4. Multistage tandem mass spectrometry analyses of the structure of the LLO-
released oligosaccharide isolated from P. tricornutum. ESI-MSn spectra with n = 3 (panels A, C
and E) and n=4 (panel B and D) of permethylated HexiiHexNAc, derivative (m/z 1413.5
corresponding to [M + 2Na]?* precursor ion) isolated from P. tricornutum. On each panel, the
ion selected for the fragmentation analysis is shown with a diamond and its fragmentation
pattern is proposed according to Prien et al. [40]. Black square: N-acetylglucosamine; grey
circle: mannose, black circle: glucose. The fragment ions are labelled according to the
nomenclature of Domon and Costello [41]. Note that loss of 190 u correspond to the
elimination of a hexose residue which was linked with three other residues in the
oligosaccharide (for example, a 1,3,6-linked hexose residue). Therefore, the successive losses
of two 218 u (m/z 1247.6 > m/z 1029.5 > m/z 811.5) indicate a di-antenna ion m/z 1247.6
while the loss of 190 u followed by successive losses of 204 u (m/z 1247.6 > m/z
1057.5 > m/z 853.5 - m/z 649.4 > m/z 445.3) indicate a linear ion m/z 1247.6.

142

158



159



160

B. Analyse structurale des N-glycannes oligomannosidiques
synthétisés chez la diatomée P. tricornutum

Ce second chapitre de résultats, présenté sous la forme d’un article scientifique en
préparation, décrit l'analyse structurale détaillée des isomeres des N-glycannes
oligomannosidiques synthétisés chez P. tricornutum. Une analyse structurale plus poussée de
la structure du MansGIcNAc; a été réalisée afin de déterminer si celui-ci posséde une structure
stéréochimique identique a celle de I'isomére MansGIlcNAc; dit « canonique » qui est le
substrat accepteur de I'enzyme golgienne GnT | chez les mammiferes. Cet article sera soumis

dans le journal « Analytical Chemistry ».

Chez la majorité des eucaryotes, les voies de la N-glycosylation aboutissent a la
synthése dans le RE d’un N-glycanne de type oligomannosidique de structure MangGIlcNAc;
identique chez les mammiferes, les insectes et les plantes. Ce N-glycanne est ensuite
transformée par I’élimination de résidus mannose par la Man | formant successivement des
structures MangGIlcNAcz, ManzGIcNAc; et ManeGIcNAc, existant chacune sous la forme de
plusieurs isomeéres. La derniere étape réalisée par la Man | aboutit normalement a la
formation d’un N-glycanne dit « canonique » de type MansGIcNAc; qui est le précurseur de la

synthése des N-glycannes complexes chez la majorité des eucaryotes.

Dans ce chapitre de résultats, nous avons d’abord voulu identifier les différents
isoméres des N-glycannes oligomannosidiques synthétisés par la diatomée. Ces analyses
structurales ont été réalisées en combinant les approches de spectrométrie de masse, ESI-
MS" et IMS-MS, et en comparant la structure des N-glycannes oligomannosidiques de P.
tricornutum avec les structures des N-glycannes oligomannosidiques de la ribonucléase B
bovine. Cette approche a permis de déterminer la structure d’'un isomeére unique pour les N-
glycannes oligomannosidiques, MansGIlcNAc; et MansGIcNAc;, structures identiques a celles
retrouvées chez les mammiferes (Fu et al., 1994). Ces analyses ont également déterminé que
les N-glycannes de type MansGIcNAc;, Man;GlcNAc; et MansGIcNAc, peuvent exister sous la

forme de plusieurs isoméres au sein de la diatomée.
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L’analyse structurale détaillée réalisée sur le MansGIcNAc; a permis de montrer que,
contrairement a d’autres microalgues qui synthétisent un Man 5 linéaire (Vanier et al., 2017 ;
Lucas et al., 2020), P. tricornutum synthétise un Man 5 « canonique » substrat accepteur de
I’enzyme golgienne GnT I. La formation de cet isomeére « canonique » est primordiale comme
base moléculaire pour la synthése des N-glycannes complexes chez I’'Homme mais aussi chez

la diatomée dans I'optique de I’'humanisation de ses voies de la N-glycosylation des protéines.
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Abstract

Proteins from microalgae carry N-linked glycans that result from the transfer and
processing of a lipid-linked oligosaccharide precursor onto the protein in the
endoplasmic reticulum (ER) and then processing of the protein N-glycan in the Golgi
apparatus as reported for other eukaryotic cells. This maturation processing gives rise
to a wide diversity of N-glycan structures including oligomannosides derived from the

trimming of the precursor. Microalgae are currently considered as emerging expression
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systems for the production of recombinant proteins useful for therapeutic applications
in human. In this context, evaluation of microalgae-made biopharmaceuticals, which
are often glycoprotein-based pharmaceuticals products, will require efficient analytical
methodologies dedicated to the profiling of the recombinant protein N-glycosylation.
Moreover, to ensure a good batch-to-batch reproducibility of the biopharmaceuticals
produced in microalgae, a good understanding of the regulation of their N-glycosylation
pathway is necessary. Herein, we described the profiling of the oligomannosides
isolated from the diatom Phaoedactylum tricornutum that has already been used
successfully to produce functional recombinant monoclonal antibodies. In this work,
the combination of lon Mobility Spectrometry—Mass Spectrometry (IMS-MS) and
Electrospray lonization-multistage tandem mass spectrometry (ESI-MS") allows us to
decipher the structural features of the isomers of oligomannosides synthezised by the

diatom.

Introduction

N-linked glycosylation is the most common eukaryotic post-translational modification
of secreted proteins’. It results from the attachment of an oligosaccharide onto the
asparagine residues belonging to the consensus sequence Asn-X-Ser/Thr/Cys with X
being any amino acid except proline?345. This process starts in the endoplasmic
reticulum (ER) with the biosynthesis of a lipid-linked oligosaccharide (LLO) precursor
composed of a GlcsMangGIcNAc, oligosaccharide linked to a membrane-anchor
dolichol pyrophosphate (Dol-PP). This LLO is then, enzymatically transferred onto the
asparagine residue of the N-glycosylation site of the nascent proteins through the
action of the oligosaccharyltransferase (OST)®. Trimming of glucose residues together
with the interactions between the glycoprotein and ER-resident chaperones ensure the
folding and quality control of the glycoprotein’. The glycoproteins then enter the Golgi
apparatus where their N-glycans are processed through the action of the a-
mannosidase | into a unique canonical MansGIcNAc2 (Man-5). Subsequently, N-
acetylglucosaminyltransferase | (GnT ), an a-mannosidase |l and a N-
acetylglucosaminyltransferase Il (GnT Il) give rise to the GIcNAc2MansGIcNAc: core,
which is common to mammals, insects and land plants®®'°. This core undergoes
further processing into organism specific complex-type N-glycans that are involved in

multiple essential physiological and biological functions™".
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Nowadays, protein N-glycosylation in microalgae is gaining an increasing
interest. Several publications have reviewed the use of microalgae for the production
of biopharmaceuticals' %> |n this marine biotech context, the understanding of
the N-glycosylation pathway in microalgae becomes crucial as the production of
recombinant proteins for therapeutic applications in human will require the engineering
of the microalgal endogenous N-glycosylation pathway for the production of
biopharmaceuticals exhibiting human-compatible N-glycans'”-'®'°. Recent scientific
articles describing the structure of N-glycans from different microalgae species have
revealed that these unicellular organisms synthesize a wide diversity of N-glycan
structures, far exceeding those of plant and insect cells °. Indeed, in addition to
oligomannosides ranging from Man-5 to MangGIcNAc. (Man-9) that result from the
trimming of the ER LLO precursor, microalgae synthesize mature oligosaccharides
consisting of a Man2GIcNAc2 (Man-2) to Man-5 core substituted with various pentoses
(Xylp, Arap, Araf), hexoses (Galp, Galf, Fucp, GIcNAcp) and O-methyl
groups?0:2122,23,24,25,26,21.28 \oreover, differences in the ER processing of LLO have been
predicted in the different microalgae species?®. It was also demonstrated that the green
microalgae Chlamydomonas reinhardtii and the diatom Phaoedactylum tricornutum
synthesize respectively truncated GlcsMansGIcNAc, and GlcoMangGIcNAc, LLO
oligosaccharides instead of the GlcsMangGIcNAc: found in mammals, insects, yeast
and plants®. With regards to oligomannosides, microalgae synthesize various isomers
that rely on the structure of the LLO precursor from which they derived and the
specificity of a-mannosidases involved in their timming. As an example, the green
microalga C. reinhardltii proteins carry a linear Man-5 that possess a Mana1-2Mana1-
2Man trimannosyl sequence o(1,3)-linked to the p—Man of the core instead of the
canonical Man-5 isomer observed in plants, insects and mammals®*°. A mixture of
Man-5 isomers have also been identified in Chlorella vulgaris®.

Among microalgae species, the diatom P. tricornutum appears as one of the
most promising expression systems investigated for the production of
biopharmaceuticals such as monoclonal antibodies. Indeed, functional monoclonal
antibodies directed against viruses have been efficiently produced in P.
tricornutum?'323%3_ Consistently with the N-glycan profile identified on total P.
tricornutum protein extracts?, the diatom-made monoclonal antibodies carry N-linked

oligomannosides ranging from Man-5 to Man-9%. The presence of such N-glycans on
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the algae-made monoclonal antibodies might alter their effector functions, thus leading
to a possible decrease of its efficacy in human immunotherapy. Furthermore, the
presence of oligomannosides on the algae-made antibodies might increase its in vivo
clearance due to the binding to the macrophage mannose receptor in the liver®.
Therefore, as far as production of biopharmaceuticals exhibiting human-compatible N-
glycans is concerned in this diatom, the engineering of its endogenous N-glycosylation
pathway would require that P. fricornutum is able to process oligomannosides into a
canonical Man-5 oligomannoside. Indeed, this canonical Man-5 isomer is substrate
for the GnT |1, the first Golgi transferase that initiate the synthesis of the
GlcNAcz2Man3sGIcNAc, core in mammals™. P. tricornutum oligomannosides may exist
as multiple positional isomers depending on the glycosidic linkages between
constitutive a-Man residues. As a consequence, analytical strategies are required for
the detailed profiling of the oligomannoside populations either for the understanding of
their ER and Golgi biosynthesis in P. tricornutum and for the evaluation of appropriate
strategies for their glyco-engineering into human-like N-glycan structures.
Discrimination between those oligomannoside positional isomers is highly challenging
because they are closely related structures and are usually available only in very low
amounts. In this context, mass spectrometry appears as a suitable sensitive
methodology which allows the structural characterization of oligosaccharide mixtures
using tandem mass spectrometry (MS/MS). For instance, multistage tandem mass
spectrometry (ESI-MS") analyses of N-glycans from the ribonuclease B was
demonstrated to be able to structurally differentiate the three isomers of Man-7 and
Man-8%6. Since a few years, the coupling of ion mobility spectrometry to mass
spectrometry (IMS-MS) also permitted the characterization of numerous biological
compounds as well as isomers differentiation. Moreover, this technique allows the
experimental determination of collision cross sections (CCS) of ions in a specific buffer
gas. These CCS are specific chemical descriptors that can be used to increase the
confidence in the structural identification of complex molecules®’. Herein, we described
the structural analysis of the oligomannosides ranging from Man-5 to Man-9
synthesized by P. tricornutum by combination of lon Mobility Spectrometry—Mass
Spectrometry (IMS-MS) and Electrospray lonization-multistage tandem mass
spectrometry (ESI-MS").
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Results and discussion

The diatom P. tricornutum synthesizes a canonical MansGIcNAc:

N-glycans were released from P. tricornutum proteins using PNGase F and then
labelled with 2-aminobenzamide (2AB). Then, the sample was divided in two parts,
one being permethylated®. First, the 2AB derivatives of the diatom Man-5
oligomannoside was analyzed by IMS-MS, an analytical method which allows the
separation of oligosaccharide isomers?430:39404142 The jon mobility of the [M + Na]*
adduct of 2AB Man-5 was compared to the ion mobilities of 2AB derivatives of the
canonical Man-5 isolated from the bovine ribonuclease B and of the linear 2AB Man-5
prepared from C. reinhardtii total endogenous proteins (Figure 1 A). The canonical
Man-5 isolated from the bovine ribonuclease B and the linear Man-5 structures from
C. reinhardtii are displayed in Figure 1C3%43, As shown in Figure 1A, the canonical 2AB
Man-5 from bovine ribonuclease B and the Man-5 derivative from P. tricornutum
proteins exhibited a unique ion mobility with a drift time tp of about 11.55 +/- 0.03 ms.
This suggested that they share the same structure. In contrast, linear 2AB Man-5 from
C. reinhardtii exhibited a tp of 10.25 +/- 0.03 ms. Similar results were observed when
the analysis by IMS-MS was performed on the [M + 2Nal?* ion of permethylated 2AB
Man-5 derivative from P. tricornutum as compared to the canonical Man-5 isolated
from the bovine ribonuclease B and the linear Man-5 structures from C. reinhardtii
(Figure 1 B). Indeed, as observed for non-permethylated 2AB Man-5 derivatives,
permethylated 2AB Man-5 from bovine ribonuclease B and P. tricornutum proteins
exhibited similar ion mobilities differing from the one recorded for the linear C.
reinhardtii permethylated 2AB Man-5 (Figure 1B).
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Figure 1. Drift time (tp) recorded by lon Mobility Spectrometry—Mass Spectrometry
(IMS-MS) of non-permethylated (A) and permethylated (B) 2AB Man-5 derivatives
isolated from P. tricornutum, bovine ribonuclease B and C. reinhardtii proteins.
[M+Na]" ions were analyzed for non-permethylated 2AB Man-5 derivatives whereas tp
for permethylated 2AB Man-5 derivatives were recorded for [M+2NaJ?* ions. (C)
Structures of the canonical (middle) Man-5 N-linked to bovine ribonuclease B and the

linear Man-5 as described in C. reinhardtii (bottom), respectively.

Experimental collision cross section (CCS, Q) values of non-permethylated and
permethylated 2AB derivatives were determined by IMS-MS using dextran oligomers
as references**. CCS are useful structural descriptors which provide information about
the shape and size of ions in a buffer gas. In metabolomics or lipidomics studies, CCS
are always used to increase the confidence in compound identification*®4647,
Moreover, it has been reported that isomers of oligosaccharides can be identified
based on their CCS37484950  Figure 2 showed that permethylated 2AB Man-5
derivatives present higher CCS values than non-permethylated 2AB Man-5 due to the

increase of the glycan size by methylation of hydroxyl groups. Data presented in Figure
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2 also indicated that canonical permethylated 2AB-Man-5 are more compact than
linear permethylated 2AB-Man-5 whereas the opposite behavior is observed for non-

permethylated samples.
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Figure 2. Collision cross sections (CCS, () determined in nitrogen by ion mobility
spectrometry-mass spectrometry (IMS-MS) of permethylated (A; [M + 2NaJ?* adduct)
and non-permethylated (B; [M + Na]" adduct) 2AB Man-5 isolated from bovine

ribonuclease B, P. tricornutum and C. reinhardltii proteins.

Data recorded by IMS-MS suggested that P. tricornutum proteins carry a
canonical Man-5 isomer. For confirmation, the structure of P. tricornutum Man-5 isomer
was further investigated by ESI-MS" with n = 2, n = 3 and n = 4. Fragmentation pattern
of the doubly charged [M + 2Na]?* ion of permethylated 2AB-Man-5 (m/z 882) from P.
tricornutum revealed a fragmentation pattern m/z 882 — m/z 1302 — m/z 866 — m/z
648 that is specific for the canonical isomer of permethylated 2AB Man-5 (Figure 3).
Similar pattern of fragmentation was observed for [M + 2Nal?** precursor ion of
permethylated 2AB Man-5 obtained from bovine ribonuclease B* (Supplemental
Figure 1B) and differed from the ESI-MS" fragmentation pattern of the linear sequence
permethylated 2AB Man-5 obtained from C. reinhardltii proteins. Taken together, IMS-
MS data recorded for both non-permethylated and permethylated 2AB Man-5
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derivatives as well as ESI-MS" fragmentation patterns determined for permethylated
2AB Man-5 derivatives demonstrated that P. tricornutum proteins carry a unique
canonical Man-5 oligomannoside as reported in the literature for mammal, insect and

plant cells®®°1°
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Figure 3. Fragmentation pattern for m/z 882.6 precursor ion ([M+2NaJ?*) and
multistage tandem mass spectra (n= 2, 3 and 4) of permethylated 2AB Man-5

derivative isolated from P. tricornutum proteins.

Structural analysis of the P. tricornutum oligomannoside population

The structural analysis of P. tricornutum oligomannosides was then extended to
Man-6 to Man-9. Analysis of the whole diatom population was investigated by IMS-MS
taking advantage of data recorded for Man-5 to Man-9 oligomannosides isolated from
bovine ribonuclease B, which structures have been already reported364351 The
experimental CCS determined by IMS-MS using nitrogen as buffer gas showed that
values from P. tricornutum oligomannosides were very close to those from bovine
ribonuclease B oligomannosides suggesting that both oligomannoside populations are
similar (Table 1). Similar observation and conclusion can be drawn from experimental

CCS recorded in helium as buffer gas (Supplemental Table 1).

Table 1: Experimental CCS ("WCCSn.— nz) determined for permethylated 2AB
derivatives of Man-5 to Man-9 oligomannosides isolated from P. tricornutum proteins

and from the bovine ribonuclease B2,

Permethylated [M+2Na]** Q2 (A?)

2AB derivatives (m/2) Ribonuclease B P. tricornutum
Man-5 882.5 456.0 455.6
Man-6 984.6 494.0 492.8
Man-7 1086.7 528.9 527.8
Man-8 1188.7 561.1 560.0
Man-9 1290.8 595.1 591.3

The presence of positional isomers for each oligomannoside was investigated
by measuring the ion mobility peak width (full width at half maximum, FWHM) that has
been recently reported as a new isomeric descriptor®3®4. In fact, the presence of
isomers or conformers can be detected based on the peak broadening recorded in the

ion mobility spectrum. FWHM for permethylated 2AB Man-5 to Man-9 ion mobility
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peaks were extracted from each ion mobility peaks according to the method previously
described for other classes of compounds®%4. It has been reported that bovine
ribonuclease B, used as a reference in this study, is N-glycosylated by unique isomers
of Man-5 and Man-9 respectively, whereas different positional isomers of Man-6, Man-
7 and Man-8 have been structurally characterized by proton NMR** and mass
spectrometry coupled to Liquid Chromatography3¢5'. The plots of FWHM (Atp1/2)
values in function of drift time tp for permethylated 2AB derivatives of bovine
ribonuclease B oligomannosides present higher values of FWHM than expected
(considering the sole diffusion phenomenon), especially for the Man-6, Man-7 and
Man-8 (Figure 4A). Thus, in contrast to Man-5 and Man-9 that both exist as unique
isomer (smaller Atp1,2), the higher Atp12 observed for Man-7 and Man-8 is likely due to
the presence of three positional isomers for these oligomannosides3¢435!. As shown
in Figure 4, data recorded for bovine ribonuclease B and P. tricornutum
oligomannosides are similar. It can thus be concluded that Man-5 and Man-9
oligomannoside derivatives synthesized in P. tricornutum exist as single isomers while

this diatom synthesizes different positional isomers of Man-6, Man-7 and Man-8.

A Ribonuclease B B P. tricornutum
number of mannose residue number of mannose residue
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Figure 4. Full width at half maximum (FWHM, Atp1,2) according to the drift time (tp) for
permethylated 2AB Man-5to Man-9 isolated from (A) bovine ribonuclease B and (B) P.

tricornutum. n: number of mannose residues.

The observed weak peak broadening for Man-6 is likely due to the presence of
minor isomers together with a major one (Figure 4B). The structure of the main Man-6
isomer was investigated by ESI-MS" and compared to the Man-6 of the bovine
ribonuclease B (Table 1). ESI-MS" patterns of the doubly charged [M + 2NaJ?* ion of
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the permethylated 2AB-Man-6 (m/z 984.6) from P. tricornutum proteins and bovine
ribonuclease B revealed similar fragmentation patterns m/z 984.6 — m/z,1506.9 —
m/z 880.5 (or — m/z 866.5 ) corresponding to the fragmentation of the Man-6 isomer

reported in Figure 5 (Supplemental Figure 2).

By BTy

Man-5 Man-6 Man-7 (38%) Man-7(38%) Man-7(24%)
Man-8 (84%) Man-8 (6%) Man-8 (10%) Man-9

Figure 5. Structures of main oligomannosides N-linked to bovine ribonuclease B
according to *3. Same structures were determined for Man-5, Man-6 and Man-9 (in

black boxes) isolated from P. tricornutum proteins.

Conclusion

Structures of oligomannosides from P. tricornutum proteins were investigated by IMS-
MS and ESI-MS" using glycans N-linked to bovine ribonuclease B as references. lon
mobility spectrometry - mass spectrometry has previously been reported as a very
efficient methodology for the analysis of glycan structural isomers allowing the
separation and identification of closely related structures3®40414248  The structural
analysis of Man-5 from P. tricornutum proteins clearly demonstrated that this diatom
synthesizes a unique canonical MansGIcNAc2 isomer as observed in mammals (Figure
5). This result is consistent with the expression in P. tricornutum of a GnT | that is
supposed to transfer a terminal GIcNAc residue specifically on this canonical Man-5
oligomannoside. This suggests that this diatom is able to initiate the processing of
oligomannosides into complex type N-glycans as in other eukaryotes. Structures for

Man-6 to Man-9 oligomannosides N-linked to P. tricornutum proteins could also be
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proposed based on the determined CCS values and FWHM measurement of the
signals recorded in IMS-MS. This study demonstrated for the first time that
oligomannosides Man-5, as well as Man-9, N-linked to P. tricornutum proteins are
single isomers. On the other hand, Man-6, Man-7 and Man-8 appear to present
different isomers as observed for the oligomannosides isolated from bovine
ribonuclease B. Electrospray lonization-multistage tandem mass spectrometry of Man-
6 major isomer from P. tricornutum suggested a N-glycan structure that is identical to

the Man-6 structure reported for bovine ribonuclease B.

Experimental section

Materials

Bovine ribonuclease B was from Sigma (R7884). Flavobacterium meningosepticum
PNGase F produced in E. coli was from Roche (NGLY-RO0). All buffer, solvent and

reagents were LC-MS grade.

N-glycans preparation.

Total proteins from P. tricornutum were extracted as previously described elsewhere®.
After extraction, the protein extract was spin down during 30 min at 15,000g. The
supernatant was dialyzed 24h against water using a molecular cut-off of 6 to 8,000 Da.
After dialysis, above 10 mg of proteins from P. tricornutum were freeze dried prior to
deglycosylation using the Peptide N-glycosidase F (PNGase F) as previously
reported®. One mg of bovine ribonuclease B was digested and then treated in parallel
to the P. tricornutum samples. Deglycosylated proteins were then precipitated with 4V
of Ethanol at -20°C during 24h. Samples were then spin down at 20,000 g during 15
minutes. The supernatant containing the ethanol soluble compounds such as the
released N-glycans were dried. The N-glycan fractions from C. reinhardtii were

prepared as previously reported in the literature?30.

N-glycans derivatization.

The free N-glycans were then labelled with 2-aminobenzamide (2AB) according to the
literature®®. Excess of reagent was removed using a cartridge D1 from Ludger
according to the manufacturer's instructions. Permethylation of samples was
performed as described in the literature®®. Permethylated 2AB-labelled N-glycans were

finally clean-up as reported in °” prior to IMS-MS and ESI-MS" analyses.
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IMS-MS

The ESI-IM-MS experiments were performed using a Waters SYNAPT G2 hybrid
quad-rupole/HDMS instrument equipped with an ESI LockSpray™source, the
MassLynx 4.1 and the Drift Scope 2.2 softwares (Waters, Manchester, UK). The
SYNAPT HDMS system was calibrated using sodium formate cluster ions (2 mg.mL™")
and operated in ‘V’ resolution mode (resolution 20,000 FWHM). The ESI parameters
were in positive ion mode: capillary voltage, 3.1 kV; sample cone voltage, 70 V; source
temperature, 90 °C; desolvation temperature, 300 °C; desolvation gas flow (N2), 700
L.h~". The data were acquired using a 50-2000 m/z range with 1 s scan time and 0.02
s interscan delay. Sample solutions were infused into the source at a flow rate of 400
uL.h™' with a syringe pump (Cole-Palmer, Vernon Hills, lllinois, USA). The IMS
conditions were: gas flow (N2), 90 mL.min™"; IMS cell pressure, 2.98 mbar; IMS
traveling wave height voltage, 40 V and T-wave velocity, 550 m.s™" in the case of 2AB
glycans and 700 ms™" for permethylated 2AB derivatives. Helium gas flow was 180
mL.min”". IMS wave delay was 450 us. Data were recorded from three independent
preparations of N-glycans.

As previously mentioned, IM-MS not only afforded two dimensional ion separation*#48,
but provided information about the three-dimensional structures of ions through their
collision collision cross-section (CCS, Q)*47:4860_ |ndeed, gas phase separation of ions
occurs when ions migrate under the influence of an electric field in an ion mobility (IM)
device containing a buffer gas (He, N2, ...). Depending on their charge, shape and size
(related to Q) the ion migrate at different velocities and pass through the IM cell at

different drift times (ta). The ion velocity (v) is related to the ion mobility (K) by equation

(1):

vy _ L
K_E_tdE (1)

where E is the electric field and L the length of the IM cell.

The ion mobility K is also related to Q in a definite buffer gas according to equation

@
K_3£X (l_l_l)x 2_1'[)( T xmxl (2)
" 16N m M kpT ~ 27315 P~ Q
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where ze is the ion charge, m and M are respectively the mass of the ion and of the
buffer gas, ks is the Boltzmann constant, N, P and T are the number density, the
pressure and the temperature of the buffer gas.

Thus, in uniform electric field (drift tube ion mobility, DTIMS), the CCS can be

determined directly from the drift time ty4, according to the Mason-Schamp equation

(3)61:
1321‘3 \’ \’kz | 273. 15 X tdL ( )
b

In TWIMS cells, the electric field is not constant and uniform. The equation (3) is not

applicable and the relation between tq and Q is then expressed by the equation (4)%8:

_ 3ze 2T B
~ 16N \/ «/kb X 27315 X Atq (4)

where A and B are the correction factors related to the electric field E and to the

compensation of the non-linearity of E, respectively.

This relation can be simplified to equation (5):

.Q.' = A,tdB (5)
) 3 2 760 T
where A =—x [Ex22x x A
16N kT P 273.15
, Q Q
and Q= === /i,
ze (m+M)

To obtain CCS of an analyte ion, the coefficients A' and B need to be determined via
the calibration of the TWIMS cell using reference compounds of known CCS,
previously determined using DTIMS devices. These reference ions must exhibit the
same charge state as analyte ion. Various calibrating substances are available which
CCS have been reported either in helium or in nitrogen*®62, Note that experimental
collision cross section determined with a TWIMS cell can be labelled as ™" CCS, and
more precisely as "WCCSn2—He When estimated in helium and as "WCCSn2—n2 When
estimated in nitrogen as recommended®®.

Correlating measured drift time (ts) of calibrant ions with corresponding reduced
collision cross section '’ according to Smith et al. method permit to plot a calibration
curve Ln Q’ =LnA' + BLnty.

In our case, two sets of TWIMS cell calibration were performed, the first to determine
TWCCS of non-permethylated 2AB labelled glycans for which [M+Na]* adducts of
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dextran were used, the second to determine "CCS of permethylated 2AB derivatives
for which [M+2Na]?* ions of dextran were used.

The drift times of both sample and reference ions were accurately determined by fitting
the extracted ion mobility spectra with a Gaussian regression (OriginPro 2016 b9.3.226

software, OriginLab).

ESI-MS" analysis

Permethylated N-glycans were analyzed by ESI-MS" (n = 2 to 3) using a Bruker HCT
Ultra ETD II quadrupole ion trap (QIT) mass spectrometer equipped with the Esquire
control 6.2 and Data Analysis 4.0 softwares (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
The ESI parameters, in positive ion mode, were as followed: capillary voltage set at
-3.5kV, end plate offset at -500 V, skimmer and capillary exit voltages set at 40 V and
200 V, respectively, nebulizer gas (N2), pressure, drying gas (N2) flow rate and drying
gas temperature were 10 psi, 7.0 L min~" and 300 °C, respectively. Helium pressure in
the ion trap was 1.3 107 mbar. The data were acquired using a 200—-2200 m/z range,
using a scan speed of 8100 m/z per second. The number of ions entering the trap cell
was automatically adjusted by controlling the accumulation time using the ion charge
control (ICC) mode (target 100,000) with a maximum accumulation time of 50 ms. The
injection low-mass cut-off (LMCOQO) value was m/z 120. The values of spectra averages
and rolling average were 6 and 2. ESI-MS" experiments were carried out by collision-
induced dissociation (CID) using helium as the collision gas, isolation width of 1 m/z
unit for the precursor ions and 2 m/z unit for the intermediate ions using a resonant
excitation frequency with an amplitude from 0.8 to 0.9 Vp—p. Sample were
resuspended in 100 pL of CH3OH/H20, 1/1, v/v and then diluted twice or 100-fold in
the same solvent system for P. tricornutum and Ribonuclease B, respectively. The final
solutions were infused into the source at a flow rate of 180 yL.h™" by means of a syringe
pump (Cole-Palmer, Vernon Hills, IL, USA). External calibration was performed using
the ‘tuning mix’ from Agilent Technologies (Santa Rosa, CA, USA). All mass spectra
were manually interpreted, based on literature*®3662, The Glycoworkbench software

v2.1 was used to support and confirm the assignment of the fragment ions.
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Supplemental Table 1: Experimental CCS ("WCCSn2>—He) determined for
permethylated 2AB Man-5 to Man-9 oligomannoside from P. tricornutum proteins and

Ribonuclease B.

Permethylated [M+2Na]* Qe (A?)

2AB derivatives (m/z) Ribonuclease B P. tricornutum
Man-5 882.5 343.8 3443
Man-6 984.6 391.7 390.3
Man-7 1086.7 4353 435.6
Man-8 1188.7 479.0 478.9
Man-9 1290.8 523.5 522.3

1087 4$1 648
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1305 5% 866— 676
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Supplemental Figure 1. (A) Scheme representing the fragmentation patterns for m/z
882.6 precursor ion ([M+2Na]?*) of canonical 2AB-Man-5. (B) ESI-MS" spectra (n= 2,
3 and 4) of permethylated 2AB-Man-5 derivatives prepared from bovine ribonuclease
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Supplemental Figure 2. (A) ESI-MS" (n= 2, 3 and 4) of m/z 984.6 precursor ion
([M+2Naj?*) of permethylated 2AB-Man-6 derivative isolated from (A) bovine

ribonuclease B and (B) P. tricornutum proteins.
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C. Tentative d’humanisation de la voie de la N-glycosylation
chez |la diatomée P. tricornutum

Comme rappelé dans I'Introduction, des anticorps monoclonaux fonctionnels dirigés
contre des virus ont été produits avec succes chez la diatomée P. tricornutum (Hempel et al.,
2011 ; Hempel and Maier, 2012 ; Vanier et al., 2015 ; Hempel et al., 2017). Ces travaux ont
également montré que ces anticorps monoclonaux produits par P. tricornutum portent des
structures oligomannosidiques de types ManoGIcNAc, a MansGIcNAc, a l'instar des N-
glycannes majoritairement identifiés sur les protéines de cette microalgue (Baiet et al., 2011 ;
Vanier et al., 2015). Si P. tricornutum est donc apte a glycosyler des protéines recombinantes
destinées a la thérapie humaine, les N-glycannes portés par les anticorps recombinants
produits dans cette microalgue ne sont pas adaptés pour certaines applications
thérapeutiques. En effet, comme évoqué dans l'introduction bibliographique, les 1gG
humaines portent majoritairement des N-glycannes bi-antennés nécessaires a I’acquisition de
certaines de ses fonctions biologiques (voir le chapitre Il. C. de I'Introduction).

L'absence de maturation des N-glycannes oligomannosidiques décorant les
glycoprotéines de la diatomée P. tricornutum pose question. En effet, comme indiqué dans le
chapitre VI. B. de I'Introduction, plusieurs travaux publiés montrent que P. tricornutum
possede une machinerie enzymatique capable de maturer dans |'appareil de Golgi les N-
glycannes oligomannosidiques des protéines en N-glycannes complexes. Ainsi, Baiet et al.,
2011 ont identifié par homologies de séquences plusieurs génes de glycosyltransférases
putatives impliquées dans les processus de N-glycosylation des protéines dans le génome de
P. tricornutum. Les fonctionnalités de certains acteurs protéiques de la voie de la N-
glycosylation chez P. tricornutum ont été démontrées. Par exemple, I'activité de la GnT |,
enzyme responsable de l'initiation de la formation des N-glycannes complexes, a été
démontrée par complémentation fonctionnelle chez le mutant CHO lec1 déficient en cette
activité (Baiet et al., 2011). De plus, des travaux récents ont permis de caractériser la
fonctionnalité d’un transporteur golgien de GDP-fucose et celle dune o(1,3)-
fucosyltransférase (o.(1,3)FuT) chez P. tricornutum (Zhang et al., 2019). |l est intéressant de
noter que les transférases GnT | et a(1,3)FuT sont localisées dans les mémes saccules médial-

trans de I'appareil de Golgi de la microalgue (Zhang et al., 2019). De plus, les analyses bio-



189

informatiques réalisées par Baiet et al., 2011 ont montré la présence d’'un géne codant une
(1,2)-xylosyltransférase putative qui pourrait étre responsable du transfert des résidus
(1,2)-xylose sur le core du N-glycanne. Toutes ces données expérimentales et bio-
informatiques indiquent que la diatomée posséde potentiellement toute la machinerie
enzymatique capable de synthétiser des N-glycannes complexes portant des résidus N-
acétylglucosamine en position terminale et arborant des résidus fucose liés en o(1,3) et des
résidus xyloses liés en B(1,2). Paralléelement, les analyses par spectrométrie de masse des N-
glycannes libérés des protéines de la diatomée montrent qu’elles portent majoritairement des
N-glycannes de type oligomannosidigue et seulement des traces de N-glycannes complexes
constitués d’un core MansGIcNAc; substitué par un résidu fucose lié en o(1,3) (Figure 28A ;

Baiet et al. 2011 ; Zhang et al., 2019).

Appareil de Golgi

A
)
o 7
(m) m -
a B
GnTI Man Il (GnTIIL’ FuT ( )
G&/) i
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<@> Protéine 0
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P Fucose O Galactose

Figure 28 : Stratégie d’humanisation des voies de la N-glycosylation chez P. tricornutum

(A) Voie de la N-glycosylation chez la diatomée conduisant a la synthese de N-glycannes
complexes constitués d’'un core MansGIlcNAc; substitué par un résidu fucose lié en a(1,3).

(B) Stratégie choisie pour initier I'humanisation de la voie de synthése des N-glycannes chez
P. tricornutum et consistant en la surexpression de la GnT | puis le transfert de résidus
galactose en position terminale par expression de la 3(1,4)-galactosyltransférase humaine
dans I'optique de favoriser I'ajout de résidus galactose sur les N-glycannes possédant des
résidus GIcNAc terminaux. La GnT |l et les hexosaminidases indiquées dans ce schéma sont
putatives. En conséquence, leurs implications dans la synthese des N-glycannes complexes de
P. tricornutum ne sont pas expérimentalement validées a ce jour.

GnT | et Il : N-acétylglucosaminyltransférases | et Il ; Man Il : a.-mannosidase Il ; FuT : (1, 3)-fucosyltransférase.
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Le trés faible taux de maturation des N-glycannes complexes et I'absence de résidus
GIcNAc terminaux sur ces structures peuvent avoir plusieurs origines possibles. Les résultats
rapportés dans le chapitre Il de ce manuscrit montrent que la structure de type MansGIlcNAc;
qui s'accumule sur les protéines chez P. tricornutum est une structure branchée qui est
I'isomere substrat de la GnT I. En conséquence, la faible maturation de ce MansGIcNAc; en N-
glycannes complexes reflete soit i) la faible activité de cette transférase chez P. tricornutum,
soit ii) la présence d’activités hexosaminidases qui pourraient rapidement éliminer le résidu
N-acétylglucosamine transféré par la GnT | (Figure 28A). En effet, deux génes candidats codant
des hexosaminidases sont prédites dans le génome de P. tricornutum (Baiet et al., 2011). Ces
hexosaminidases présentent de fortes homologies de séquence avec les hexosaminidases
impliquées dans I'élimination des résidus N-acétylglucosamine terminaux chez les plantes
(voir le chapitre IV. C. de I'Introduction). La caractérisation de ces hexosaminidases putatives
chez P. tricornutum est actuellement en cours au laboratoire dans le cadre d’un autre projet
de recherche.

Dans ce contexte, la stratégie choisie pour initier I'hnumanisation des N-glycannes
glycosylant les protéines synthétisées chez la diatomée P. tricornutum est décrite dans la
Figure 28B. Elle se décline en deux volets : le premier volet consiste a produire des diatomées
transformées surexprimant la GnT | endogene (PtGnT I). Cette surexpression a pour objectif
d’augmenter l'activité GnT | dans la cellule et de contrebalancer une éventuelle activité
hexosaminidase pour ainsi accumuler des N-glycannes complexes portant des résidus N-
acétylglucosamine en position terminale sur les protéines de cette diatomée.

Le second volet de cette stratégie consiste en l'insertion d’un gene codant la (1,4)-
galactosyltransférase humaine dans le génome de P. tricornutum. Cette enzyme est capable
de transférer des résidus galactose sur des N-glycannes complexes portant des résidus N-
acétylglucosamine en position terminale (Figure 28B). En conséquence, la transformation par
la 8(1,4)-galactosyltransférase doit permettre a la diatomée de la protéger de I'élimination
des résidus N-acétylglucosamine des N-glycannes par les hexoxaminidases endogénes (si les
résidus galactose sont ajoutés suffisamment rapidement). Cette complémentation doit,
d’autre part, permettre d’obtenir des N-glycannes portant des résidus galactose en position
terminale analogues a celles observées sur les N-glycannes des anticorps monoclonaux

produits dans des cellules de mammiféeres (Figure 28B). Les résultats concernant ce second
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volet étant préliminaires au moment du rendu de ce manuscrit seront présentés dans le

chapitre « conclusions et perspectives ».

1. Surexpression de la GnT | de P. tricornutum (PtGnT I)

Le gene codant la PtGnT | a été introduit dans le génome de la diatomée sous le
contréle d’un promoteur inductible par le nitrate, permettant ainsi d’induire sa surexpression
par I'ajout de nitrate dans le milieu de culture. Le géne codant la PtGnT | a été fusionné avec
une séquence codant le peptide antigénique V5 pour faciliter la détection de Ia
glycosyltransférase surexprimée chez P. tricornutum (PtGnT I-V5 ; Figure 29A). Le plasmide
Pha-NR, utilisé lors de la transformation, comprend également un géne de sélection codant
une résistance a un antibiotique, la zéocine. La transformation génétique de P. tricornutum a
été réalisée par biolistique. Les cellules transformées ont été étalées sur des boites gélosées
contenant de la zéocine comme agent de sélection. Au bout de 15 jours, les 121 colonies
obtenues ont été de nouveaux étalées sur des boites gélosées. La vérification de I'insertion du
transgene a été réalisée par PCR et a permis d’identifier 60 transformants positifs ayant
intégré le transgene (Figure 29B). L’expression du gene codant la PtGnT I-V5 a ensuite été
analysée sur les 60 clones positifs. Pour cela, une extraction microsomale a partir d’environ 5
millions de cellules a été réalisée. La totalité de |'extrait a été chargée sur un gel
d’électrophorese, transférée sur une membrane de nitrocellulose avant de réaliser un
Western blot au moyen d’un anticorps spécifiguement dirigé contre le peptide V5. Les extraits
protéiques de dix-neuf transformants présentaient une protéine immunodétectée a la taille
attendue de 56 kDa (Figure 29C), ce qui démontrait une expression effective du transgéne
PtGnt I-V5 chez ces clones. La quantité de cellules utilisées pour le Western blot, étant a peu
pres identique, nous pouvons donc comparer approximativement I'expression de la PtGnT I-
V5 dans les différents clones. Les clones 2 ; 65 ; 69 ; 105 ; 107 et 109 ont été sélectionnés pour
la suite des analyses présentant les plus forts taux de PtGnT I-V5 exprimée (Figure 29C). Le
clone GX5 qui surexprime PtGnT I-V5 et qui est issu d’une précédente étude (Ovide et al.,

2018 ; Zhang et al., 2019), a également été inclus pour la suite de ce travail.
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Figure 29 : Criblages génique et protéique des clones ayant inséré le géne codant la PtGnT I-
V5

(A) Positionnement des couples d’amorces (fleches de couleur orange) utilisés pour
I"amplification par PCR de la séquence PtGnT I-V5. Prom et Term : promoteur et terminateur
du gene codant la nitrate réductase (NR).

(B) Produits de PCR obtenus a partir des transformants surexprimant la PtGnT I-V5. Le témoin
positif est le plasmide Pha-NR utilisé lors de la transformation par biolistique. Les témoins
négatifs sont les produits de PCR de la souche sauvage (WT), de I'eau et d’un clone
correspondant a une transformation par le vecteur pPha-NR mais dépourvu des génes
d’intérét (Clone -).

(C) Immunodétection par des anticorps spécifiquement dirigés contre le peptide V5 des
protéines microsomales isolées a partir des transformants de P. tricornutum surexprimant la
PtGnT I-V5. Le témoin positif est une protéine commerciale contenant le peptide V5. Il est a
noter que cette figure a été construite a partir d’'un montage d’un blot qui a été découpé pour
ne laisser apparaitre que les informations intéressantes dans le cadre de ce projet.
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En conclusion, le criblage a permis d’obtenir un rendement de 49,6% en transformants
ayant inséré le gene codant la PtGnT I-V5 et de 15,7% en transformants exprimant la

transférase PtGnT I-V5 (Tableau 9).

Tableau 9 : Bilan du criblage des transformants PtGnTI-V5

Nombre de

P : Rendement final
Nombre de colonies ayant Transformants possédant le Nombre de clones exprimant il Sl

transformation
(%)

colonies isolées intégré le géne geéne PtGnT I-V5 (%) la protéine PtGnT I-V5
de la PtGnT I-V5

121 60 49,58 19 15,70

2. Séquencage protéique de la PtGnT I- V5 par chromatographie liquide couplée a de
la spectrométrie de masse

Afin de confirmer que la protéine détectée par Western blot correspond effectivement
a PtGnT I-V5, une analyse protéomique a été réalisée. Pour cela, un extrait des protéines
microsomales du clone GX5 a été immunoprécipité au moyen de I'anticorps dirigé contre le
peptide V5. L'analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse des
peptides obtenus a la suite de la digestion par la trypsine de la protéine immunoprécipitée a
permis d’obtenir un taux de recouvrement de 41,2% de la séquence correspondant a la
protéine PtGnT I-V5. Ce résultat permet de confirmer que la protéine détectée sur le gel est

bien la transférase PtGnT I-V5 (Figure 30).
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Figure 30 : Séquencage peptidique de la protéine PtGnT I-V5 immunoprécipitée a partir de
la fraction microsomale du clone GX5

(A) Séquence protéique de la PtGnTI-V5 surexprimée chez P. tricornutum. Les peptides
générés par traitement a la trypsine de la protéine immunoprécipitée (clone GX5) et identifiés
par chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse sont indiqués en orange.
Le peptide V5 situé du coté C-terminal de la protéine est indiqué en gras. Le taux de
recouvrement des peptides avec la séquence protéique obtenu lors de cette analyse est de
41,2%.

(B) Spectre de fragmentation MS? du peptide FEGKPIPNPLLGLDST comprenant le peptide V5
situé du coté C-terminal de la PtGnT I-V5. b et y correspondent aux fragments peptidiques
observés.

3. Analyses des transformants sélectionnés

a. Analyse des transcrits des clones sélectionnés

Une analyse plus poussée des clones sélectionnés lors de I'étape de criblage
précédente a été réalisée. Chaque clone a été cultivé pendant 10 jours, avec ou sans induction
par le nitrate. Une premiere induction par le nitrate a été réalisée a J6 de culture, suivie d’une
seconde induction a J8 pour induire I'expression de PtGnT I-V5 dans les cellules. Une
extraction des ARN des clones sélectionnés, induits ou non induits par le nitrate, suivie d’'une

RT-PCR a permis I'amplification d’un fragment d’ADNc. Cette amplification a été réalisée en
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utilisant des amorces spécifiques du géne PtGnT I-V5 positionnées sur les mémes sites que
lors du criblage précédent (Figure 29A). L’analyse des transcrits montrent une amplification
exclusive d’ADNc chez les clones apres I'induction au nitrate, confirmant ainsi que le gene est
exclusivement transcrit lors d’'un apport de nitrate dans le milieu de culture (Figure 31). Les
données d’expression montrent que les clones 2, 65 et 107 expriment le géne codant la PtGnT-
V5 de facon plus importante que les autres clones. Lors de I'amplification des ADNc, des
fragments amplifiés non expliqués a une taille d’environ 300pb ont pu étre observés chez les

clones 2, 69 et 109.

WT 2 65 69 105 107 GX5  Pha-NR 109  Pha-NR
Eau NI I NI NI | NI NI NI NI 1 GnTI-V5 Eau NI | GnTI-V5
1000pb
500 pb v - -— -— - .- — 532pb
— .
WT 2 65 69 105 107 GX5  ADNg 109
Eau NI I N | NI | NI NI NI N WT NE
‘\
1000pb .
500 pb s - —
e e e e e - 193 pb

Figure 31 : Analyses par RT-PCR validant la dépendance de la transcription du géne codant
la PtGnT I -V5 de I'induction des cellules par le nitrate.

L'amplification d’un fragment d’ADNc a été réalisée sur des préparations issues de cultures
non-induites (NI) et induites (I) de chaque clone. Les fragments d’ADNc ont été obtenus aprés
une extraction d’ARN totaux des clones suivi d’une réaction de RT-PCR permettant de
convertir les ARNm purifiés en ADNc. EF1A, codant un facteur d’élongation, est utilisé comme
un gene de référence (193 pb). Le témoin négatif de réaction PCR correspond aux produits de
PCR de I’eau pure et le témoin négatif de transformation génétique correspond aux produits
de PCR de la souche sauvage Pt.1.8.6 (WT). Le témoin positif est le vecteur pPha-NR utilisé
pour la transformation génétique possédant le géne codant la PtGnT I-V5.

b. Analyse par Western blot des clones sélectionnés

Une seconde analyse a consisté a vérifier que I'expression de la protéine PtGnT I-V5
est également dépendante de I'induction par le nitrate. Une extraction microsomale suivie
d’une analyse par Western blot réalisée a partir d’extraits microsomaux a permis de conforter
les résultats obtenus lors de I'analyse des transcrits et ainsi de montrer que I'expression de la

protéine GnT I-V5 (56 kDa) est en effet dépendante de I'induction par le nitrate (Figure 32).
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Figure 32 : Analyse par Western blot montrant que I'expression de la protéine PtGnT I-V5
est dépendante de I'induction des cellules de P. tricornutum par le nitrate.

Immunodétection par les anticorps anti-V5 des protéines microsomales issues des cultures
non-induites (NI) et induites (I) de chaque clone. Le témoin négatif d’induction et de
I'immunodétection est les protéines microsomales de la souche sauvage Pt 1.8.6 (Pt). Le
témoin positif d’'immunodétection est une protéine commerciale contenant le peptide
antigénique V5. Les marqueurs de taille sont commercialisés par ThermoScientific.

4. Analyse de la N-glycosylation des protéines des clones sélectionnés

La surexpression de la transférase PtGnTI-V5 a été confirmée chez les clones
sélectionnés comme le montre le paragraphe précédent. Ce paragraphe se focalise sur les
conséquences de cette surexpression sur une éventuelle modification de la maturation des N-
glycannes portés par les protéines de cette diatomée. Ainsi, des analyses de la N-glycosylation
des protéines totales synthétisées par les différents clones de P. tricornutum surexprimant la
transférase PtGnT I-V5 ont donc été réalisées par Western blot au moyen d’un anticorps dirigé
contre I"épitope core o,(1,3)-fucose et d’un anticorps dirigé contre I'épitope core 3(1,2)-xylose
(Ebert et al., 2015 ; Jansing et al., 2019 ; Zhang et al., 2019 ; Lucas et al., 2020). L'objectif de
cette étude est d’évaluer si I'induction de la surexpression de la PtGn T I-V5 par le nitrate
conduit a I'accumulation de N-glycannes complexes portant les épitopes core a(1,3)-fucose

et/ou core (1,2)-xylose sur les protéines de la diatomée.
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Dans un second temps, des expériences de transfert enzymatique in vitro de galactose
ont été réalisées sur les extraits protéiques totaux issus des différents clones. Le principe de
ce test est d’incuber les glycoprotéines des transformants avec une RB(1,4)-
galactosyltransférase bovine commerciale qui est capable de transférer des résidus galactose
sur des N-glycannes possédant des résidus N-acétylglucosamine terminaux (Bardor et al.,
2003b ; Bosco et al., 2008 ; Thomann et al., 2015 ; Figure 33). Le résultat de cette réaction de
transfert de galactose in vitro est ensuite soumis a une affinodétection en utilisant la lectine
RCA120 (Ricinus communis) qui reconnait le motif lactosamine (Gal81-4GIcNAc)
éventuellement produit par la réaction enzymatique (Bardor et al., 2003b ; Itakura et al.,
2007 ; Baiet et al., 2011 ; Figure 33). La reconnaissance de la lactosamine par la lectine
RCA120 est donc le reflet de la présence de N-glycannes portant des résidus N-

acétylglucosamine en position terminale sur les glycoprotéines de P. tricornutum.

RCA120 couplée a la FITC

R4GALT1 bovine
commerciale
RCA120 couplée a la FITC
UDP- O

R4GALT1 bovine
commerC|aIe

UDP - O
Il N-acétylglucosamine @ Mannose
P> Fucose O Galactose

Figure 33 : Principe de l'affinodétection des épitopes glucidiques obtenus apres la
galactosylation enzymatique in vitro des N-glycannes. Cette affinodétection des épitopes
glucidiques a été effectuée sur une empreinte protéique obtenue aprés un transfert sur une
membrane de nitrocellulose.

Cette analyse permet I'évaluation de la présence de N-glycannes complexes portant des
résidus N-acétyglucosamine terminaux sur les protéines des tranformants de P. tricornutum
exprimant la PtGnT I-V5. Le principe de la galactosylation enzymatique in vitro consiste a
transférer des résidus galactose par une incubation avec la R(1,4)-galactosyltransférase
bovine et le substrat donneur UDP-galactose sur des résidus N-acétylglucosamine terminaux
présents potentiellement sur les N-glycannes. Le motif lactosamine ainsi obtenu est ensuite
affinodétecté par la RCA120 couplée a un fluorochrome (FITC).

FITC : Fluorescein IsoThioCyanate ; B4GALT1 : B(1,4)-galactosyltransférase
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a. Immunodétection des protéines des clones sélectionnés par des
anticorps dirigés contre les épitopes core a(1,3)-fucose et core
(1,2)-xylose
Des extraits protéiques des clones sélectionnés ont été séparés sur un gel
d’électrophorese puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. Les résultats obtenus
aprés lI'immunodétection par les anticorps dirigés contre I'épitope core o(1,3)-fucose ou
I’épitope core R(1,2)-xylose montrent une augmentation trés faible de la teneur en
glycoprotéines fucosylées et xylosylées aprés I'induction de la surexpression de la PtGnT I-V5
par le nitrate pour les clones 65, 105 et 107 de P. tricornutum (Figure 34). Pour les autres
clones, aucune augmentation significative du signal n’est observée en comparant I'expression
des clones induits et non induits (données non présentées). Ces résultats suggérent donc que
la voie de la N-glycosylation des protéines de la diatomée semble étre faiblement impactée
par la surexpression de la PtGnT I-V5 chez les clones 65, 105 et 107. L’accumulation de N-
glycannes complexes portant a la fois des résidus o(1,3)-fucose et $(1,2)-xylose semble plus
significative pour le clone 105 (Figure 34). Il est a noter également que les clones 65 et 107
semblent accumuler fortement des résidus 13(1,2)-xylose et plus faiblement des résidus a(1,3)-
fucose aprés la surexpression de la PtGnT I-V5. Les clones 2 et GX5 ont également été

conservés pour la suite de I'étude.
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Figure 34 : Immunodétection des épitopes core o(1,3)-fucose et core B(1,2)-xylose portés
par les N-glycannes des protéines totales de P. tricornutum isolées des clones 65, 105 et 107.

(A) Immunodétection par I'anticorps anti o(1,3)-fucose des épitopes core o(1,3)-fucose des
N-glycannes associés aux protéines totales des clones sélectionnés. Le témoin négatif utilisé
ici est de la ribonucléase B (RiboB), protéine portant des N-glycannes oligomannosidiques
(Joao and Dwek, 1993). Les témoins positifs sont de la phospholipase A2 du venin d’abeille
(PLA2) portant un épitope core o(1,3)-fucose sur ses N-glycannes (Lai and Her, 2002) et de
I'avidine recombinante produite dans le mais, protéine glycosylée portant des épitopes core
a.(1,3)-fucose et core 3(1,2)-xylose (Bardor et al., 2003a). Les extraits protéiques totaux de P.
tricornutum ont été isolés a partir de clones non induits (—) ou induits (+) par le nitrate.

(B) Immunodétection par I'anticorps anti B(1,2)-xylose des épitopes core B(1,2)-xylose des N-
glycannes associés aux protéines totales des clones sélectionnés. Les témoins négatifs utilisés
ici sont de la ribonucléase B (Joao and Dwek, 1993) et de la PLA2 de venin d’abeille (Lai and
Her, 2002). Le témoin positif est de I'avidine recombinante produite dans le mais. Les extraits
protéiques totaux de P. tricornutum ont été isolés a partir de clones non induits (-) ou (+)
induits par le nitrate.
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b. Tests de galactosylation in vitro réalisés sur les protéines totales
issues des clones sélectionnés

Pour chaque clone sélectionné (clones 2, 65, 69, 105, 107, 109) et du témoin positif
GX5, nous avons réalisé un test de galactosylation enzymatique in vitro sur les protéines
totales issues des diatomées induites (+) ou non induites (-) par le nitrate. Pour chaque
échantillon, un témoin négatif (-) réalisé sans I'ajout de la 8(1,4)-galactosyltransférase bovine
a été effectué en paralléle . Les extraits protéiques totaux ont ensuite été séparés sur un gel
d’électrophorese, transférés sur une membrane de nitrocellulose puis soumis a une
affinodétection par la RCA120 couplée a un fluorochrome. La présence de N-glycannes
portant des résidus N-acétylglucosamine en position terminale chez les glycoprotéines des
transformants sera validée par I'absence de bandes fluorescentes dans les conditions dites
témoins (-/-; -/+; +/-) (Figure 35A) et la présence de bandes fluorescentes apreés I'induction
par le nitrate et I'ajout de §(1,4)-galactosyltransférase bovine lors du test condition noté +/+.

Les résultats obtenus a la suite du test de galactosylation in vitro n’ont pas permis de
mettre en évidence de reconnaissance par la RCA 120 pour 5 des 6 clones testés ici (données
non montrées), notamment pour les clones 2 et GX5 (Figure 35A). Ces clones n’accumulent
donc pas ou trop peu de N-glycannes possédant des résidus N-acétylglucosamine en position
terminale. Le clone 105 est le seul clone qui montre plusieurs bandes fluorescentes
correspondant a des glycoprotéines migrant entre 50 et 65kDa (Figure 35A). Ce résultat
suggere que ce clone est capable d’accumuler en faible quantité des N-glycannes complexes

portant des résidus N-acétylglucosamine en position terminale.
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Figure 35 : Tests de galactosylation in vitro réalisés sur les protéines totales extraites a partir
du clone 105 de P. tricornutum surexprimant la PtGnT I-V5

Affinodétection par la lectine RCA120 couplée a la FITC des protéines totales du clone 2, 105
et GX5 (A). -/-: protéines obtenues sans une induction par le nitrate et sans une
galactosylation in vitro ; -/+ : sans une induction par le nitrate et avec une galactosylation in
vitro ; +/- : avec une induction par le nitrate et sans une galactosylation in vitro ; +/+ : avec
une induction par le nitrate et avec une galactosylation in vitro. La ribonucléase B (RiboB),
protéine portant des N-glycannes oligomannosidiques (Joao and Dwek, 1993) et d’une taille
d’environ 16 kDa, est utilisée comme un témoin négatif. L’asialofétuine, portant des résidus
R(1,4)-galactose en position terminale de ces N-glycannes, est le témoin positif de la
révélation a la RCA120 (Yet et al.,, 1988). Il est a noter qu’une quantité trop faible
d’asialofétuine (0,5ug) a été déposée pour étre visible aprées la coloration au rouge ponceau
(B). L'avidine recombinante produite dans le mais est utilisée comme un témoin positif de la
galactosylation in vitro puisqu’elle porte des N-glycannes ayant des résidus GIcNAc terminaux.
La bande réactive entourée et signalée par une étoile est une protéine contaminante
galactosylée présente dans la ribonucléase B. Il est a noter que cette figure a été construite a
partir de trois Eastern blot différents révélés en méme temps.
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c. Analyse par spectrométrie de masse des N-glycannes des clones 2
et GX5

En complément des résultats présentés ci-dessus, nous avons entrepris I'analyse des
profils de N-glycosylation des protéines des clones 2, 105 et GX5. L’'analyse des N-glycannes
du clone 105 est en cours a la date de transmission de ce manuscrit. Pour les clones 2 et GX5,
I'immunodétection des épitopes core a(1,3)-fucose et core B(1,2)-xylose (données non
présentées) et le test de la galactosylation enzymatique in vitro (Figure 35A et 35B) suggerent
qgue les profils des glycoprotéines de ces deux clones ne sont que tres peu affectés par
I’expression de la PtGnT I-V5. Les glycoprotéines ont donc été extraites puis traitées par la
PNGase A capable de cliver la liaison osidique entre la N-acétylglucosamine proximale du N-
glycanne et I'asparagine présente sur le site consensus de glycosylation de la protéine. Ces N-
glycannes ont ensuite été perméthylés pour en améliorer la détection et I'analyse par
spectrométrie de masse. Les oligosaccharides perméthylés ont ensuite été analysés par
chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse électrospray (LC-ESI MS). Les
résultats obtenus montrent que la population en N-glycannes du sauvage est identique a celle
retrouvée chez les transformants surexprimant la PtGnT I-V5 (Figure 36). Les structures
majoritaires sont des N-glycannes oligomannosidiques allant de MansGIlcNAc; a MansGIlcNAc;
et un glycanne complexe de structure MansFucGIlcNAc; comme décrit par Baiet et al., 2011.
Les proportions relatives des N-glycannes oligomannosidiques chez les transformants sont
similaires comparées a celles de la souche sauvage avec respectivement environ 50%, 19%,
17%, 9% et 5% pour le MansGIlcNAc;, MansGIlcNAc;, MansGlcNAc;, MansGIcNAc, et
MansGIcNAc, (Figure 36). Des structures complexes trés minoritaires sont également
observées dans ce spectre. Cependant, ces oligosaccharides sont exempts de résidu N-
acétylglucosamine en position terminale et leurs intensités ne différent pas de facon notable
entre la souche sauvage et les transformants (Figure 36). Leurs structures n’ont pas pu étre
déterminées avec certitude compte tenu de leurs faibles intensités. Ces résultats suggerent
donc que la surexpression de la PtGnT I-V5 ne modifie pas de facon détectable les profils de
glycosylation des glycoprotéines des clones 2 et GX5. Ces mémes résultats ont été observés

suite a I'analyse des N-glycannes du clone 105.
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5. Conclusion

La transformation génétique de P. tricornutum par l'insertion d’'un géne codant la
PtGnT I-V5 a permis d’isoler 19 transformants surexprimant cette protéine. L’analyse
protéomique de la PtGnT I-V5 issue du clone GX5 a permis de confirmer |’expression de cette
protéine. Cependant, les analyses par Western blot et les tests de galactosylation in vitro n’ont
pas mis en évidence une accumulation de N-glycannes complexes chez les transformants. Les
résultats les plus notables ont été obtenus pour les clones 65, 105 et 107 mais suggerent
cependant que si I'expression de PtGnT I-V5 a impacté la voie de N-glycosylation des protéines
de P. tricornutum, cet impact est probablement faible.

Les analyses par spectrométrie de masse des profils des N-glycannes des clones 2, 105
et GX5 n’ont pas révélé de modifications de la voie de N-glycosylation des protéines de P.

tricornutum.
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Figure 36 : Analyse des N-glycannes de P. tricornutum obtenue par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse de la souche sauvage (WT) et des transformants
surexprimant PtGnT I-V5 (clones 2 et GX5)

Spectre de masse des N-glycannes extraits a partir des protéines totales de la souche sauvage
(WT) comparé aux spectres de masse des N-glycannes extraits a partir des protéines totales
des deux transformants surexprimant PtGnT I-V5. L’intensité des espéces ioniques est
représentée en ordonnée et le rapport m/z en abscisse. Les spectres des transformants 2 et
GX5 sont similaires a celui du sauvage, signifiant que la surexpression de PtGnT I-V5 n’affecte
pas a un niveau détectable la formation des N-glycannes complexes portant des résidus N-
acétylglucosamine terminaux chez les clones 2 et GX5. Les structures majoritaires retrouvées
sont des N-glycannes oligomannosidiques allant de ManyGIcNAc2 a MansGIcNAc; et le
glycanne complexe MansFucGIlcNAc,. D’autres structures complexes minoritaires sont
également détectées (*).

GlcNAc : N-acétylglucosamine ; Man : mannose ; WT : wild-type
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Chapitre 4

Conclusion-discussion-perspectives
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Conclusion

Les anticorps monoclonaux sont des molécules biologiques utilisées dans le cadre de la
thérapie humaine. La majorité des anticorps monoclonaux commercialisés a ce jour sont
produits dans des cellules de mammiféres (Walsh, 2018). Les contraintes importantes liées a
la production de ces anticorps monoclonaux dans des cellules de mammiféres ont poussé la
communauté scientifique a identifier de nouvelles cellules hétes pour ce type de production.
Des publications récentes ont montré que P. tricornutum, une microalgue unicellulaire de la
famille des diatomées, est aujourd’hui capable de produire des anticorps monoclonaux
fonctionnels et glycosylés (Hempel et al., 2011 ; Hempel and Maier, 2012 ; Vanier et al.,
2015 ; Hempel et al., 2017 ; Vanier et al., 2018). Cependant, la N-glycosylation réalisée par
cette diatomée ne permettrait pas a I’heure actuelle d’utiliser ces anticorps monoclonaux en
thérapie humaine pour certaines applications thérapeutiques. L'objectif de ce projet de these
était donc de compléter les connaissances sur le processus de la N-glycosylation des protéines
chez P. tricornutum et d’initier des stratégies d’ingénierie métabolique pour permettre
I’'accumulation chez cette diatomée de N-glycannes complexes portant des résidus GIcNAc
terminaux. La synthése par P. tricornutum de tels N-glycannes est |'étape nécessaire pour
entreprendre par la suite I’lhumanisation des structures glycanniques. Les données collectées
principalement par analyses bioinformatiques et les résultats biochimiques préliminaires
avaient conduit la communauté scientifique a proposer une voie de la N-glycosylation des
protéines de P. tricornutum résumée dans la Figure 21 (Baiet et al., 2011 ; Mathieu-Rivet et
al., 2014). L'objectif principal de la these était d’apporter des données biochimiques solides
sur la structure des N-glycannes portés par les protéines de la diatomée. Ces données
d’analyse structurale ont permis par la suite, d’envisager des stratégies d’ingénierie

pertinentes de facon a initier ’humanisation des voies de N-glycosylation de P. tricornutum.

A. Le précurseur oligosaccharidique est tronqué d’un résidu
glucose chez P. tricornutum

Ce projet de thése s’est tout d’abord concentré sur I’étude biochimique du précurseur

oligosaccharidique synthétisé dans le RE. Ces analyses réalisées par spectrométrie de masse



208

ont permis de mettre en évidence la structure d’un précurseur oligosaccharidique tronqué
d’un glucose en comparaison de la structure du précurseur oligosaccharidique retrouvée chez
la majorité des eucaryotes. Ces données structurales confirment donc chez P. tricornutum
I’'absence de I'activité ALG10, enzyme permettant le transfert du troisieme résidu glucose sur
le précurseur oligosaccharidique. Elles sont également cohérentes avec I'absence de I'activité
a-glucosidase | éliminant ce méme résidu glucose lors du processus de contréle qualité (Figure
7). Ces résultats confirment les prédictions bioinformatiques de Baiet et ses collaborateurs en

2011.

B. Analyse structurale détaillée des N-glycannes
oligomannosidiques chez P. tricornutum

Le second objectif de la thése était de déterminer les structures détaillées des N-glycannes
oligomannosidiques depuis le MansGIcNAc; synthétisé dans le RE jusqu’au MansGIlcNAc;
synthétisé dans |'appareil de Golgi, structure qui est le substrat de la GnT |, transférase initiant
la synthése des N-glycannes complexes (Aebi, 2013). Ces étapes de maturation sont
orchestrées par la Man I. Les différentes analyses réalisées en utilisant plusieurs approches
par spectrométrie de masse ont permis de conclure que P. tricornutum possedent un isomere
de ManoGIcNAc; et un isomere de MansGIcNAc; qui sont uniques, ainsi qu’'un mélange
d’isomeres de MangGlcNAc2, Man;GIcNAc; et ManeGIcNAc,. Il peut donc étre conclu que la
voie de synthese des N-glycannes oligomannosidiques chez P. tricornutum allant de
ManoGIcNAc; a3 MansGIcNAc; est identique a celle décrite chez les mammiferes, les insectes
et les plantes. Ces analyses structurales permettent également de confirmer que le
MansGIcNAc; produit est I'isomere canonique, substrat de la GnT I. A ce stade, les résultats
des deux premiers chapitres démontrent donc que les étapes de la voie de la N-glycosylation
des protéines de P. tricornutum sont jusqu’a la formation du MansGIcNAc, remarquablement

analogues a celles décrites chez les mammiféeres (Figure 37).
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Figure 37 : Bilan des analyses structurales rapportées dans les chapitres | et

Le précurseur oligosaccharidique de type Glc;MangGIcNAc; synthétisé dans le réticulum
endoplasmique est déglucosylé par I'action de la GSIl en MangGIcNAc; apres le transfert sur la
protéine. Cette structure MansGIcNAc, est ensuite convertie en MansGIcNAc; dit
« canonique » par I'action de la Man I. Le MansGIcNAc; produit est le substrat accepteur de la
GnT | dans I'appareil de Golgi.

GS Il : a-glucosidase Il ; Man | : a.-mannosidase |

C. Tentative d’humanisation de la voie de la N-glycosylation des
protéines chez la diatomée P. tricornutum

Le dernier objectif de cette thése a été d’initier par ingénierie métabolique I’lhumanisation
des voies de la N-glycosylation chez la diatomée. Si les deux premiers chapitres ont permis de
conclure que les étapes de biosynthése antérieures a I'action golgienne de la GnT | de P.
tricornutum étaient trés conservées avec la voie de N-glycosylation humaine (Figure 37), les
analyses des profils de N-glycosylation des protéines de cette diatomée n’ont révélé que des
traces de N-glycannes paucimannosidiques de type MansFucGIlcNAc, (Figure 21). L'action
efficace de la GnT | sur le MansGIcNAc; est indispensable a la mise en ceuvre d’une stratégie

d’humanisation des N-glycannes des protéines synthétisées par P. tricornutum. En
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conséquence, le dernier objectif de la thése a consisté a surexprimer la GnT | endogene par
I'insertion dans le génome de la diatomée du géne codant cette transférase portant une
étiquette V5, sous le contréle d’un promoteur inductible au nitrate. La transformation
génétique a permis d’obtenir 19 clones surexprimant la transférase. Cependant, les
différentes analyses réalisées montrent que cette surexpression n’induit aucune modification

importante des profils de la N-glycosylation chez les transformants.

Discussion perspective

A. Le cycle de contrdle qualité de la diatomée

L'absence de transfert du troisieme résidu glucose sur le précurseur oligosaccharidique
a été décrit comme induisant un impact sur la N-glycosylation des glycoprotéines chez A.
thaliana. En effet, 'analyse glycannique par Western blot des protéines totales chez un
mutant alg10 a montré une diminution importante des protéines portant les épitopes core
o,(1,3)-fucose et core B(1,2)-xylose, indiquant une diminution de la maturation des N-
glycannes complexes présents sur les glycoprotéines chez ce mutant (Farid et al., 2011). Au
niveau physiologique, cette mutation provoque une diminution de la taille des feuilles de
plantules d’A. thaliana agées de 6 semaines. De plus, une sensibilité accrue aux stress
abiotiques, notamment au stress salin, a pu étre observée. En effet, une diminution de la
croissance racinaire a pu étre observée apres avoir placé les plantules dans un milieu
Murashige et Skoog (MS) de culture riche en NaCl (Farid et al., 2011). Cet effet est d’autant
plus important que la concentration en sel augmente (Farid et al., 2011). Chez I’'Homme,
I’'absence de I’ALG10 ne provoque pas de pathologie connue (Thiel, 2003). Cette étape n’a pas
été conservée au cours de I’évolution chez P. tricornutum. Des analyses bio-informatiques sur
plusieurs autres microalgues ont permis de mettre en évidence que, comme pour P.
tricornutum, le géne ALG10 et celui codant I'a-glucosidase | étaient également absents dans
le génome de la majorité des diatomées (Levy-Ontman et al., 2014). Ces absences suggerent
gue les diatomées ont, au cours de |’évolution, perdu ces génes ayant pour conséquence la
synthése d’un précurseur oligosaccharidique tronqué d’un glucose (Aebi, 2013 ; Levy-Ontman

etal., 2014).
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La synthése d’un tel précurseur tronqué amene également a se poser la question de la
structure de I'OST de la diatomée, complexe protéique transférant ce précurseur
oligosaccharidique sur une protéine en cours de synthese. Comme expliqué lors de
I'introduction de ce manuscrit, I'OST humaine reconnait un oligosaccharide précurseur de
type GlcsMansGIcNAc;. Aprés une analyse bio-informatique basée sur les homologies de
séquences, les génes codant les sous-unités impliquées dans I'organisation de I'OST humaine,
semblent absents du génome de la diatomée, excepté celui de la sous-unité catalytique STT3.
Un alignement réalisé entre la séquence du géne de la sous-unité STT3a humaine et le génome
de la diatomée, met en évidence deux génes putatifs, Phatr3 J55197 et Phatr3_J55198,
codant une sous-unité STT3. Les protéines traduites théoriquement a partir de ces genes
possedent respectivement 31,6 et 31,2% d’identité avec la protéine STT3A humaine, d’aprés
I'alignement réalisé sur les protéines entiéres. La méme approche d’alignement entre la
protéine STT3B humaine et le protéome de la diatomée, apporte un résultat similaire avec
une identité de 31,4%. Tous les domaines protéiques essentiels a I'activité enzymatique des
sous-unités STT3A et B humaines sont conservés sur les séquences protéiques Phatr3_J55197
et Phatr3_J55198 de la diatomée, excepté le motif DK qui tout comme le motif WWDYG est
impliqué dans la formation de la poche catalytique. Parmi les motifs conservés, on retrouve
les deux motifs DxD impliqués dans 'interaction avec I'ion divalent ainsi que le motif WWDYG.
Le motif SVSE, impliqué dans I'activité catalytique de I'OST, est présent dans les séquences
protéiques de Phatr3_J55197 et Phatr3_J55198, mais posseéde une mutation qui substitue le
troisieme acide aminé du motif qui est une sérine (S) en une alanine (A).

Ces informations suggeérent que I’OST pourrait étre organisée différemment chez la
diatomée que chez 'Homme. Une organisation différente a déja pu étre observée pour I'OST
de Trypanosoma brucei capable de synthétiser un précurseur oligosaccharidique tronqué de
type MansGIcNAc; ou MangsGIcNAc;. En effet, les analyses bio-informatiques et biochimiques
ont montré que cette espéce possede exclusivementles 3 genes codant la sous-unité
catalytique SST3. Ces trois génes sont appelés TbSTT3a, b et c (Kellegher and Gilmore, 2006 ;
Izquierdo et al., 2009). Tout comme chez P. tricornutum, les autres sous-unités, impliquées
dans I'organisation de I'OST chez les mammiféres, sont absentes du génome du parasite
(Kellegher and Gilmore, 2006). Des travaux ont pu montrer que TbSST3a reconnaissait
spécifiquement un précurseur oligosaccharidique de type MansGIcNAc; (lzquierdo et al.,

2009). La sous-unité TbSST3b privilégie quant a elle, le transfert d'un précurseur
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oligosaccharidique de type MangGIcNAc; (lzquierdo et al., 2009). Il est souhaitable a I'avenir
de caractériser les deux genes putatifs de P. tricornutum codant les sous-unités STT3 et de
réaliser une analyse structurale de I'OST de P. tricornutum. Ces données permettraient de
comprendre comment I'OST de la diatomée reconnait et procede au transfert du précurseur

oligosaccharidigue sur une protéine en cours de synthese.

B. Hypotheses expliquant pourquoi |'activité GnT | ne conduit
pas a I"laccumulation de N-glycannes complexes chez la
diatomée ?

Au terme de ce projet de theése, la principale question qui se pose est: pourquoi
I'action de la GnT |, endogéne ou surexprimée, ne conduit-elle pas a I'accumulation de N-
glycannes complexes chez P. tricornutum ? Initialement, I’hypothése émise était que le
MansGIcNAc; n’était pas substrat accepteur de la GnT I. En effet, des données biochimiques
obtenues récemment chez deux microalgues vertes démontrent que ces organismes peuvent
synthétiser un glycanne de type MansGIcNAc; linéaire et trés différent de celui synthétisé par
la majorité des eucaryotes (Vanier et al., 2017 ; Mdcsai et al., 2019 ; Lucas et al., 2020). Les
données biochimiques obtenues lors de cette thése ont validé que cette diatomée synthétise
un isomeére de MansGIcNAc; dit « canonique ». Cet isomére est substrat accepteur de la GnT
I, éliminant donc I'"hypothése que la diatomée synthétiserait un MansGIlcNAc, différent,
substrat non reconnu par I’'enzyme. La GnT | est par ailleurs fonctionnelle. Il a été démontré
gu’elle était capable de complémenter un mutant CHO déficient en activité GnT | endogéne
(Baiet et al., 2011). Une premiére hypothése expliquant I'absence de GIcNAc en position
terminale des N-glycannes pourrait étre la non-disponibilité du substrat donneur a savoir le
nucléotide sucre de type UDP-GIcNAc dans I'appareil de Golgi. P. tricornutum possede la
machinerie enzymatique pour la synthese de 'lUDP-GIcNAc dans le cytosol (Gigi et al., 2015).
Comme preuve, la synthése cytosolique du précurseur oligosaccharidique au début de la voie
de la N-glycosylation commence par le transfert dans le cytosol par les ALG 7, 13 et 14 de deux
résidus GIcNAc a partir d’"UDP-GIcNAc sur le dolichol, formant ainsi le chitobiose du N-
glycanne. Cependant, il est aujourd’hui impossible de savoir si ce nucléotide-sucre est
transféré et donc disponible dans I'appareil de Golgi. En effet, peu de données

bibliographiques sur les transporteurs nucléotidiques sont disponibles chez la diatomée.
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Récemment, des analyses bio-informatiques réalisées sur le génome de la diatomée ont
permis de mettre en évidence 3 génes putatifs codant des transporteurs du GDP-fucose
(Zhang et al., 2019). Parmi ces 3 genes, Phatr3J_43174 semble coder une protéine apparentée
aux transporteurs de GDP-fucose humains et de C. elegans (Zhang et al., 2019). Les deux
autres genes semblent coder des transporteurs plus apparentés a ceux retrouvés chez A.
thaliana (Zhang et al., 2019). De plus, comme expliqué dans I'introduction de ce manuscrit de
thése, la protéine codée par le géne Phatr3) 43174 a pu étre caractérisée biochimiquement
par complémentation dans des cellules CHO dépourvues du transporteur du GDP-fucose
(Zhang et al., 2019). Cette protéine, localisée dans les membranes golgiennes, a permis de
restaurer la fucosylation des N-glycannes dans I'appareil de Golgi chez le mutant CHO (Zhang
etal., 2019). Ces données confirment donc que le mécanisme de transfert de ces nucléotides-
sucres dans l'appareil de Golgi de la diatomée est semblable a celui retrouvé chez les
eucaryotes. En effet, les nucléotides-sucres sont incapables de passer la membrane golgienne
sans la présence d’un transporteur spécifique (Caffaro and Hirschberg, 2006 ; Liu et al., 2010).

Aucune information prouvant I'existence d’un transporteur golgien spécifique d’UDP-
GIcNAc n’est disponible chez P. tricornutum. L'absence d’un tel transporteur pourrait
empécher le transfert d’"UDP-GIcNAc depuis le cytosol vers I'appareil de Golgi et expliquer
I'absence de résidus GIcNAc en position terminale sur les N-glycannes complexes de la
diatomée. Dans les perspectives de ce projet de these, le transport effectif de 'UDP-GIcNAc
du cytosol vers la lumiére du Golgi réalisé chez la diatomée devient donc primordial pour
permettre le transfert golgien des résidus GIcNAc par la GnT | sur le MansGlcNAc:
« canonique ». Des analyses bio-informatiques du génome de la diatomée permettent de

mettre en évidence 5 candidats codant des transporteurs potentiels d’'UDP-GIcNAc, avec plus
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de 30% d’homologies, alignement réalisé sur la protéine entiére du transporteur humain

(Figure 38).

Description

predicted protein [Phaeodactylum tricornutum CCAP 1055/1)

predicted protein [Phaeodactylum tricornutum CCAP 1055/1)
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Figure 38 : Liste des transporteurs putatifs de ’'UDP-GIcNAc obtenue par la recherche dans
le génome de P. tricornutum de séquences homologues du géne de lisoforme 1 du
transporteur golgien de 'UDP-GIcNAc humain (Uniprot : Q9Y2D2)

Le logiciel utilisé pour I'alighement des séquences est BlastP
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Ces données bio-informatiques ne sont pas une preuve définitive de I'existence d’'un
transport efficace d’UDP-GIcNAc entre le cytosol et I'appareil de Golgi de la diatomée.
Cependant, la présence chez P. tricornutum de I'UDP-GIcNAc cytosolique, d’une GnT |
fonctionnelle et de la synthése de son substrat accepteur nous permet de supposer qu’un (ou
des) transporteur(s) soi(en)t localisé(s) dans les membranes golgiennes et importe(nt) I’'UDP-
GIlcNAc nécessaire a la machinerie de la voie de la N-glycosylation des protéines, sans pourvoir
exclure que ce transport soit limitant. Afin de vérifier cette hypothése, il pourrait étre, a
I’avenir, utile de caractériser les genes identifiés codant un transporteur potentiel d’UDP-
GIcNAc. Pour réaliser cette caractérisation, il serait nécessaire de complémenter avec les
génes putatifs de P. tricornutum une lignée cellulaire déficiente en activité de transporteur
d’UDP-GIcNAc. La génération d’'une souche CHO déficient en transport d’UDP-GIcNAc dans
I'appareil de Golgi a déja été réalisée par I'approche RNAI en ciblant spécifiquement le gene
SLC35A3. Cette approche permet d’inhiber I'expression du géne SLC35A3 codant pour un
transporteur de I'UDP-GIcNAc chez CHO (Maszcak-Seneczko et al., 2013). Les résultats
obtenus par analyse glycannique de ces cellules CHO modifiées ont montré une légere baisse
de la proportion de N-glycannes complexes portant du GIcNAc en position terminale, reflétant
la baisse du transport d’'UDP-GIcNAc dans I'appareil de Golgi de la souche modifiée (Maszcak-
Seneczko et al., 2013). Ces données suggéreraient que d’autres génes sont impliqués dans le
transport de 'UDP-GIcNAc dans I'appareil de Golgi des cellules CHO (Maszcak-Seneczko et al.,

2013). La génération d’'un mutant dépourvu de toute activité de transport d’'UDP-GIcNAc dans
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I'appareil de Golgi pourrait étre réalisée dans des cellules CHO en utilisant I'approche CRISPR-
cas9 (Sergeeva et al.,, 2019). La complémentation dans ces cellules dépourvues de
transporteur de 'UDP-GIcNAc par I'expression des génes de P. tricornutum, permettrait de
déterminer lesquels de ces génes codent un transporteur de 'UDP-GIcNAc et sa localisation
subcellulaire, en particulier de déterminer si le transporteur est localisé ou non dans les
membranes golgiennes.

Une seconde hypothése peut étre proposée pour expliquer I'absence apparente d’action
de la GnT I sur les N-glycannes des protéines synthétisées par la diatomée. L'action de la GnT
| et/ou des enzymes golgiennes nécessaires a la maturation des N-glycannes complexes
pourrait étre dépendante des conditions physiologiques. Par exemple, un pH de 6,8 au lieu de
7,4 du milieu de culture des cellules de mammiféeres peut réguler I'activité de la 8(1,4)GalT en
diminuant la proportion de N-glycannes portant des résidus galactose en position terminale
de l'anticorps monoclonaux R24 produits (Muthing et al., 2003 ; Hossler et al., 2009).
Egalement, Une régulation des GnT Ill et V impliquée dans la synthése des N-glycannes
polyantennés a notamment été décrite chez les mammiféres dans certaines pathologies (Ko
et al., 1999 ; Taniguchi et al., 1999). Chez P. tricornutum, lors de stress ou de conditions de
cultures particuliéres, les cellules sont capables de changer de morphotype en évoluant des
morphotypes fusiforme et triradié vers le morphotype ovale (De Martino et al., 2007 ; Ovide
et al., 2018; Song et al., 2020), et/ou d’adapter leur métabolisme aux conditions
environnementales (Matthijs et al., 2016 ; Remmers et al., 2018 ; Zhang et al., 2020). Les
cultures Pt 1.8.6 utilisées dans ce travail de thése sont composées majoritairement de cellules
sous le morphotype fusiforme (De Martino et al., 2007 ; Ovide et al., 2018). Les analyses
transcriptomiques menées sur les différents morphotypes de P. tricornutum n’ont pas montré
de différences flagrantes dans les niveaux de transcription des génes codant les
glycosyltransférases golgiennes, et en premier lieu la GnT | (Ovide et al., 2018). Seuls les génes
Phatr3_J49563 et Phatr3 J45073 codant les hexosaminidases présentent un niveau de
transcription plus faible chez le morphotype ovale comparé au morphotype fusiforme. Des
conclusions analogues émanent des analyses des transcriptomes de la diatomée soumise a
des carences en azote (Matthijs et al., 2016 ; Remmers et al., 2018) ou a une forte pression
en CO; (Zhang et al., 2020). Dans ces conditions, |'expression des génes codant les acteurs
golgiens de la voie de maturation des N-glycannes n’est que peu affectée. Des analyses des

profils de glycosylation des protéines synthétisées dans ces différentes conditions permettrait
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cependant de mieux évaluer I'impact des conditions environnementales sur la maturation des
N-glycannes.

Parmi les autres hypotheses, on peut supposer que la maturation des N-glycannes est
restreinte a des populations particulieres de glycoprotéines, notamment les protéines
sécrétées dans le milieu de culture. |l serait intéressant a I'avenir d’analyser la glycosylation
des protéines sécrétées dans le milieu de culture ou d’une protéine spécifique utilisée comme
rapportrice et exprimée de maniére sécrétée ou non. Pour cela, la transformation de P.
tricornutum par le géne codant I'avidine permettrait de disposer d’une glycoprotéine facile a
purifier par affinité et dont le profil de glycosylation permettrait d’évaluer I'impact des
conditions environnementales et/ou de son lieu de stockage en fonction de son adressage
dans la diatomée.

En complément, la production d’un anticorps monoclonal comme I'anticorps anti-
Hépatite B (Vanier et al., 2015) par les clones surexprimant la GnT | permettrait d’évaluer
I'impact de cette surexpression sur les N-glycannes de cet anticorps monoclonal qui est
glycosylé avec des N-glycannes de type MansGlcNAc; a MansGIcNAc; quand il est produit dans

des cellules de P. tricornutum sauvage (Vanier et al., 2015).

C. Ingénierie corrective des étapes golgiennes de maturation
des N-glycannes de P. tricornutum en vue de leur
humanisation

Les données biochimiques obtenues lors de cette thése, accompagnées de nouvelles
données bibliographiques sur les glycosyltransférases golgiennes, nous permettent de dresser
un état des lieux plus rigoureux des étapes golgiennes de la N-glycosylation des protéines de
P. tricornutum et ainsi de mieux définir en perspective les stratégies d’inactivation ou de
complémentation de genes pour permettre a plus longue échéance la synthése d’anticorps
portant une glycosylation « humanisée » chez cette microalgue. Les paragraphes suivants ré-
actualisent les connaissances concernant les enzymes golgiennes de la maturation des N-

glycannes de P. tricornutum et les stratégies d’ingénierie nécessaires qui en découlent.
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1. Les fucosyltransférases

Les FuT transférent des résidus fucose sur les N-glycannes en cours de maturation dans
I'appareil de Golgi. Au sein du génome de la diatomée, 3 génes codant des FuT putatives ont
été identifiés : Phatr3_J46109, Phatr3_J46110 et Phatr3_J54599. Ces FuTs sont regroupées au

sein de la famille CAZy GT10 des glycosyltransférases (Site internet : Cazy GT10 ; Wilson et

al., 2001 ; Both et al., 2011 ; Zhang et al., 2019). Des analyses bio-informatiques ont montré
gue ces 3 génes ont conservé les motifs d’acides aminés essentiels a I'activité enzymatique
des fucosyltransférases (Zhang et al., 2019). De plus, toute la machinerie enzymatique pour
la synthése de GDP-fucose est disponible chez la diatomée (Gligi et al., 2015). La souche CHO-
gmt5 est un mutant dépourvu du transporteur GDP-fucose, empéchant la fucosylation des
protéines (Haryadi et al., 2013). La complémentation du géne Phatr3 J43174 de P.
tricornutum dans ce mutant CHO-gmt5 a permis de restaurer la fucosylation des N-glycannes
portés par les protéines. Ces travaux ont permis de mettre en évidence que le gene
Phatr3_J43174 code un transporteur du GDP-fucose (Zhang et al., 2019). De plus, les analyses
par microscopie confocale, ont montré que ce transporteur du GDP-fucose était adressé dans
les membranes golgiennes de la souche CHO-gmt5, suggérant donc que cette protéine est
vraisemblablement adressée dans les membranes golgiennes également chez la
diatomée (Zhang et al., 2019). Les prédictions bio-informatiques des fucosyltransférases
putatives Phatr3_J46109 et Phatr3_J46110 indiquent que ces génes codent respectivement
des protéines de 798 acides aminés et de 707 acides aminés. Ces deux génes codent des
protéines étant de 25 a 30% plus grandes que les fucosyltransférases caractérisées chez
d’autres espéces eucaryotes (Ovide, 2016). Phatr3_J46109 ne possederait pas de domaine
transmembranaire et Phatr3_J46110 posséderait un domaine transmembranaire sur la partie
N-terminale de la protéine (Ovide, 2016). Les analyses par microscopie confocale effectuées
a la suite de la fusion de ces deux protéines avec une protéine fluorescente GFP, montrent
gu’elles semblent étre adressées dans I'appareil de Golgi, prouvant la présence d’'un domaine
transmembranaire nécessaire pour leur bon adressage golgien (Ovide, 2016). En accord, les
analyses des séquences protéiques montrent la présence d’'un domaine GT10, semblable a
celui retrouvé dans la séquence protéique des fucosyltransférases issues de plantes (Ovide,
2016). Aucune donnée biochimique démontrant I'activité de transfert du fucose de ces deux

protéines n’est disponible actuellement.
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Le troisieme gene, Phatr3_J54599 code une protéine d’une taille de 481 acides aminés,
taille similaire aux fucosyltransférases retrouvées chez les plantes. Il posséde en plus du
domaine, GT10, un domaine GT10_N présent sur les fucosyltransférases des invertébrés
(Ovide, 2016). Ce gene a été récemment caractérisé comme exprimant une activité a(1,3)-
fucosyltransférase fonctionnelle et localisée dans I'appareil de Golgi (Zhang et al., 2019). Tous
ces résultats sont cohérents avec la présence de N-glycannes paucimannosidiques de type
MansFucGIlcNAc, détectés par Baiet et al., 2011 sur les glycoprotéines endogenes chez P.

tricornutum.

2. L'o-mannosidase Il et la N-acétylglucosaminyltransférase I

La recherche des motifs caractéristiques des domaines catalytiques des enzymes Man
Il et GnT Il au sein des protéines de P. tricornutum par BLAST P montre qu’ils sont présents au
sein d’'une protéine unique de type Il constituée de 1453 acides aminés (Phatr3_52248). Des
protéines présentant une organisation analogue sont prédites chez d’autres diatomées
comme Fragilariopsis cylindrus CCMP1102 : OEU08391.1, 1543 acides aminés et Pseudo-
nitzschia multistriata : VEU35400.1, 1367 acides aminés (Figure 39).

N[ B \VET I ] GnT Il | €

TMD

Figure 39 : Structure schématique de la protéine de fusion Man I1/GnT II.

Ce schéma, représentant la protéine de fusion Man II/GnT Il, est composé d’une séquence
homologue de la Man Il du c6té N-terminal et d’une séquence homologue de la GnT Il du coté
C-terminal.

TMD : domaine transmembranaire ; Man Il : a-mannosidase Il ; GnT Il : N-acétylglucosaminyltransférase Il

a. Le domaine Man Il

Le domaine en N-terminal (entre les acides aminés 200 et 900) de la séquence
Phatr3_52248 de P. tricornutum présente une forte homologie (49% d’identité) avec la Man
Il de Drosophila melanogaster dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par
diffraction aux rayons X (van den Elsen et al., 2001). Les Man Il sont regroupées dans la famille

CAZy GH38 des glycosylhydrolases et ont la particularité d’hydrolyser successivement les deux
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résidus mannose dans le méme site catalytique (Site internet : Cazy GH38 ; Shah et al., 2008).

Le site catalytique de la Man Il de D. melanogaster est caractérisé par la présence d’un ion
Zn?* pris en charge dans une structure pyramidale impliquant les résidus Hso, Doz, D204, D472
and Ha71 (Figure 40A). L'acide aspartique D2os est directement impliqué dans I’hydrolyse des
résidus mannose (Figure 40A). Tous ces acides aminés essentiels sont retrouvés au sein des
motifs conservés dans la séquence de P. tricornutum (Figure 40B). De plus, les analyses
biochimiques des N-glycannes des protéines de la diatomée réalisées montrent la synthése de
structures N-glycanniques de type MansFucGIcNAc; prouvant indirectement que cette Man Il

est active (Baiet et al., 2011).

Phaeo 52248 196 IDMRQLVRTLSFDNPDGGVWKQGWNVTARDDFTNAQP|LQVFVVPHSH CD PGW IKTFDDY
CAA10755.1 42 VQMLELYDRMSFKDIDGGVWKQGWNIKYDPLKYNAHHK| LKVFVVPHSH,,ND,,PGW,y;IQTFEEY

Phaeo 52248 255 FQSQTRQILTTVVQALQRDQRRKFIWAEISYFEWWYREQKDDTRKVVQTLLDNKQLQFVT
CAA10755.1 104 YQHDTKHILSNALRHLHDNPEMKFIWAEISYFARFYHDLGENKKLQMKSIVK NGQLEFVT

Phaeo 52248 315 GGWVQPDEANSELYAMEIQLQEGHDWIRQTFGDAHV PKHGWSID PF GYSPTMAYLLQKYG
CAA10755.1 164 GGWVMPDEANSHWRNVLLQLTEGQTWLKQFMNVT— PTASWAID,,PF,,sGHSPTMPYILQKSG

Phaeo 52248 375 FKAMLIQRVHYAVKKELAQRRHLEFYWRQTWEDATTAGTHDIFTHVMPF  FSYDVPHTCGP
CAA10755.1 221 FKNMLIQRTHYSVKKELAQQRHVEFLWRQIWDN-- - KGDTALFTHMMPF,,,YSYDIPHTCGP

Phaeo 52248 435| DPSVCCQFDHRQRT-----TCPWLKAPQTITSKNVAERAMLLLDQYRKKAALYRS = NVVLAP
CAA10755.1 278 |DPKVCCQFDHKRMGSFGLSCPWKVPPRTISDQNVAARSDLLVDQWKKKAELYRTNVVLIP

Phaeo 52248 490 LGDDFRYLTAQEAEAQYTNYQAIFDYVNANLP-NVKMQFGTLSD YFDAV-----  VGSFDT
CAA10755.1 338 LGDDFRFKQNTEWDVQRVNYERLFEHINSQAHFNVQAQFGTLQEYFDAVHQAERAGQAEF

Phaeo 52248 544 PILQGSFFTYSDIDQD YWSGYF TSRVSDKALGRWLERVLYSATQMGA---------SKQD
CAA10755.1 398 PTLSGDFFTYADRSDNYWSGYYTSRPYHKRMDRVLMHYVRAAEMLSAWHSWDGMARIEER

Phaeo 52248 595|LQAPRRALSLFQHH D GVTGTAKTH|VHEDYARQMMDAIHTTEDWMLRAIHQ
CAA10755.1 457 |LEQARRELSLFQH H,;,D,;,GITGTAKTHYVVDYEQR MQ EALKACQ MVMQQSVYR
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Figure 40 : Analyse comparée des séquences protéiques correspondant aux sites
catalytiques de la Man Il de drosophile et de P. tricornutum

(A) Structure du site catalytique de la Man Il de D. melanogaster déterminée par diffraction
aux rayons X d’aprés van den Elsen et al., 2001. (B) Alignements entre la séquence N-
terminale de la protéine Phatr3_J52248 de P. tricornutum (Phaeo 52248) et la séquence de la
Man Il de D. melanogaster (CAA10755.1). Les acides aminés impliqués dans le site catalytique
sont encadrés en noir et les acides aminés essentiels du site catalytique de la Man Il sont
surlignés en jaune.

b. Le domaine GnT Il

Les GnT Il sont regroupées dans la famille CAZy GT16 des glycosyltransférases (Site

internet : Cazy GT16). Sur la base des alignements des séquences protéiques, la présence dans

la séquence de Phatr3 52248 d’'un motif conservé avec des GnT Il eucaryotes avait été
reportée par Mathieu-Rivet et al., 2014. La publication récente de la structure
tridimensionnelle de la GnT Il humaine permet de ré-évaluer cette hypothése avec plus de
certitude. Les 350 derniers amino acides en position C-terminale de la séquence de
Phatr3_52248 présentent une identité de 28 % avec la GnT Il humaine (Kadirvelraj et al.,
2018). La comparaison des deux séquences montre que le motif E2sgsED261 est conservé (Figure
41A). Ce motif, ainsi que I'histidine Hs74, permettent la fixation d’un ion Mn?* impliqué dans
I'interaction avec les résidus phosphate de 'UDP-GIcNAc. Au sein du site catalytique de la GnT
Il humaine, l'acide aspartique 347 (Dss7) est positionné de fagcon a pouvoir déprotoner la
fonction hydroxyle nucléophile en C6 de I'a(1,6)-mannose du core comme attendu pour un
mécanisme catalytique d’inversion de configuration (formation d’une liaison  entre le GIcNAc
et le mannose) (Figure 41A ; Kadirvelraj et al., 2018). Le résidu R-Man du core N-glycannique
est maintenu par des liaisons hydrogéene formées avec les résidus Y344 and N345 du motif
D322,DYNWDWS34s. De méme, le résidu GIcNAc est stabilisé par des liaisons hydrogéne avec les
chaines latérales des résidus W346 et E259 (Figure 41B ; Kadirvelraj et al., 2018). Ces motifs
responsables de la reconnaissance des substrats oligosaccharidiques et du mécanisme
enzymatique sont également conservés dans la séquence candidate de la diatomée (Figure

41A).
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Phaeo 52248 1194 LIHPHSCYEH PNEFPGDDR---------- -TLNEGFAG---- DSYGNPRSAWITCC{ KHHF
Homosapiens 175 VFFPFSIQLY | PNEFPGSDP|RDCPRDLPKNAALKLGCINAEYPDSFGHYREAKFSQTKHHW

Phaeo 52248 1240 TWMLHTVFRR-DFTDPAVDTHLFLE ED YIVAP|TIYSAVIAGLNVMEDMDKEIPGGFFGLG
Homosapiens 235 WWKLHFVWERVKILRDYAGLI|LFLE,5ED,¢, HYLAR DFYHVFKKMWKLKQ---QECPECDV-LS

Phaeo 52248 1298 MDPSMANTAFEPYYKKA---TWYVEAFKSGPMTMNRDMFKKLQQHAKEY|CTFDDY N WD WS
Homosapiens 291 LGTYSASRSFYGMADKVDVKTWKSTEHNMG —LALTRNAYQKLIE CTDTF|CTYDDY344N345WD3,4; WT

Phaeo 52248 1355 IVHLQSKKLLPR—TLLMPSKVLAK|H IGVKE GMH|TNKSFGKDFSDLFPNYAPRREQLTTH
Homosapiens 350 LQYL-TVSCLPKFWKVLVPQIPR F| H3;,AG-DCGMH|HKKTCRPS------ TQSAQIESLLNN

Phaeo 52248 1413 FAEYRFTGNTAAALH---TEFNP— GY|GGWGHPKDHEH( 1453
Homosapiens 402 NKQYMFPETLTISEKFTVVAISPPRKN| GGWGDIRDH ELC| 440

Figure 41 : Analyse comparée des séquences protéiques correspondant aux sites
catalytiques de la GnT Il humaine et de P. tricornutum

(A) Structure du site catalytique de la GnT Il humaine déterminée par diffraction aux rayons X
d’apres Kadirvelraj et al., 2018. (B) Alignements entre la séquence C-terminale de la protéine
Phatr3_J52248 de P. tricornutum (Phaeo 52248) et la GnT Il humaine (Homo sapiens). Les
acides aminés impliqués dans le site catalytique sont encadrés en noir et les acides aminés
essentiels du site catalytique de la GnT Il sont surlignés en jaune.

3. Les hexosaminidases

Les hexosaminidases sont capables d’éliminer des résidus R-N-acétylglucosamine
terminaux des N-glycannes dans le systéme de sécrétion ou sur le lieu de stockage de la
glycoprotéine. Elles ont été décrites chez les plantes (Lerouge et al., 1998 ; Strasser et al.,
2007) et les cellules d’insectes (Altmann et al., 1995 ; Geisler et al., 2008). Ces enzymes sont

capables, dans ces organismes, de cliver les résidus GIcNAc présents en position terminale des
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N-glycannes, donnant ainsi naissance a des N-glycannes paucimannosidiques. Elles

appartiennent a la famille CAZy GH20 des glycosylhydrolases (Site internet : Cazy GH20). Deux

séquences de genes de P. tricornutum présentent de fortes homologies avec les génes des R-
hexosaminidases d’A. thaliana (At3G55260, At1G65590 et At1G05590). Les séquences des
protéines associées, Phatr3_J45073 et Phatr3_J49563, ont des longueurs respectives de 1085
et 973 acides aminés.

En collaboration avec le Dr Richard Strasser (Université of BOKU, Autriche), le
laboratoire a initié une caractérisation des hexosaminidases de P. tricornutum. Les données
préliminaires montrent que la protéine Phatr3_J45073 est détectée dans I'appareil de Golgi a
la suite de son expression transitoire chez A. thaliana et dans des feuilles de tabac. De plus,
Phatr3_J45073 est capable de complémenter un mutant d’A. thaliana déficient en activités
hexosaminidases (Liebminger et al., 2011). Ces travaux suggerent, dans I'état des données
actuelles, qu’au moins une des deux protéines candidates est une R-hexosaminidase
impliquée dans la dégradation des N-glycannes complexes. Ces travaux préliminaires devront
étre confirmés, notamment en évaluant I'impact de l'inactivation des deux protéines
candidates sur la structure des N-glycannes synthétisés chez P. tricornutum.

L'action de ces hexosaminidases pourrait étre également réduite considérablement
par I'insertion d’un géne codant la B(1,4)-galactosyltransférase humaine (B(1,4)GalT) dans le
génome de P. tricornutum. En effet, cette enzyme est capable de transférer des résidus
galactose sur des N-glycannes complexes portant des résidus GIcNAc en position terminale ce
qui pourrait bloguer I'action des hexosaminidases. Des analyses bio-informatiques et
biochimiques ont montré que P. tricornutum synthétise de I'UDP-galactose, le nucléotide-
sucre utilisé par les GalT (Gligi et al., 2015). Rappelons que les expressions hétérologues du
transporteur du GDP-fucose (Zhang et al., 2019) et de la GnT | (Baiet et al., 2011) de P.
tricornutum dans des mutants CHO ont permis de restaurer les activités déficientes de ces
protéines dans les cellules de mammiferes. Ceci suggére que les mécanismes d’adressage et
de rétention des protéines golgiennes sont conservés entre les mammiféres et P. tricornutum.
Ces résultats laissent présager qu’apres la transformation par le géne codant la B(1,4)GalT
humaine, la transférase recombinante sera correctement localisée et active dans |'appareil de
Golgi de la microalgue. En conséquence, la transformation par le géne humain codant la
(1,4)GalT doit permettre a la diatomée de transférer des résidus galactose sur les résidus N-

acétylglucosamine localisés en position terminale des N-glycannes de ses protéines.
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L’expression de la B(1,4)GalT humaine dans I'appareil de Golgi de P. tricornutum doit non
seulement empécher, si les résidus galactose sont ajoutés suffisamment rapidement,
I’élimination des résidus N-acétylglucosamine des N-glycannes par les hexoxaminidases
endogenes mais également permettre I'obtention de N-glycannes complexes portant des
résidus galactose en position terminale, analogues a celles observées chez les anticorps
monoclonaux humains.

Cette stratégie de blocage de I"élimination des GIcNAc en position terminale a été
initiée par la complémentation, dans le génome de la diatomée, du gene codant la 8(1,4)GalT
humaine. Brievement, le gene codant la 3(1,4)GalT a été introduit dans le génome de la
diatomée sous le controle d’'un promoteur inductible par le nitrate et a été fusionné a une
séquence codant le peptide antigénique HA répétée 3 fois pour faciliter sa détection. Parmi
les 122 colonies obtenues, 72 transformants ont inséré le transgene. Ces 72 clones ont été
ensuite criblés par Western blot au moyen d’un anticorps dirigé contre le peptide HA (Figure
42). Trois transformants ont montré une bande protéique reconnue par I'anticorps, soit un

rendement de 2,45% parmi les clones transformés.

WT Clone- 8 80 90 Protéine-HA

80kDa
65kDa
50kDa

40kDa
30kDa

25kDa

15kDa

Figure 42 : Criblage des transformants de P. tricornutum exprimant le géne humain codant
la B(1,4)GalT-HA

Immunodétection par des anticorps dirigés contre le peptide HA des protéines microsomales
isolées des transformants exprimant la B(1,4)GalT-HA. Le témoin positif est une protéine
commerciale contenant le peptide HA. Les témoins négatifs utilisés sont les protéines
microsomales de la souche sauvage Pt 1.8.6 (WT) et d’un clone transformé par le vecteur
pPha-NR dépourvu des génes d’intérét mais ayant intégré le géne de la résistance a la zéocine
(Clone -).
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Le gene codant la B(1,4)GalT-HA humaine et le géne codant la GnT | de P. tricornutum
ont également été introduits simultanément dans le génome de la diatomée sous le controle
d’un promoteur inductible par le nitrate, permettant ainsi d’induire leur expression par I'ajout
de nitrate dans le milieu de culture. La transformation génétique de P. tricornutum par
biolistique a permis d’obtenir 182 colonies dont 52 transformants ayant intégré les deux
génes. La co-expression de la 3(1,4)GalT-HA et de la PtGnT I-V5 a ensuite été recherchée chez
ces 52 clones par Western blot au moyen d’un anticorps dirigé contre le peptide V5 puis d’un
anticorps dirigé contre le peptide HA (Figure 43). Au terme de ce criblage, seulement 3
doubles transformants montrent une expression simultanée de la B(1,4)GalT-HA et de la

PtGnT I-V5, soit un rendement faible de 1,64%.

Révélation 1 Révélation 2

80kDa WT | Clone- | 120 121 140 Protéine-V5 Wt Clone- | 120 121 140 Protéine-HA

65kDa

50kDa
40kDa

| 11
:
|

30kDa

Figure 43 : Criblage protéique des doubles transformants ayant inséré simultanément les
genes codant la B(1,4)GalT-HA et la PtGnT I-V5

Immunodétection par des anticorps dirigés contre le peptide V5 (Révélation 1) et contre le
peptide HA (Révélation 2) des protéines microsomales isolées a partir des doubles
transformants de P. tricornutum exprimant les $(1,4)GalT-HA et PtGnT I-V5. A la fin de la
premiere révélation, les complexes anticorps primaire/secondaire présents sur le blot ont été
éliminés avant de procéder a la seconde révélation. Le témoin positif est une protéine
commerciale contenant les peptides HA et V5. Les témoins négatifs utilisés sont les protéines
microsomales de la souche sauvage Pt 1.8.6 (WT) et d’un clone transformé avec le vecteur
pPha-NR dépourvu des génes d’intérét mais ayant inséré le géne de la résistance a la zéocine
(Clone -).

Il serait donc nécessaire de continuer I'analyse biochimique de ces simples et doubles
transformants afin de vérifier si ces clones permettent d’accumuler des N-glycannes
complexes portant des résidus galactose en position terminale. Si une telle accumulation est

confirmée, une avancée majeure concernant I’humanisation des voies de N-glycosylation aura

été atteinte. L’'humanisation des voies de N-glycosylation de la diatomée pourra donc étre
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prolongée a terme par l'insertion dans son génome des génes impliqués dans les voies de la
biosynthese des acides sialiques, dans leur transport dans I'appareil de Golgi et dans leur
transfert sur les N-glycannes. Parallélement, I'expression d’un anticorps chez les
transformants permettrait de vérifier a chaque étape de I'ingénierie métabolique de la voie
de N-glycosylation, si I'anticorps recombinant porte lui aussi des N-glycannes humanisés

permettant d’envisager une utilisation a des fins thérapeutiques.
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Résumé / Abstract

Le marché des anticorps monoclonaux représente actuellement la majorité des protéines
recombinantes a intérét thérapeutique. Les difficultés liées a la production de tels anticorps dans des
cellules de mammiferes, ont poussé la communauté scientifique a envisager des organismes alternatifs
pour leur production. Récemment, les microalgues ont montré leur capacité a produire des anticorps
monoclonaux fonctionnels. Il est cependant nécessaire de modifier la glycosylation naturelle de ces
microalgues afin qu’elles produisent des anticorps pouvant étre utilisés pour certaines applications
thérapeutiques chez I'Homme. Dans ce contexte, I'étude de la N-glycosylation de la diatomée
Phaeodactylum tricornutum a été réalisée. Cette étude a consisté dans un premier temps a déterminer
la structure du précurseur oligosaccharidique des N-glycannes des protéines formées dans le réticulum
endoplasmique. Les résultats ont permis de montrer la synthése par la diatomée d’un précurseur
tronqué d’un glucose comparé a la majorité des eucaryotes. Dans un second temps, il a été nécessaire
de déterminer la structure détaillée des N-glycannes oligomannosidiques. Ces résultats ont permis
d’établir que les structures MansGIcNAc, et MansGIcNAc, synthétisées sont similaires a celles
retrouvées chez les mammiféres. De plus, le MansGIcNAc; synthétisé est 'isomére substrat accepteur
de la N-acétylglucosaminyltransférase | (GnT I) qui catalyse I’étape primordiale initiant la synthése des
glycannes complexes. Cette étude a donc permis d’initier I’"humanisation de la voie de la N-
glycosylation par la sur-expression de la GnT | chez la diatomée afin d’amplifier les proportions en N-
glycannes complexes portant des résidus N-acétylglucosamine en position terminale.

Mots clés: Phaeodactylum tricornutum, N-glycanne, N-acétylglucosaminyltransférase |,
humanisation, anticorps monoclonaux

Currently, monoclonal antibodies represent the major class of recombinant proteins used for
therapeutical applications in humans. The constraints due to the production of these monoclonal
antibodies in mammalian cells led scientists to develop alternative expression system for the
production of monoclonal antibodies. Recently, microalgae have been shown to be able to produce
functional monoclonal antibodies. However, the engineering of the N-glycosylation pathway in these
microalgae is required in order to optimize the effector functions of the algae-made antibody for some
therapeutic applications. In this context, this PhD thesis focused on the study of the N-glycosylation of
the diatom Phaeodactylum tricornutum. Initially, we focused on the structural analysis of the
oligosaccharide precursor synthesized in the endoplasmic reticulum. The results showed that P.
tricornutum synthesizes a truncated precursor as compared to the other eukaryotes. Then, | have
investigated the detailed structure of the oligomannosidic N-glycans and demonstrated that the
ManyGlcNAc; and MansGIcNAc; synthesized were similar to those found in mammals. In addition, the
MansGIcNAc; synthesized is the acceptor isomer for the N-acetylglucosaminyltransferase | (GnT )
which initiates in eukaryotes the synthesis of complex-type N-glycans. Humanization of the N-
glycosylation pathway was finally iinitiated by over-expression of the GnT | in the diatom in order to
increase the amounts of complex N-glycans carrying N-acetylglucosamine residues in the terminal
position.

Key words: Phaeodactylum tricornutum, N-glycans, N-acetylglucosaminyltransferase |,
humanization, monoclonal antibodies



