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Abbréviations

[M +Na]* = Espece cationique
correspondant a I'adduit « molécule +
sodium »

[M +H]* = Espeéce cationique
correspondant a I'adduit « molécule +
proton »

[M -H] = Espéce anionique correspondant
a I'adduit « molécule - proton »

AA : Acide aminé

AAn : Acide aminé non-naturel
AARS : Aminoacyle-ARNt-synthétase
ACN : Acétonitrile

Ay : Activité d’hydrolyse

AR : Analytical Reagent

ARNm : ARN messager

ARNt : ARN transférase

aroH : Activité de l'alcool

Ar : Activité de transglycosylation

aw : Activité de I'eau

aRha : a-rhamnosidase

BGlc : B-glucosidase

BMan : B-mannosidase

BME : B-Mercaptoéthanol

BSA : Bovine Serum Albumine
BuOH : Butanol

Cam : Chloramphénicol

CAZy : Carbohydrate Active enZymes
database

CAZymes : Carbohydrate Active enZymes
CCM : Chromatographie sur couche
mince

Coll. : Collaborateurs

C-term : Extrémité C-teminale

CTP : 4-Chlorothiophénol

DIPEA : N,N-Diisopropylethylamine
DCM : Dichlorométhane

DMF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxide

DNP : Dinitrophényle

DO : Densité optique

DtGly : Dictyoglumos thermophilum
Glucosidase

DtMan : Dictyoglumos thermophilum
Mannosidase

DtRha : Dictyoglumos thermophilum
Rhamnosidase

DTT : Dithiothréitol

EC : Enzyme Classification

ESI : Electrospray ionisation

EtOAc : Acétate d’éthyle

Et:N : Triéthylamine

Fuc : Fucopyranoside

Gal : Galactopyranoside

GalNac : N-acétylgalactosamine
gCOSY : gradient COrrelation
SpectroscopY

GDP : Guanosine diphosphate

GG: Glycoside de glycérol

GH : Glycoside Hydrolase

gHSQC : gradient Heteronuclear Single
Quantum Coherence

Glc: Glucopyranoside

GlcNac : N-acétylglucosamine

GT : Glycoside Transferase

HiseTag : Séquence N-terminale et/ou C-
terminale de 6 Histidines

HRMS : Spectrométrie de masse haute
résolution

HMBC : Heteronuclear Multiple Bond
Coherence

Kan : Kanamycine

Kcat : Turn-over number

Kw : Constante de Michaélis-Menten
LB : Lysogeny Broth

LC-MS : Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry

LCN : Ligation Chimique Native

LPE : Ligation de Protéine Exprimée
IMAC : Immobilized Metal Affinity
Chromatography

IPTG : Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranose

iPrOH : Isopropanol

Man : Mannopyranoside



MPD : 2-méthyl-2,4-pentandiol

MS : Mass Spectrometry

M : Poids moléculaire (MW : Molecular
Weight)

N-term : Extrémité N-terminale

pb : Paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction
PDB : Protein Data Bank

PE : Petroleum ether

pH : Hydrogen potential

pHOpt : pH Optimal

pKa : Potentiel de la constante d’acidité
PNP : para-nitrophényle

pPNPFuc : pNP-p-D-fucopyranoside
pNPGIc : pNP-B-D-glucopyranoside
pNPGal : pNP-B-D-galactopyranoside
pNPMan : pNP-B-D-mannopyranoside
PNPOH : para-nitrophénol

pPNPRha : pNP-a-L-rhamnopyranoside
pPNPXyl : pNP-B-D-xylopyranoside
ppm : partie par million

R : Rendement

Rt : Reference front
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ru : Vitesse d’hydrolyse

rs : Vitesse de synthése

r.s : Vitesse de déalkylation

Rha : Rhamnose

RMN : Résonance magnétique nucléaire
S, S¢ : Facteurs de sélectivité
SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SEC : Chromatographie d’exclusion
stérique

SPPS : Synthése Peptidique en Phase
Solide

SR : Site de restriction

tBoc : Tert-butoxylcarbonyl

TP : Thiophénol

Tr : temps de rétention

Tris : Tris(hydrosymethyl)aminomethane
Ttyr : Thiotyrosine

TtyrME : Thiotyrosine methyl ester
UDP : Uridine diphosphate

Wt : Wild-type

Xyl : Xylopyranoside



Abbréviations des acides aminés :

Nom Codea1 | Codea3 Nom Codea1 | Codea3
lettre lettres lettre lettres

Alanine A Ala Leucine L Leu
Arginine R Arg Lysine K Lys
Asparagine N Asn Méthionine M Met
Aspartate D Asp Phénylalanine F Phe
Cystéine C Cys Proline P Pro
Glutamate E Glu Sérine S Ser
Glutamine Q GIn Thréonine T Thr
Glycine G Gly Tryptophane w Trp
Histidine H His Tyrosine Y Tyr
Isoleucine I lle Valine V Val
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Introduction générale

Dans le monde du vivant, les glycosides font partie des familles de molécules les plus
fréequemment rencontrées. Ces glycanes peuvent se trouver sous la forme de
monosaccharides (lorsqu’ils sont issus du métabolisme énergétique par exemple), d’oligo- ou
polysaccharides (comme éléments structurels de la paroi cellulaire des plantes) ou de
glycoconjugués (tels que les glycoprotéines et glycolipides).(Campo, 2010; Defaus, 2014)
Principalement présents a la surface des cellules, ces glycoconjugués sont impliqués dans
des processus biologiques variés tels que les mécanismes de reconnaissance ou d’adhésion
cellulaire, les modifications co- et post-traductionnelles des protéines, I'infection par des
agents pathogénes ou dans la réponse immunitaire (Figure 1).(Varki, 1993) En conséquence,
les sucres jouent un réle important dans I'apparition de nombreuses maladies et sont devenus
d’un intérét majeur pour la communauté scientifique comme nouvelles cibles thérapeutiques
ou de diagnostique.(Ernst, 2009; Fernandez-Tejada, 2015) Depuis les 30 derniéres années,
les domaines de la glycochimie et de la glycobiologie se sont développés pour favoriser I'accés
a ces composés et améliorer nos connaissances, notamment en terme de relation
structure/activité, nécessaires au développement de nouveaux candidats médicaments, tels
que des vaccins anti-cancéreux ou de lutte contre les maladies infectieuses.(Fernandez-
Tejada, 2015) Cependant les applications des glycoconjugués ne se limitent pas a I'industrie
pharmaceutique, ils sont par exemple exploités pour leurs propriétés tensio-actives dans les
domaines de la cosmétique, de la détergence ou l'industrie agro-alimentaire.(Mladenoska,
2008)

S N
N
;%-d“ Glyco rote?l:\ \\\\IT\\\\\\ i
Toxins At /2 folt';inu \'\‘o\w \ ) _
C & // \3\‘x\\ : ]
< ﬁ"*.l!.' ’
Microorganisms — , ) v 5
/_( R Intracellular e
» iy .
( ;.g‘@ ~J traﬂ’ickmq -

Y pacan P
w""""" AL \:// I:":s'o;\;ﬂ'é

Clearance
of proteins

Hormones
receptors

CYTOPLASM

~ Lectins
NUCLEUS

Figure 1 : Rdles des glycanes dans les mécanismes cellulaires.(Defaus, 2014)
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D’un point de vue structural, les charpentes osidiques font partie des molécules les plus
complexes, de par i) le type de motif sucre (pyranose, furanose, série D ou L), ii) le type de
liaison pouvant étre générée (1,1)-(1,2)-(1,3)-(1,4)-(1,5)-(1,6), iii) la configuration de la position
anomérique (a/p) et iv) le type de liaison osidique (S, N, O,...).(Lafite, 2012) Pour cela, la
synthése de formes homogénes de glycanes par voie chimique est un véritable challenge. Elle
requiert la plupart du temps la préparation de donneurs actives, le passage par de nombreuses
étapes de protection/déprotection pour contrdler la régiosélectivité de la réaction ainsi que la
stéréosélectivité de la liaison créée et la séparation des différents produits formés qui conduit
a de faibles rendements finaux. Parallélement, en s’inspirant des outils mis a disposition par
la nature, les chercheurs ont développé des méthodes de production par voie enzymatique en
exploitant le potentiel de synthése des glycosyltranférases (GT) et des glycoside hydrolases
(GH). Si les GT, responsables in-vivo de la biosynthése des glycosides, présentent une
efficacité évidente pour le transfert d’unités glycosidiques, leur application en synthése reste
notamment limitée par I'utilisation de nucléotides sucres et de co-facteurs, tels que l'uridine
diphosphate (de codt élevé) ainsi que par leur disponibilité sous forme recombinante.(Gantt,
2011; Toone, 1989; van Rantwijk, 1999) En revanche, le développement des connaissances
mécanistiques et structurelles des glycoside hydrolases, responsables du métabolisme des
glycosides, a permis la conception de biocatalyseurs originaux présentant des propriétés
optimisées pour la synthése de dérivés glycosylés.

. Les glycosidases, outils pour la synthése de molécules complexes

1. Généralités et aspects mécanistiques

1.1. Classification

Les glycoside hydrolases sont des enzymes ubiquitaires spécifiques des sucres
impliquées dans de nombreux processus biologiques. Chez les mammiféres elles se
retrouvent principalement sous forme extracellulaire, comme dans la salive ou le tube digestif,
et jouent un réle important dans la dégradation de glycanes a des fins nutritives ou de lutte
anti-bactérienne. D’autres GH sont quant a elle localisées dans le réticulum endoplasmique
ou lappareil de Golgi et participent aux processus de modifications post-
traductionnelles.(Fernandez Mayoralas, 1997; Rosnoblet, 2013) A [linverse des
glycosyltransférases, les GH (EC 3.2.1.xx) catalysent I'hydrolyse de la liaison glycosidique
entre deux unités sucres ou une unité sucre et un aglycone (entité non glycosidique). Elles
peuvent étre classifiées en deux groupes distincts selon leur capacité a cliver les liaisons
internes ou externes du substrat (Figure 2) :

- Les «endo »-glycosidases hydrolysent la liaison interne dune chaine
oligosaccharidique
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- Les «exo »-glycosidases catalysent la rupture de la liaison glycosidique a
I'extrémité non réductrice d’'un oligosaccharide.

-0 \-O \-O endo-GHs 0 _0 o
Ho e~ L O N Lo N\ _0-R  — =8 O o& OH + HO&O*R

L Jn L Jn-1

HO HO HO HO
+—>O0 -0 \-O exo-GHs +—-0 -0 0
HO | O&—OMO*R T T HO e ob\q,o&w + HO—R

L an L Jn

Figure 2 : Les endo/exo-Glycoside Hydrolases.

Du fait de la diversité moléculaire des sucres, les glycosidases présentent un large spectre
d’activité qui a nécessité I'élaboration d’une classification plus spécifique et plus précise que
la nomenclature de I'Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire (IUBMB)
des enzymes. En 1998, la base de données regroupant 'ensemble des Carbohydrate-Active
enZymes (CAZy) fut créée, rassemblant 'ensemble des GH en différentes familles en fonction
des similarités dans leur séquence en acides aminés et leur structure
tridimensionnelle.(Cantarel, 2009; Henrissat, 1991b; Lombard, 2014) A 'heure actuelle plus
de 130 familles de glycosidases ont été identifiées permettant ainsi d’étendre les
connaissances sur les mécanismes et le mode de repliement de ces enzymes
(http://www.cazy.org/ 05/09/2015).(Henrissat, 1991a) Pour le glycobiologiste, cette
classification CAZy est devenue un outil précieux et indispensable pour répertorier au sein
d’'une famille une GH nouvellement identifiée.

1.2. Mécanismes des glycosidases

1.2.a. Mécanismes usuels

Depuis de nombreuses années, lintérét porté aux GH n’a cessé de s’accroitre et a
permis de mieux comprendre le mode d’action de ces catalyseurs. Deux grands mécanismes
ont alors été mis en évidence par le Prof. Koshland et font toujours I'objet de nombreuses
études grace notamment a la résolution des structures tridimensionnelle d’ enzymes en type
sauvage, mutées ou co-cristalisées avec des ligands a partir d’expérience de cristallographie
aux rayons X (RX). L’hydrolyse de la liaison glycosidique peut étre réalisée avec inversion ou
rétention de la configuration de la position anomérique.(Koshland, 1953)

Chez les glycosidases avec inversion de configuration, I'hydrolyse suit un mécanisme de
déplacement en une étape réalisé entre 2 résidus catalytiques, jouant le role d’acide/base
général, et une molécule d’eau. Dans le site actif, les 2 acides carboxyliques clés sont
approximativement séparés I'un de I'autre de 10 A favorisant I'attaque nucléophile sur le coté
opposé du lien osidique.(Rye, 2000) Pendant I'acte catalytique, le résidu jouant le réle de base
générale active une molécule d’eau entrant dans le site actif tandis que le second acide
carboxylique déclenche, par catalyse acide, le départ du groupe partant en position
anomérique (Schéma 1).
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acide acide
général [ I général
(O 0 oko O (@]
! !
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HO~>0R . | HOQ MO R | Hoﬁ .
AN o~
(Lo 05" T
H H
OYOJ Oﬁd OYOH
base L — base
générale état de transition générale

ion oxocarbénium

Schéma 1 : Mécanisme des GH a inversion de configuration.

Le second mécanisme majoritaire rencontré chez les glycosidases est le mécanisme
avec rétention de configuration. Il s’opére selon un double déplacement de liaisons favorisant
ainsi une double inversion de la configuration de la position anomérique. Si les mécanismes
d’inversion et de rétention de configuration partagent des caractéristiques communes telles
que : i) le passage par un état de transition de type oxocarbenium et ii) la participation de 2
acides carboxyliques catalytiques, ils se différencient sur certains points. En effet chez les GHs
a rétention de configuration, les 2 résidus catalytiques sont & une distance de 5,5 A I'un de
l'autre.(Rye, 2000) La proximité de ces 2 acides aminés ne permet pas 'action simultanée du
nucléophile entrant (molécule d’eau) et des résidus catalytiques comme décrit dans le
précédent mécanisme. Ainsi dans un premier temps, le départ du groupe partant est favorisé
par catalyse acide (assuré par I'un des résidus jouant le role d’acide général), tandis que le
résidu nucléophile (acide aminé sous forme de carboxylate) attaque le centre anomérique pour
former un intermédiaire covalent aussi appelé intermédiaire glycosyl-enzyme. Dans un second
temps, le résidu acide/base déprotone une molécule d’eau pénétrant dans le site actif. Ce
nucléophile activé peut alors attaquer l'intermédiaire covalent par le c6té opposé a la liaison
anomérique et générer le produit d’hydrolyse correspondant (Schéma 2).(Bojarova, 2009;
Fernandez Mayoralas, 1997; Hancock, 2006; Rye, 2000)
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Schéma 2 : Mécanisme des GH a rétention de configuration.

1.2.b. Mécanismes non-usuels

Si les 2 mécanismes d’inversion et de rétention de configuration sont les plus
rencontrés chez les glycoside hydrolases, différentes études décrivent néanmoins I'existence
de mécanismes plus atypiques chez ces enzymes. Parmi ces derniéres sont rapportées les f3-
N-acétylhexoaminidases, glycosidases extrémement spécifiques des sucres portant un
groupement déoxy N-acétyl en position 2. A la fin du XX®™e siécle ces enzymes ont fait I'objet
de nombreuses études, notamment pour des applications anti-fongiques.(Horsch, 1997) A
I'heure actuelle ces biocatalyseurs sont répertoriés dans les familles 3, 18, 20, 84 et 85 des
GHs (www.cazy.org/ 07/07/2015).(Abbott, 2009; Rao, 2006; Rao, 1999; Vocadlo, 2000) Des
recherches réalisées sur le développement d’inhibiteurs d’hexoaminidases conjuguées a des
études cristallographiques ont mis en évidence que les enzymes appartenant aux familles 18
et 20 des GH clivaient la liaison osidique via un mécanisme dit « substrat-assisté » (Schéma
3). Le groupement N-acétyle en position C-2 joue ici le réle de nucléophile pour attaquer le
centre anomérique et générer un intermédiaire oxazolonium. L’intervention d’'une molécule
d’eau activée par le résidu servant de base générale conduit au produit d’hydrolyse

correspondant. Tout comme les GH « classiques » les B-N-acétylhexoaminidases possedent
dans leur site actif 2 acides carboxyliques catalytiques mais ne jouant pas les méme réles. En
effet, si le rOle du résidu acide/base est conservé dans la réaction catalytique, des expériences
de mutagénése et de cristallographie menées par Rao et coll. ont démontré que le second
carboxylate n’avait aucun role catalytique mais participait en revanche a la stabilisation de
I'intermédiaire oxazolonium.(Rao, 1999)
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Les sialidases et trans-sialidases, regroupées dans les familles GH33 et GH34, ont
quant a elles été décrites pour catalyser I'hydrolyse ou le transfert d’acides sialiques en
utilisant un résidu nucléophile alternatif au glutamate (Glu) ou aspartate (Asp) classiquement
rencontrés. En effet, les acides sialiques (substrats de ces enzymes) possedent en position
anomérique une fonction acide carboxylique, ainsi pour limiter l'effet de répulsion
électrostatique avec un résidu Glu ou Asp ces enzymes utilisent une tyrosine, activée par un
résidu basique adjacent, pour jouer le role de nucléophile et former I'intermédiaire glycosyl-
enzyme (Schéma 4).(Watts, 2003) Enfin un mécanisme atypique a été mis en évidence chez
les représentantes de GH4 qui nécessitent I'assistance unique du NAD* et d’un ion divalent
(Mn?*) lors de l'acte catalytique.(Lodge, 2003; Rajan, 2004; Thompson, 1998; Varrot, 2005)
Ces enzymes ne suivent pas un mécanisme a double déplacement mais agissent selon un
processus catalytique multi-étapes impliquant des réactions d’oxydation, élimination, addition
et de réduction.

résidu résidu
nucléophile ’); nucléophile
O o
H—
AcHN H0_
|
e Y
résidu résidu
acide/base acide/base

Schéma 4 : Mode d’action des sialidases.
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2. Application a la synthése de O-glycoconjugués

2.1. Les glycoside hydrolases natives

De nos jours, les phénoménes de société tels que le réchauffement climatique,
I'épuisement des ressources fossiles ou la gestion des déchets ont propulsé le remplacement
des procédés chimiques industriels colteux en énergie et qui nécessitent I'utilisation de
solvants organiques. L'utilisation de systémes éco-compatibles répondants aux principes de
la chimie verte est devenue un challenge d’intérét.(Menon, 2012) Dans cette optique, les
systémes enzymatiques sont parmi les meilleures alternatives puisqu’ils sont :

- i) actifs en conditions douces (dans I'eau a température ambiante et a pression
atmosphérique),(Arnold, 2001)

- i) peu polluants, avec un faible rejet de déchets toxiques,(Arnold, 2001)

- Qi) recyclables sur plusieurs cycles catalytiques (par greffage sur support
solide)(Ansari, 2012)

- iv)eftc...

Les sucres sont au cceur de nombreux procédés industriels et les glycosidases constituent un
pool enzymatique extrémement diversifié tout d’abord d’un point de vue mécanistique mais
aussi compte tenu de la grande variété de substrats pouvant étre reconnus. Les GH
rassemblent, par conséquent, tous les critéres pour devenir des outils prometteurs et originaux
dans de nombreuses applications. En dégradant les glycanes, elles trouvent une utilité dans
lindustrie du textile, papetiére ou dans les bioraffineries.(Bergquist, 2014; Choi, 2010) Par
exemple, dans un souci de proposer des alternatives aux énergies fossiles, I'intérét porté aux
xylanases et cellulases s’est fortement accru afin de proposer des systémes biocatalytiques
efficaces pour la dégradation de biomasse lignocellulosique et la production de bioéthanol de
29 génération.(Bhalla, 2013; Juturu, 2014; Menon, 2012)

Dans les années 70 les études réalisées sur les glycosidases ont prouvé leur capacité a
synthétiser de nouvelles liaisons glycosidiques, par hydrolyse inverse ou réaction de
transglycosylation. Depuis ces découvertes le développement des outils de bio-ingénierie ont
permis d’améliorer les activités de synthése de ces enzymes qui trouvent des applications
pour la production de O-glycoconjugués dans les domaines de la pharmaceutique, de la
cosmétique ou encore pour I'agroalimentaire.(Farran, 2015)

2.1.a. L’hydrolyse inverse, approche thermodynamique

Au début du XXeéme |es équipes des Prof. Bourquelot et Viebel ont initié la synthése de
glycosides d’alkyle par voie enzymatique en synthétisant pour la premiére fois des dérivés du
glucose en présence d’émulsine (mélange de glycoside hydrolases extrait d’amande). Leurs
travaux ont alors mis en évidence la possibilité dinverser la réaction d’hydrolyse des
glycosidases en faveur de la création d’une nouvelle liaison osidique.(Bourquelot, 1913;
Viebel, 1936) La réaction d’hydrolyse inverse s’effectue en présence d’'une glycosidase, du
monosaccharide et d’un nucléophile tel qu’un alcool. Sous contréle thermodynamique, elle
conduit cependant a la formation majoritaire du produit d’hydrolyse. En effet lors de I'acte
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catalytique, le dérivé glycosylé nouvellement formé peut a son tour devenir substrat de
I'enzyme et donc conduire au produit d’hydrolyse, produit thermodynamique. Par conséquent
ces réactions d’hydrolyse inverse sont la plupart du temps limitées par de faibles rendements
(Figure 3).

(@] (@]
HOSeo~\_OH + ROH === LoSso=) OR + H,0

Contréle
thermodynamique

Figure 3 : L’hydrolyse inverse réaction sous contréle thermodynaique.

De nombreuses études ont été réalisées depuis les travaux pionniers de Bourquelot et Viebel
mettant en évidence l'influence de différents paramétres thermodynamiques pour déplacer
I'équilibre dans le sens de la synthése et non de I'hydrolyse :

-i) La concentration en réactifs (donneur/accepteur).

Plusieurs travaux font référence a I'observation d’'un meilleur rendement de glycosylation en
présence d’'une forte concentration en réactifs de départ.(Ajisaka, 1987; Chahid, 1992;
Monsan, 1995) Si de meilleurs rendements d’hydrolyse inverse sont obtenus en augmentant
la concentration en donneur de glycoside, elle donne en revanche lieu a la formation de sous-
produits indésirables.(Ajisaka, 1987) Enfin, si les glycosidases acceptent un large panel de
substrats, la glycosylation directe d’alcool primaire s’avére étre 3 a 5 fois plus rapide que pour
les alcools secondaires.(van Rantwijk, 1999; Vic, 1992)

-ii) La concentration en eau.

Etymologiquement, le terme hydrolyse provient du grec hudér + lusis qui signifie dissolution a
l'eau. Il serait donc facile de penser que remplacer I'eau par un systéme non-aqueux
permettrait de déplacer I'équilibre dans le sens unique de la glycosylation directe. Cependant,
la présence d’eau dans le milieu réactionnel est essentielle au bon fonctionnement des
glycosidases mais également pour la solubilisation des glycosides (non-protégés), de par leur
nature hydrophile. Il a alors été établi qu’'une concentration minimale en eau aw (activité de
I'eau) devait étre assurée.(Basso, 2002; van Rantwijk, 1999) Différentes études réalisées sur
des systémes biphasiques ont rélevé que I'addition de co-solvant suivant leur nature (polarité,
solvant protique, aprotique) augmentait les rendements de condensation par comparaison aux
réactions réalisées en milieu aqueux.(Panintrarux, 1995; Vic, 1992)

-iif) Eliminer le produit de la réaction.
L’équilibre réactionnel peut étre déplacé en éliminant le produit de condensation du milieu
réactionnel par précipitation, extraction ou transformation en un autre produit. Un exemple de
cette approche est la synthése du raffinose en flux continu via 'immobilisation d’une a-D-
galactosidase de Mycena vinacea. Le procédé développé par Ajisaka et coll. consiste a faire
passer une solution contenant 10% de galactose (¥/) et 50% de sucrose (%) a travers une
série de colonnes d’enzymes immobilisées et de charbon actif. Les trisaccharides ayant une
meilleure affinité pour le charbon actif que les composés mono- ou di-saccharidiques,
I'équilibre de la réaction peut étre continuellement déplacé dans le sens de la condensation
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par extraction du trisaccharide accumulé dans la colonne de charbon actif. Cette méthode
nécessite de déterminer le temps de circulation miminum nécessaire a la formation et
I'accumulation du raffinose avant son élution (sol. EtOH 50%).(Ajisaka, 1989)

L’amélioration des performances des glycosidases en hydrolyse inverse repose sur un savant
dosage de ces différents parameétres thermodynamiques. Malgré tout, la synthése
d’'oligosaccharides et de dérivés glycosylés par hydrolyse inverse reste limitée par de faibles
rendements et la formation d’isoméres non désirables. Les GH sont également capables de
créer des liaisons glycosidiques par réaction de transglycosylation qui s’effectue sous contréle
cinétique.

2.1.b. La transglycosylation, approche cinétique

Chez les glycosidases a rétention de configuration I'intermédiaire covalent formé peut
étre intercepté par un nucléophile (autre qu’'une molécule d’eau) pour conduire a un nouveau
glycoside de maniére totalement stéréospécifique. La glycoside hydrolase devient alors une
transglycosylase.(Toone, 1989) Malgré la stéréospécificité de cette réaction, la
transglycosylation présente l'inconvénient de former de nombreux sous-produits de réaction.
En effet dés la formation de l'intermédiaire covalent 3 candidats potentiels peuvent attaquer le
centre anomérique (Schéma 5) :

- i) un accepteur de glycoside nucléophile, conduisant au produit de
transglycosylation recherché,

- ii) une molécule d’eau, pour former le produit d’hydrolyse,

- iii) le donneur de sucre de départ formant ainsi un produit d’auto-condensation.

Auto-condensation

— X
HO O\ 0R
H Synthése
SNE
HO v~ OR =—— Ho/\/ﬁ HO %—~_OR'
-R'OH
OYO g
HO| ry / Hydrolyse
secondaire
NO ’//
HO" %~ _OH
Hydrolyse

Schéma 5 : Mécanisme de transglycosylation.

A la vue de ce schéma, force est de constater que le produit de transglycosylation peut dés sa
formation devenir substrat de I'enzyme pour subir une nouvelle transglycosylation ou une
hydrolyse (secondaire). La réaction de transglycosylation est donc une réaction sous contréle
cinétique puisqu’en fonction des conditions de réaction le produit qui se forme le plus
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rapidement sera favorisé. Durant I'acte catalytique, a mesure que I'accepteur de glycoside est
consommeé, la concentration en produit augmente jusqu’a atteindre son maximum lorsque
I'équilibre entre les vitesses rs (vitesse de synthése) et r.s (vitesse de déalkylation) est atteint.
Lors de cet équilibre, la réaction n’est plus sous contrdle cinétique mais thermodynamique
puisque le produit de transglycosylation (produit cinétique) devient substrat pour I'hydrolyse
(produit thermodynamique). Ainsi pour assurer une transglycosylation efficace il est
nécessaire de régler la balance entre I'hydrolyse du donneur, la consommation de I'accepteur
et I'hydrolyse du produit formé. Les principes énoncés précédemment pour I’hydrolyse inverse
peuvent également s’appliquer aux transglycosylases, augmenter la concentration en donneur
/ accepteur,(Mitsuo, 1984) diminuer la concentration en eau, éliminer le produit 8 mesure de
sa formation. Par ailleurs, 2 autres paramétres clés sont a prendre en compte pour favoriser
de bons rendements de transglycosylation :

- i) Le donneur de glycosyle.

Pour assurer un contrdle cinétique le donneur de sucre doit réagir rapidement avec I'enzyme
pour diminuer le temps de réaction et donc limiter ’hydrolyse du produit de transglycosylation.
On parle alors de donneur activé. De la méme maniére le donneur doit avoir une meilleure
affinité (faible Kv) pour 'enzyme que le produit synthétisé et ainsi favoriser son accumulation
dans le milieu réactionnel. Le donneur de glycosyle activé devra donc étre caractérisé par un
ratio keat/Km supérieur a celui du produit de transglycosylation. De nombreuses études ont
démontré que les donneurs de glycosyles présentant des groupes partant de type vinylique
(1, Figure 4) (Chiffoleau-Giraud, 1997) ou benzylique (2) (Woudenberg-van Oosterom, 1998)
(tels de que les ortho/para-nitrophénol ou le dinitrophénol) ou encore les donneurs fluorés
(3)(Kobayashi, 1991; Williams, 2000) permettaient d’obtenir de meilleurs rendements de
transglycosylation que des donneurs non-activés (mono ou disaccharides). Les donneurs
activés par la présence d’un groupement fluoro, présentent 'avantage d’étre peu sensibles a
'hydrolyse spontanée en milieu aqueux et de ne générer qu’'un ion fluorure qui peut étre
facilement séparé du produit de transglycosylation.

—-= —-= o
HO v~ 0=~ HOWO\©\ Ho%’:
NO,

1 2 3

Figure 4 : Structures de donneurs activés.

- i) La sélectivité enzymatique.
Le rendement de transglycosylation repose sur la compétition entre les deux entités
nucléophiles (alcool, H>O) pouvant agir sur I'intermédiaire covalent, mais aussi sur les
propriétés intrinséques de I'enzyme vis-a-vis de ces deux accepteurs. En conséquence, si la
sélectivité de I'enzyme pour I'alcool est bonne (déplacement de I'équilibre vers la formation du
produit), le taux de transglycosylation sera supérieur a celui de I'hydrolyse. D’autre part,
comme énoncé précédemment, quand le temps de réaction devient trop long le produit de
transglycosylation formé peut subir une hydrolyse dite secondaire qui peut étre négative pour
le rendement global. En 1999, Rantwijk et coll. ont proposé de quantifier la sélectivité
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enzymatique en introduisant les facteurs de sélectivité (S et S¢) comme fonctions du ratio des
vitesses synthése/hydrolyse (rs/ru).(van  Rantwijk, 1999) Ces deux paramétres
thermodynamiques peuvent étre mesurés expérimentalement en fonction des constantes
d’activités de I'alcool aron et de I'eau aw (S) ou de leurs concentrations (S¢) (Figure 5) :

r's _ g 8ROH rs . lalcool]

iy aw o ¢ [eau]

Figure 5 : Facteurs de sélectivité enzymatique.

En prenant en compte ces deux équations il serait une fois de plus tentant de penser que
l'activité de transglycosylation pourrait étre exacerbée en utilisant un milieu réactionnel de
faible concentration en eau. Or des études font référence a l'influence de la constante aw sur
l'activité de transglycosylation d’un panel de glycosidases. Les mesures réalisées avec des
alcools miscibles ou non (éthanol, hexanol) a I'eau ont révélé 'augmentation globale de la
sélectivité de 'enzyme avec 'augmentation de la concentration en eau.(Hansson, 2001; van
Rantwijk, 1999) En 2008 les travaux effectués par Mladenoska et coll. sur 3 B-galactosidases
d’'origines différentes ont confirmé l'influence de la constante aw sur l'efficacité de la
glycosylation. Cette sélectivité, fonction de la concentration en eau, peut alors étre rapportée
a la flexibilité de 'enzyme dans le milieu réactionnel. Plus le milieu est riche en eau, plus
I'enzyme est « flexible » (maximum atteint pour a,, = 1) et donc agira en faveur de la réaction
de transglycosylation. A l'inverse, plus le milieu sera appauvri en eau, plus le catalyseur sera
rigide et favorisera la réaction de petits nucléophiles (tels qu’'une molécule d’eau) pour cliver
intermédiaire covalent.(Mladenoska, 2008) En suivant ce concept de « flexibilité » de
'enzyme, le méme constat a été établi selon la structure des accepteurs de nucléophile :
I'activité de transglycosylation est favorisée dans le cas d’alcools de faible longueur de chaine,
que celle-ci soit linéaire ou branchée.(Chahid, 1992; Mladenoska, 2008)

Les études réalisées sur les glycosidases ont permis de mettre en évidence leur
potentiel de synthése, comme une alternative aux procédés de chimie classique, pour la
production de glycosides simples ou oligosaccharides par hydrolyse inverse ou
transglycosylation. Néanmoins, leur activité de synthése reste limitée par deux facteurs : un
faible rendement de transglycosylation et la génération du produit d’hydrolyse. Les
nombreuses stratégies explorées pour tenter de déplacer I'équilibre de la réaction vers la
formation du dérivé glycosylé ont montré quelques limites et ont poussé les scientifiques a
orienter leurs recherches vers d’autres alternatives. A la fin du XX®™e siécle, 'avénement des
outils de biologie moléculaire a favorisé le développement de glycosidases « a fagon »
présentant des activités de transglycosylation améliorées sur la base de I'ingénierie rationnelle
ou combinatoire des protéines.

2.2. Les glycosynthases

Pendant de nombreuses années, 'usage des enzymes en synthése organique a été
peu exploité du fait du codt élevé de leur production mais également des faibles performances
démontrées par les enzymes de type sauvage ou les mixtures enzymatiques provenant
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d’extraits de plantes ou micro-organismes (ou la protéine active était dans la plupart des cas
non identifieée).(Strohmeier, 2011) Dans les années 70 'apparition de la technologie de 'ADN
recombinant a permis de reconsidérer la place des biocatalyseurs en chimie de synthése. La
manipulation des séquences d’ADN est devenue plus aisée et les enzymes naturelles peuvent
désormais étre modifieées spécifiquement pour s’approcher de 'activité désirée. L’utilisation de
la machinerie cellulaire d'organismes vivants appelés hbtes d’expression (tels que les
bactéries, levures, champignons, cellules de mammiféeres,...) permet la production de ces
protéines recombinantes en grande quantité et a faible codt.(Arnold, 2001)

Par la suite, le couplage de cette méthodologie aux outils de génie génétique a permis
d’améliorer les connaissances sur les genes et les protéines. A partir de micro-organismes
contenant I'activité enzymatique recherchée, les chercheurs se sont appliqués a la production
de banques de génes mutés par exposition aux radiations UV, utilisation d’agents mutagénes
ou introduction d’erreurs par les ADN polymérases. Le criblage d’activité de ces organismes
mutants, permet alors d’identifier les génes modifiés et leur séquengage permet de déterminer
précisément la nature de la modification.(Strohmeier, 2011) En 1979 le Prof. Smith développa
la technique de mutagénése dirigée, permettant I'introduction in-vitro de points de mutation
spécifiques sur une séquence d’ADN.(Gillam, 1979) Cette importante découverte a rendu alors
possible la production de protéines présentant de nouvelles propriétés par mutation de résidus
spécifiques sur la séquence d’ADN correspondante.

A I'heure actuelle 'amélioration ou la modification de l'activité d’'une protéine par ingénierie
rationnelle repose sur I'étude approfondie du mécanisme catalytique et de la structure
tridimensionnelle de cette derniére.(Strohmeier, 2011) Cette méthodologie appliquée aux
glycosidases a conduit de maniére générale a la modification des résidus catalytiques ou des
résidus de la seconde sphére de la protéine pour réduire I'activité d’hydrolyse en faveur de
I'auto-condensation ou de la transglycosylation.

C’est en 1998, a partir de ces principes d’ingénierie rationnelle, que I'équipe du Prof.
Withers a fait une importante découverte en proposant la premiére transglycosylase
totalement dépourvue d’activit¢ d’hydrolyse ce qui donna lieu au concept de
glycosynthase.(Mackenzie, 1998) lIs ont alors démontré que le remplacement du résidu
catalytique carboxylate de I'exo-B-glucosidase d’Agrobacterium sp (Abg) par un acide aminé
non nucléophile conduit a la génération d’'un mutant inactif Abg E358A. En revanche, en
présence de donneurs activés, en général un a-glycoside fluoré, I'enzyme Abg E358A est
capable du transfert de l'unité glycosidique vers une variété d’accepteurs sans hydrolyse de
la liaison nouvellement formée. Les expériences réalisées sur Abg E358A a partir d'o-
glucoside ou a-galactoside fluoré sur une variété d’accepteurs, tels que les glycosides d’aryle,
ont conduit a la synthése de di- et tri-saccharides avec d’excellents rendements (jusqu’a 80 %
et 90 % pour la glucosynthase et galactosynthase respectivement, Schéma 6) tandis que des
résultats encourageants ont été obtenus via I'activité glucosynthase d’Abg E358A pour la
synthése d’oligosaccharides de plus haut degré de polymérisation (60 %).(Mackenzie, 1998)
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Schéma 6 : Synthéses d’oligosaccharides catalysées par la glycosynthase Abg E358A.

En cherchant a améliorer les propriétés de transglycosylase d’Abg, il a été démontré que le
remplacement du Glutamate 358 par un résidu polaire, telle que la Sérine, permettait
d’augmenter les taux de réaction (jusqu’a 24 fois supérieur par rapport au mutant E358A).
L’amélioration de l'activité catalytique du mutant Abg E358S observée serait alors due a la
présence de la chaine latérale polaire de la Sérine, permettant une meilleure interaction avec
I'atome de fluor anomérique et donc favorisant son départ.(Mayer, 2000) Parallélement Malet
et coll. ont utilisé ce méme concept pour la génération de la premiére endo-glycosynthase a
partir de la B-(1,3)-(1,4)-glucanase de Bacillus licheniformis.(Malet, 1998) Depuis ces travaux
pionniers de nombreux exemples de glycosynthases ont été décrits et font I'objet de
nombreuses revues.(Armstrong, 2013; Cobucci-Ponzano, 2012b; Hancock, 2006; Kittl, 2010;
Perugino, 2005; Perugino, 2004)

Si les glycosynthases décrites précédemment proviennent toutes de glycosidases a
rétention de configuration, la littérature recense quelques exemples de la génération de
glycosynthase a inversion de configuration. En 2006 Honda et coll. ont produit la premiére
endo-xylosynthase par mutation du résidu base générale de I'exo-oligoxylanase (Rex) de
Bacillus halodurans. Le mutant Rex E263C est alors capable de la synthése de xylo-
oligosaccharides avec de trés bons rendements.(Honda, 2006) Deux autres exemples ont par
la suite été décrits a partir d’endo-glycosidases, I'a-(1,2)-fucosynthase de Bifidobacterium
bifidum et la glycosynthase dérivée de la chitinase de Bryum coronatum.(Ohnuma, 2012;
Wada, 2008)

Chez les glycosidases a inversion de configuration deux acides aminés jouant le réle d’acide
et de base générale sont impliqués dans le mécanisme catalytique qui ne passe pas par un
intermédiaire covalent glycosyl-enzyme. Pour développer les mutants glycosynthases
correspondants, les chercheurs se sont basés sur les travaux du Prof. Hehre qui a démontré
la capacité des glycosidases a inversion de configuration d’hydrolyser des donneurs de
glycosyle fluorés présentant une configuration anomérique identique a celle du produit
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d’hydrolyse final. Le mécanisme, appelé mécanisme de resynthése-hydrolyse de
Hehre,(Hehre, 1979) met en jeu une premiére étape de transglycosylation (resynthése) du
donneur fluoré sur un accepteur de glycoside avec inversion de la configuration anomérique.
Ensuite, la liaison glycosidique nouvellement formée subit rapidement une réaction
d’hydrolyse avant de pouvoir quitter le site actif de 'enzyme (A, Schéma 7). La génération du
mutant glycosynthase repose alors sur la mutation du résidu base générale (qui joue le rble
du donneur de proton lors de I'étape de resynthése) et sur l'utilisation d’'un donneur fluoré
activé qui ne nécessite pas cette assistance acide pour faciliter le départ du groupe partant.
L’activité hydrolytique de 'enzyme étant considérablement ralentie par la perte du résidu base
générale, le produit de transglycosylation alors formé peut quitter le site actif avant de subir
I'hydrolyse (B, Schéma 7).
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Schéma 7 : (A) Mécanisme de « resynthése-hydrolyse » de Hehre ; (B) mécanisme des
glycosynthases issues de glycosidases a rétention de configuration.
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A I'heure actuelle I'ingénierie rationnelle des glycosidases a permis la génération d’une large
gamme de glycosynthases (parmi 18 familles de la classification CAZy) pouvant étre utilisées
dans de nombreuses applications, dont la synthése d’éliciteurs de défense chez les plantes,
de glycosaminoglycanes ou d’oligosaccharides immunomodulateurs entre autre.(Cobucci-
Ponzano, 2012a) Néanmoins nos connaissances incomplétes sur la structure des protéines
et l'incapacité de prédire les résidus clés ayant un impact sur la spécificité ou l'activité
catalytique limite I'utilisation de I'ingénierie rationnelle pour le design de glycosynthases.(Ben-
David, 2008; Kwan, 2011) Une seconde approche basée sur I'évolution naturelle des protéines
peut étre appliquée, sans connaissances mécanistiques ou structurelles préalables, et permet
la génération de nouveaux biocatalyseurs aux propriétés enzymatiques améliorées.

2.3. Ingénierie combinatoire des glycoside hydrolases

L’évolution dirigée (ou ingénierie combinatoire) permet de reproduire in-vitro et de
maniére accélérée I'évolution naturelle des protéines et d’adaptation a leur environnement en
suivant un processus répétitif de mutagénése / criblage / sélection.(Arnold, 1999) Ainsi a partir
d'un géne d'intérét une banque de mutants est générée par mutagénése aléatoire, des
méthodes de criblages d’activité ou de sélection sont ensuite utilisées pour isoler les hits
positifs de la librairie. La caractérisation des variants sélectionnés permet alors d’identifier les
résidus clés qui améliorent les propriétés de la protéine. De maniére générale, cette premiéere
génération de mutants est le point de départ d’'une succession de cycles de mutagénése /
criblage ou sélection qui permet a terme d’affiner les performances de la protéine initiale
(Schéma 8). La diversité génétique apportée par évolution dirigée implique la formation de
banque comportant un grand nombre de variants. Elle nécessite donc I'utilisation de méthodes
de criblage et de sélection adaptées qui permettront d’'identifier de maniére rapide et fiable
le(s) mutant(s) présentant I'activité recherchée.(Cheng, 2015; Lehmann, 2001)
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> —
Gene de la )
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N
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du résidu mute =
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Schéma 8 : Stratégie d’évolution dirigée des protéines.

Les glycosynthases sont capables de catalyser la réaction de transglycosylation de maniére
efficace mais présentent généralement une activité plus lente que leurs analogues en type
sauvage ce qui nécessite donc [l'utilisation d’'une grande quantité de mutant et/ou

33



Introduction générale

l'augmentation du temps de réaction.(Mayer, 2000) La stratégie de I'évolution dirigée
appliquée aux glycosynthases a permis d’augmenter l'activité catalytique mais également
d’améliorer la régiosélectivité¢ de la réaction ainsi que leur versatilité vis-a-vis du
substrat.(Feng, 2005) Les premiers travaux réalisés sur la glycosynthase Abg E358G ont
permis, aprés 2 cycles de mutagenése, d’identifier un nouveau mutant glycosynthase Abg 2F6
présentant une activité catalytique 27 fois supérieure au variant parent Abg E358G. L'enzyme
ainsi congue présente également une meilleure spécificité vis-a-vis du substrat puisque des
taux de réaction élevés ont été observés sur une large gamme de donneurs et
d’accepteurs.(Kim, 2004) La méme stratégie appliquée au variant XynB2 (E335G) de la B-
xylosidase de B. stearothermophilus a permis d’identifier un meilleur mutant glycosynthase
dont le ket @ été multiplié par 35 par rapport au variant initial.(Ben-David, 2008) Plus
récemment les travaux de Shim et coll. sur Abg de type sauvage et ses variants
glycosynthases ont conduit a la génération du premier mutant glycosynthase capable de
reconnaitre les donneurs de glycosides O-methylé en position C-3 du sucre. Ce mutant
AbgNN-T est alors capable de synthétiser des oligosaccharides contenant une unité 3-methyl-
O-glucoside et galactoside par le transfert d’'une seule unité sucre (Schéma 9) avec une
activité glycosynthase 39 fois supérieure au mutant Abg 2F6 décrit précédemment. La
conception de ce nouveau biocatalyseur s’apparente comme un outil précieux pour la
préparation de glycoconjugués naturels (par exemple en reproduisant la réaction de
méthylation post-traductionnelle) ou pour la synthése de glycanes méthylés.(Shim, 2012)
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Schéma 9 : Synthése d’un oligosaccharide méthylé par AbgNN-T.

La méthodologie d’évolution dirigée a également été appliquée aux GH natives pour
augmenter leur activité de transglycosylation. En effet parmi ces enzymes, toutes ne sont pas
aptes a agir comme glycosynthases, plusieurs exemples de glycosidases mutées sur le résidu
nucléophile ont été décrits dans la littérature sans présenter d’activité glycosynthase, telles
que la P-xylosidase de Thermosporum saccharolyticum, la p-galactosidase de Bacillus
circulans(Ducros, 2003) ou encore la B-xyloxidase de Sulfolobus solfataricus.(Cobucci-
Ponzano, 2003) Les données collectées a I'’heure actuelle ne permettent pas de comprendre
'origine de ce phénomeéne et quels éléments structurels seraient requis pour la génération
« en routine » de glycosynthases.(Ben-David, 2008) Les glycosidases sont caractérisées par
un ratio hydrolyse/transglycosylation (ru/rr) qui dans la plupart du temps est en faveur de
I'activité hydrolytique.(Bissaro, 2015) Les chercheurs se sont donc appliqués a la génération
de mutants glycosidases par évolution dirigée afin d’obtenir un ratio ru/rr favorable a la réaction
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de transglycosylation. Plusieurs glycosidases présentant une forte activité transglycosidase
ont été obtenues par ingénierie combinatoire, par exemple le variant Ttpgly
(A205T/FA01S/H365Y) de la B-glucosidase de T. thermophilus présente une activité de
transglycosylation 100 fois supérieure a celle d’hydrolyse.(Feng, 2005) Plus récemment une
approche semi-rationnelle (combinaison de 'ingénierie rationnelle et combinatoire) est utilisée
pour générer des transglycosylases efficaces et flexibles vis-a-vis du substrat. Par exemple,
les mutants a-transglucosidases de I'amylosucrase de Neisseria polysaccharea et de la
dextransucrase de Leuconostoc mesenteroides capables de reconnaitre des accepteurs
glycosylés non-naturels ont été appligués a la synthése chimio-enzymatique
d’oligosaccharides anti-microbiens comme potentiels candidats vaccins.(Champion, 2009;
Champion, 2012; Salamone, 2015)

Ainsi les techniques de bio-ingénierie des glycosidases se révelent donc étre des outils
puissants de glycodiversification en améliorant les capacités catalytiques des enzymes mais
également en augmentant le panel de substrats reconnus.(Kwan, 2011) Ces biocatalyseurs
produits a fagon sont capables de synthétiser efficacement de nombreux dérivés glycosylés,
du glycoside simple au néoglycoconjugué, ou pour la synthése d’oligosaccharides de faible a
haut degré de polymérisation. Elles trouvent alors des applications dans de nombreux
domaines, promesses de leur future utilisation a I'échelle industrielle en remplacement des
procédés chimiques classiques. Outre les liaisons O-glycosidiques, les GH sont également
capables de créer des liaisons S-glycosidiques pour la synthése de thioglycosides, composés
largement étudiés dans les glycosciences.

Il. Les thioglycosides, briques élémentaires pour Ila syntheése
d’oligosaccharides complexes

1. Les thioglycosides naturels

Dans la Nature les 1-thioglycosides, dont 'atome d’oxygéne anomérique est remplacé par un
atome de soufre, sont peu abondants en comparaison a leurs analogues en série O-. lls
appartiennent principalement a la famille des glucosinolates, p-thioglucosides N-
hydroxysulfates (1, Figure 6), retrouvés largement chez les plantes de la famille des
Brassicacées (ou cruciferes), telles que les espéces du genre Brassica (la moutarde, le colza,
divers choux, ...) ou encore dans I'organisme modéle Arabidopsis thaliana. A ce jour plus de
130 structures différentes ont été caractérisées chez les plantes.(Agerbirk, 2012) Les autres
formes naturelles de 1-thioglycosides comprennent I'afrostyraxthioside (2) d’Afrostyrax
lepidophyllus,(Ngane, 2006) le raphanuside (3) extraits des graines de Raphanus sativus
L.(Yang, 2010) et la lyncomycine A de Streptomyces lincolnensis reconnue et utilisée pour ses
propriétés antibiotiques (4).(Herr, 1962; Hoeksema, 1964) Enfin, la découverte de protéines
S-glycosylées naturelles a récemment été rapportée dans la littérature, ces derniéres seront
cependant décrites plus en détail dans la suite de cette introduction.
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Figure 6 : Structures de thioglycosides naturels.

L'étude de ces composés naturels a inspiré les chercheurs et fait désormais I'objet de
nombreux travaux. Solubles dans I'eau et tolérés par la plupart des systémes biologiques,
leurs avantages reposent sur I'adoption de conformations similaires aux analogues O-
glycosylés mais aussi et surtout sur leur relative résistance vis-a-vis de I'hydrolyse chimique
et enzymatique.(Witczak, 2005) Grace a leurs propriétés remarquables, ces composés sont
donc devenus de précieux outils dans de nombreuses applications, : i) en synthése organique
comme donneurs de glycosides dans diverses réactions de glycosylation, ii) comme
intermédiaires stables pour la résolution de structures de protéines en
cristallographie(Driguez, 2001) ou iii) en tant qu’agents thérapeutiques par la génération
d’antibiotiques glycosylés (tels que les dérivés de la lyncomycine A)(Witczak, 1995) ou
d’inhibiteurs de glycosidases, impliquées dans de nombreuses maladies.(Wardrop, 2010) De
plus les thioglycosides sont également utilisés en synthése chimique ou enzymatique comme
précurseurs clés pour la génération de thiooligosaccharides complexes et de
thioglycoconjugués. Ces glycomimétiques stables dans les milieux physiologiques sont alors
utilisés a des fins thérapeutiques ou pour améliorer nos connaissances sur les fonctions
biologiques des O-glycoconjugués (glycolipides et glycoprotéines).(Mandal, 2014)
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1. Applications en synthése organique

Les thioglycosides sont largement utilisés en glycochimie dans les réactions de
glycosylation comme donneur ou accepteur de glycosides. En 1973 Ferrier et coll. ont reporté
la premiére synthése d’'un disaccharide a partir du tetrabenzyl -1- thioglucopyranose, activé
par du sulfate de Mercure (A, Schéma 10).(Ferrier, 1973) Depuis cette date de nombreux
travaux ont été publiés dans la littérature et décrivent I'utilisation d’'une variété de promoteurs
permettant I'activation efficace de donneurs S-glycosylés pour la synthése d’oligosaccharides.
Ces promoteurs sont regroupés sous 4 grandes catégories, les sels de métaux, les réactifs de
type halonium (N-bromosuccinimide par exemple), les réactifs soufrés ou encore les méthodes
avec transfert d’électrons (B, Schéma 10).(Lian, 2015)
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Schéma 10 : (A) Synthése d’un disaccharide a partir d’'un donneur thioglycosylé ; (B)
Classes principales de promoteurs pour la glycosylation de thioglycosides.

Les thioglycosides sont également caractérisés par une stabilité vis-a-vis des conditions
d’introduction et de clivage de groupements protecteurs inhérents a la chimie des sucres. Par
exemple, pour décrire la synthése de I'isomaltose Pfaffli et coll. ont utilisé une unité glucose
protégée sur sa position anomérique par un groupement thioarylique (Schéma 11). Aprés
formation du disaccharide protégé, le clivage des fonctions acyle et benzyle a pu étre réalisé
sans déprotéger I'hydroxyle anomérique, alors libéré dans un second temps.(Pfaffli, 1972)
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Cette synthése est également le 1" exemple décrivant I'utilisation d’un thioglycoside comme
accepteur dans la réaction de glycosylation.
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Schéma 11 : Synthése de I'isomaltose a partir d’'un accepteur thioglycosylé.

Les thioglycosides possédent également [I'avantage majeur d’étre facile d’acceés,
classiquement par réaction d’'un thiol soit sur un sucre per-acétylé via une activation par un
acide de Lewis (BF3.Et2O par exemple)(Ferrier, 1976) soit sur un glycoside halogéné par un
déplacement de type SN..(Pachamuthu, 2006). De nombreuses voies de synthéses ont été
décrites dans la littérature et utilisent les thioglycosides précurseurs élémentaires, via des
réactions de type SN, ou d’addition type Michael, et permettent 'accés aux (1,3) / (1,4) et
(1,6)-thiooligosaccharides de configuration o ou B.(Pachamuthu, 2006) Ces composés sont
des outils précieux en glycobiologie comme mimes d’oligosaccharides naturels pour I'étude
des intéractions glycanes / protéines.(Driguez, 1997)

Ces méthodes permettent également la fonctionnalisation des thioglycosides pour la
synthése de thioglycoconjugués. A I'heure actuelle les efforts se concentrent cependant sur la
génération de systémes favorisant 'accés a un large panel de thioglycosides a partir d’un
méme donneur. En 2014 Mandal et coll. ont décrit la synthése rapide et efficace de
thioglycosides fonctionnalisés en une étape a partir de tri-isopropylsilylthio-glycosides (TIPS
thio-glycosides).(Mandal, 2014) La liaison S-Si facilement clivable en présence d’une source
de fluor (TBAF) permet I'addition nucléophile du thiolate sur des accepteurs électrophiles
(halogénures d’alkyle, bromures de glycosyle ou accepteurs de type Michael) conduisant aux
thioglycosides correspondant avec d‘excellents rendements (> 90 %) (Schéma 12). Des
résultats similaires ont été obtenus par extension de leur concept a la synthése de
disaccharides ou a la glycosylation d’'un acide aminé, la 4-iodo-L-Alanine.
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Schéma 12 : Synthése one-pot de thioglycosides a partir de TIPS-thioglycosides.

Plus recemment I'équipe du Dr. Messaoudi a exploité la réactivité en catalyse des métaux de
transition, largement utilisés en chimie organique pour la génération de molécules
fonctionnalisées, pour produire des thioglycosides présentant une grande diversité
moléculaire.(Brachet, 2013a) L’originalité de leur méthode repose sur le couplage direct
d’accepteurs de type alkynyle, alkenyle et aryle sur des thioglycosides non protégés. La
stratégie suivie repose alors sur l'utilisation de systémes catalytiques accessibles (peu chers
et faciles a produire) permettant l'introduction rapide de fonctions variées sous des conditions
douces de réaction et facilitant la purification des produits attendus. Ainsi en 2013, I'équipe a
rapporté pour la premiére fois la synthése d’'une banque de thioglycosides (de configuration o
ou B) fonctionnalisés via une catalyse au Nickel en utilisant le systeme ([Ni°(Bipy)2(Py)] dans
le méthanol a température ambiante (A, Schéma 13).(Brachet, 2013b) Si la méthode est
efficace et stéréosélective elle nécessite néanmoins I'ajout d’'une quantité importante de sels
de Nickel (30 % mol), toxiques, qui limite son application a plus grande échelle. Pour
contourner cet inconvénient I'équipe a par la suite décrit une méthodologie similaire via un
couplage Pallado-catalysé. Les réactions sont alors réalisées a partir d’'un mélange
équimolaire donneur / accepteur en présence du complexe G3/XantPhos (1 % mol), généré
in-situ a partir du précatalyseur Pd-G3, a température ambiante (B, Schéma 13).(Bruneau,
2015) La réactivité catalytique du Palladium, méme en trés faible quantité, a permis la
synthése stéréosélective de monoglycosides thioalkynylé, thioalkenylé et thioarylé, et
d’oligosides thioarylés avec de trés bon rendements (40 -90 %). Ce concept innovant basé sur
le couplage catalysé par les métaux de transition se présente donc comme une voie d’accés
élégante et rapide a une variété de thioglycosides fonctionnalisés a partir de sucres non
protégés.
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Schéma 13 : Fonctionnalisation de thioglycosides non-protégés par couplage catalytique via
les métaux de transition.

A I'heure actuelle de nombreuses méthodologies de synthése de thioglycosides sont
répertoriées ainsi que leurs applications pour la génération de thiooligosaccharides.(Driguez,
1997; Pachamuthu, 2006) Le potentiel des glycosidases a également été exploré dans ce
domaine et a conduit a la génération de nouveaux biocatalyseurs spécifiques de la création
de liaisons S-glycosidiques, les thioglycoligases et thioglycosynthases.

2. Synthése de thioglycosides par voie enzymatique

2.1. Les glycoside hydrolases natives

Alors que la littérature recense de nombreux exemples décrivant la synthése d O-
oligosaccharides et d’O-alkylglycosides par transglycosylation et hydrolyse inverse,(Crout,
1998; Vocadlo, 2008) seulement quelques travaux font référence a la synthése de dérivés
thioglycosylés suivant ces 2 méthodes. En 1994, Dintinger et Vic ont proposé pour la premiére
fois 'accés par voie enzymatique aux mercaptoglycosides. Dans le but de produire de maniere
simple et rapide des glycoconjugués, les 2 groupes ont focalisé leurs travaux sur le couplage
de bras espaceurs sur un motif sucre par transglycosylation et glycosylation directe
respectivement. Vic et coll. ont orienté leurs études sur les capacités d’hydrolyse inverse d’'une

B-glucosidase extraite d’'amande en utilisant différents accepteurs de glycosides, dont le 1,3-
propanedithiol.(Vic, 1994) La réaction enzymatique a permis de mettre en évidence la
formation d’un dérivé 1-thioglycosidique avec un rendement faible mais comparable aux
dérivés O-glycosylés (17%, 7-22% respectivement). Avec ce résultat prometteur Vic et coll.
ont confirmé la possibilité d’obtenir des S-glycosides par voie enzymatique, au méme titre que
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leurs analogues O-glycosylés. Dintinger et coll. ont quant a eux étudié le potentiel de O- et S-
glycosylation d’une variété de glycosidases (une B-D-glucosidase extrait d’amande, une a-D-
mannosidase de Jack bean et une p-D-galactosidase de Aspergillus oryzae) avec le B-
Mercaptoéthanol comme entité acceptrice de sucre (Schéma 14).(Dintinger, 1994) Parmi les
résultats obtenus, seule la glucosidase d’amande a présenté la double compétence de
catalyser la synthése de O- et S-glycosides. D’autre part les études cinétiques réalisées sur
les 2 modes de glycosylation ont démontré que la liaison O-glycosidique était toujours
favorisée par rapport a son analogue en série S- (glycosylation ou hydrolyse), confirmant ainsi
le caractéere inhibiteur des thioglycosides chez les glycosidases.(Debruyne, 1977; Driguez,
2001) Ces travaux pionniers ont permis de découvrir que le transfert de motif thiol simple sur
des charpentes osidiques pouvait étre réalisé par voie enzymatique.
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Schéma 14 : Synthése du B-Mercaptoglucoside par une B-glucosidase native.

2.2. Les thioglycoligases et thioglycosynthases

En 2003 I'équipe du Prof. Withers a été la premiére a explorer le potentiel de
glycosidases mutées pour générer des liaisons S-glycosidiques, en introduisant le concept de
Thioglycoligase (Schéma 15).(Jahn, 2003)

résidu acide/base
muté

CHs CHs CHs
OH OH OH
HQ&O\R HOG 0 msﬁR, Hg& seq

OH ) o 0o > OH
OYO_ OYO OYO-

nucléophile

Schéma 15 : Mécanisme général des thioglycoligases.

En suivant la méme stratégie que celle appliquée pour les glycosynthases a rétention
de configuration, ils ont décrit la production de deux p-glycosidases mutées, la B-glucosidases
d’A. sp Abg E171A et la B-mannosidase de C. fimi Man2A E429A présentant un résidu Alanine
non-ionique a la place du carboxylate catalytique jouant le rble d’acide/base. Par
conséquence, l'ingénierie de telles enzymes nécessite I'utilisation de donneurs et accepteurs
appropriés pour assurer la réalisation de I'acte catalytique. Ainsi la formation de I'intermédiaire
glycosyl-enzyme, 1¢ étape du mécanisme des glycosidases a rétention de configuration, n’est
assurée qu’en présence de donneurs activés, tels que les glycosides fluorés ou portant un
groupement dinitrophényle (DNP), qui ne nécessitent pas de catalyse acide pour favoriser le
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départ du groupe partant. Dans un second temps, I'absence du résidu acide/base implique la
perte de la réactivité du nucléophile rentrant dans le site actif (tel que I'eau ou un alcool) au
profit d’'une espéce de nucléophilie plus forte (tel qu’un thiol) ne nécessitant pas d’activation
basique pour cliver I'intermédiaire covalent. Les expériences de thioglycosylation réalisées
avec Abg E171A et Man2A E429A ont permis la synthése régio- et stéréosélective de p-(1,4)-
thiodisaccharides avec des résultats prometteurs (35 — 82 % de rendement) a partir du DNP-
glucose et DNP-mannose respectivement (Schéma 16).

OH R
HO Q HS 0 1)
Ho ODNP  + Ho OpNP /WOPNP
OH R etylati

2) Acétylation

R = CH,OH ou H R = CH,OH (64 %)
R=H (79 %)
HO— Ho R
HO ODNP  + HO OpNP /m/OpNP
R 2) Acétylation
R = CH,OH ou H R = CH,OH (64 %)
R=H (79 %)

Schéma 16 : 1°" exemple de synthése de thiodisaccharides par les thioglycoligases Abg
E171A et Man2A E429A.

Pour améliorer les propriétés de thioglycoligases d’Abg I'équipe a par la suite étudié une
banque de mutants obtenue par mutagénése a saturation de site du résidu E171. Le screening
de la librairie a permis d’isoler 5 variants positifs en activité thioligase, parmi lesquels Abg
E171Q présentant une activité catalytique jusqu'a 100 fois supérieure a celle des autres
mutants a partir du donneur N3Glc (1-azido-p-D-glucose).(Mullegger, 2005) Les expériences
réalisées sur les mutants thioglycoligase de la B-glucuronidase thermostable de T. maritima
TMGUA E383Q et E383A ont conduit aux mémes observations. Le mutant Glutamine catalyse
plus efficacement la réaction de thioglycosylation que le mutant Alanine en présence d'un
donneur portant un groupe Nitrophénol. La génération de liaisons hydrogéne entre le cycle
aromatique du donneur de glycoside et la fonction amide de la Glutamine, impossibles dans
le cas du mutant Alanine, permettraient alors d’assister le départ du groupe partant et donc
d’accélérer la réaction de glycosylation.(Mullegger, 2006a)

Depuis ces travaux pionniers, d’autres exemples de thioglycoligases ont été décrits dans la
littérature, qui en compte a ce jour 8 (Tableau 1, p. 36 - 37), telles que la B-galactosidase BgaX
de Xanthomonas manihotis capable de créer stéréosélectivement des liaisons p-(1,3) et p-
(1,4)-thioglycosidiques.(Kim, 2006a) Le criblage de la banque de thiodisaccharides
synthétisés a permis par la suite I'identification d’un inhibiteur efficace de B-glucosidases.(Kim,
2007) Récemment, Kim et coll. ont étendu la stratégie des thioligases aux a-glycosidases et
synthétisé pour la premiére fois des a-thiodisaccharides a partir des mutants a-xylosidases
Yicl D482A d’E. coli et MalA D416A de S. solfataricus.(Kim, 2006b) En 2011, I'équipe du Prof.

42



Introduction générale

Ferriéres a exploré le potentiel des furanosidases en thioglycosylation. L’activité thioligase de
I'a-L-arabinofuranosidase Araf51 E173A de Clostridium thermocellum a été testée a partir du
1-thioimidylarabinofuranose comme donneur de glycoside en présence d’une variété
d’accepteur (thioarabinofuranoside, thioalkyl, thioaryl). Si 'enzyme ne permet pas la synthése
de thiodisaccharides, son potentiel en biocatalyse a été confirmé par la génération de
thiofuranoconjugués avec des rendements modestes (5 %) a plus prometteurs (50 - 98
%).(Almendros, 2011) Plus particulierement I'équipe a rapporté la synthése d’un dendrimére
thiofuranosidique par glycosylation simultanée des 4 fonctions thiol d’'un dérivé du
pentaérythritol catalysée par I'Araf51 E173A (Figure 7). Cet exemple unique a ce jour met en
évidence le potentiel des thiofuranosidases pour la synthése de mimes thérapeutiques de
furanoglycosides.(Almendros, 2013)

OH

OH

Figure 7 : Dendrimére du L-arabinofuranosyl-pentaérythritol.
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Famille . Type de )
Enzyme Mutant/Activité Donneur Accepteur . Réfs
GHs liaison
on R R = CH,OH ou H
o = ou
E171 Thioglycoligase ”S&omp HEIMOpNP ’ B-5-(1,4) (Jahn, 2003)
Agrobacterium sp OH OH
) GH1 on
B-D-glucosidase (Abg) E171/E358 y ° Ho OH R = NP ou MU
) %o HS%OR B-5-(1,4) (Jahn, 2004)
Thioglycosynthase Ho | oH
Cellulomonas fimi R
HO— 1o Hs o R=CH;OHouH
B-D-mannosidase GH2 E249 Thioglycoligase Ho& Hm/owp B-S-(1,4) (Jahn, 2003)
Ho ODNP oH
(Man2A)
OH OH
Th t iti o OpNP Ha&o NP
ermotoga maritima p p
, ‘ ‘ oA Q on NAc B-5-(1,3) B-5-
B-D-glucuronidase GH3 E388 Thioglycoligase HMOpNP oH (1,4) (Mullegger, 2006a)
(TMGUA) oH Ho ’
Hs OpNP
OH
i i HO 0
Bacillus circulans HMOMODNP Hs o
B-D-xylanase GH11 E172 Thioglycoligase OH OH HO > OpNP B-S-(1,4) (Armstrong, 2010)
(Bcx)
OH SH
E. coli HOS 0 Haoéé/omp Ha&/owp o-$-(1,4)
a-D-xylosidase GH31 D482 Thioglycoligase % OH OH o-5-(1,6) (Kim, 2006b)
F HS 0
(Yicl) Ho N —opne (maj)
oH
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arabinofuranosidase

Famille . Type de ;
Enzyme GH Mutant/Activité Donneur Accepteur liaison Réfs
s
Sulfolobus
fatari OH OH
solfataricus D416 0
GH31 , , Hﬂ& Hﬁ&omp 0-5-(1,4) (Kim, 2006b)
a-D-glucosidase Thioglycoligase Ho| o
(MalA)
Xanthomonas O'; O';
ihoti OfoH Mo oone B OpNP : e
manihotis GH35 E184 go& o on o B-S-(1,3) B-S-  (Kim, 2007; Kim,
) ) ) HO ODNP
B—D—g?‘;ac':o)sldase Thioglycoligase o o o oo (1,4) 2006a)
8AX OH
Clostridium
thermocellum N/@ R
| Hs/\© R, R;=H, OH .
WL 51 E173 SJ\N /©i o inicon | (Almendros, 2011;
R

(Araf51)

. . HO o
Thioglycoligase N ? v HS , Rs=HNHy Me, OMe, CI, CO,H
B
HO

OH

Tableau 1 : Thioglycoligases et thioglycosynthases décrites dans la littérature a ce jour.

Almendros, 2013)
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Enfin, I'équipe du Prof. Withers pionniére dans le design rationnel des glycosidases a
mis au point une nouvelle classe de mutants, en combinant les deux stratégies de
glycosynthase et thioglycoligase, alors appelée Thioglycosynthase.(Jahn, 2004) Pour valider
ce nouveau concept, un variant de la B-glucosidase modéle Abg d’A.sp a été généré en
substituant les résidus nucléophile et acide/base par 2 acides aminés catalytiquement inactif
(Schéma 17). Le double mutant Abg E171A/E358G est alors capable de catalyser la réaction
de thioglycosylation en présence du donneur activé 1-fluoro-a-D-glucopyranoside et des 2
accepteurs a-thio-p-D-glucopyranoside de pNitrophényle et Méthylumbelliféryle (MU) 4-déoxy-
4-thio-p-D-glucopyranoside avec des rendements n’excédant pas 50 %. D’autre part les
analyses cinétiques ont révélé que la thioglycosynthase catalyse plus lentement le transfert
de l'unité glycosyle que les mono-variants d’Abg, avec un kcat 100 a 400 fois inférieur par
rapport aux constantes de vitesse des mutants glycosynthase E358G et thioglycoligase E171A
respectivement.

résidu acide/base
muté

CHj3
OH HO OH OH OH
o 0 HO
N WS o e g0 0L
OH
HO ) OH OH
F HF
| R = pNP (51 %)
| R = MU (45 %)

résidu acﬁe/base
nucléophile

Schéma 17 : Synthése de dithiosaccharides par le double mutant thioglycosynthase Abg
E171A/E358G d’A.sp.

Il. La liaison thioglycosidique, forme rare chez les protéines
glycosylées

1. Les sucres et les protéines, partenaires clés du monde du vivant

La glycosylation est un processus ubiquitaire considérée comme la modification co- et
post-traductionnelle la plus complexe rencontrée chez les protéines et joue un réle important
dans de nombreux processus biologiques.(Varki, 1993) Les fonctions de ces oligosaccharides
qui recouvrent la surface des protéines sont multiples, ils assurent par exemple I'expression
et le repliement correct des protéines mais également leur solubilité, ou encore favorise leur
stabilité thermique et vis-a-vis de la protéolyse. Par conséquence, des erreurs de glycosylation
peuvent entrainer des modifications importantes de ces protéines et conduire a I'apparition de
pathologies, diabétes, cancer, maladies neurodégénératives ou auto-immunes,... D’autre part
les protéines membranaires sont les médiateurs de la communication cellulaire, les
oligosaccharides, qui servent alors de récepteurs, sont déterminants dans les processus de
virulence microbienne, d’'inflammation ou encore de réponse immunitaire (Figure 8).(Varki,
1993)
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Enzymes
Anticorps (Glycosyltransférase, Glycosidase, ...)
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Bactéries

Figure 8 : Les glycanes, médiateurs de la communication cellulaire.(Lafite, 2012)

La glycosylation est le résultat de I'activité d’'une variété de GT et GH au sein de
I'appareil de Golgi ou du Reticulum Endoplasmique, travaillant ensemble pour la biosynthése
de glycanes complexes reliés a un acide aminé (AA) spécifique.(Mrazek, 2013) Les
oligosaccharides sont majoritairement rattachés via 'oxygéne Oy d’'une Sérine (Ser) ou
Thréonine (Thr) (O-glycanes) ou via 'azote Ns d’'une Asparagine (Asn) (N-glycanes). Parmi la
variété de motifs sucres disponibles, 5 entités sont fréquemment retrouvées dans les
séquences oligosaccharidiques, le glucose (Glc), le galactose (Gal), le mannose (Man), le N-
acétylglucosamine (GlcNac) ou le N-acétylgalactosamine (GalNAc).(Lafite, 2012; Spiro, 2002)
Dans la Nature, les glycoprotéines sont biosynthétisées sous la forme de mixtures de
protéines, ces derniéres partageant le méme squelette peptidique différent par la nature, le
nombre et le site de glycosylation, aussi appelé glycoforme. Cependant, d’autres formes de
glycosylation ont été répertoriées dans la Nature, mettant en jeu des motifs sucres ou lien
glycosidiques exotiques qui suscitent de plus en plus d’intérét parmi la communauté
scientifique.

1.1. Les formes rares de protéines glycosylées

Comme développé ci-dessus, la glycosylation des protéines fait intervenir 2 types de
liaisons principales, O-glycosidique et N-glycosidique, a partir des 5 motifs sucre récurrents
Glc, Gal, Man, GlcNac et GalNac. D’autres types de glycosylation ont par la suite été
identifiées dans la Nature, et varient dans l'identité de I'unité sucre couplée a I’AA de la chaine
peptidique ou dans la nature du lien sucre — AA.(Spiro, 2002) Parmi les hexoses, le fucose a
été le premier exemple de sucre non-usuel reporté sur une protéine de I'urine humaine (pro-
urokinase) (A, Figure 9). Le xylose et le rhamnose, trés abondants dans la Nature, sont
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rarement impliqués dans le phénomeéne de glycosylation. Les O-xylosylations (B) et O-
rhamnosylations (C) ont cependant été décrites sur les protéoglycanes (protéines de surface)
de cellules mammiféres et bactériennes respectivement. Des documents font également
référence a la présence de motifs furanoses, tel que I'a-L-arabinofuranose (D) glycosylé aux
protéoglycanes ou lectines de plantes (son de riz et pomme de terre respectivement).(Lafite,
2012)

A B Cc D

Figure 9 : Motifs sucre non-usuel des glycoprotéines. (A) a-L-fucosylation, (B) B-D-
xylosylation, (C) a-L-rhamnosylation et (D) a-L-arabinofuranosylation.

Parmi les liaisons glycosidiques exotiques, on retrouve les C-glycosylations qui sont le résultat
d’une liaison covalente C-C entre une unité a-mannosyle et le carbone indolique C-2 d’un
résidu Tryptophane (Trp) (A, Figure 10). Les liaisons phosphoglycosidiques (B) sont
également représentées et ont été identifiées majoritairement chez les parasites protozoaires
(tels que les Leshmanies ou Tripanosomes). Enfin les liaisons S-glycosidiques font partie des
modifications de protéines les moins connues (C).(Lafite, 2012) A I'heure actuelle la littérature
recense 3 exemples de peptides naturels S-glycosylés. La création de telles liaisons
glycosidiques est assurée par les S-glycosyltransférases (S-GT) correspondantes qui
pourraient alors devenir des outils innovants et originaux pour la synthése de protéines S-
glycosylées. Malgré tout, peu d’études ont été réalisées sur ces biocatalyseurs naturels ou
artificiels a ce jour.

Ho— OH
HO ~
HE&A OH |
Ho S| H%&"WS i
/o, C=0 OH TH
NH
|
A B Cc

Figure 10 : Liaisons sucre-acide aminé rares. (A) Trp C-mannosylé, (B) Ser
phosphomannosylée et (C) Cys S-glucosylée.
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1.2. Biosynthése des thioglycoprotéines, les S-glycosyltransférases naturelles

D’un point de vue historique, Lote et coll. ont reporté pour la premiére fois la
glycosylation d’un résidu Cystéine de 2 peptides a partir d’extraits humains. Ainsi dans I'urine
ils ont identifié un octapeptide S-glycosylé via un motif digalactose,(Lote, 1971a; Lote, 1971b)
puis un décapeptide de motif similaire portant un triglucoside a été caractérisé a partir de
membranes d’erythrocytes.(Weiss, 1971) Malgreé l'intérét de ces études, elles ont été pendant
de nombreuses années sujettes a controverses faute de nouveaux exemples de peptides S-
glycosylés identifiés.(Sardzik, 2011) C'est en 2011, et plus récemment en 2014, que la
présence de S-glycosylations dans la Nature a été confirmée grace a 3 études indépendantes
faisant référence a la découverte de nouveaux thioglycopeptides aux propriétés
antimicrobiennes, la sublancine, le glycocine F, et le thurandacine.

Le glycopeptide sublancine produit par Bacillus subtilis 168 est constitué d’'un enchainement
de 37 acides aminés dont un résidu Cystéine est S-glucosylé (Figure 11).(Oman, 2011) La S-
glycosyltransférase SunS (appartenant a la famille des GT2) a été identifiée, exprimée chez
E.coli et caractérisée comme catalyseur efficace du transfert du motif glucose de 'UDP-a-D-
glucose sur le résidu Cystéine. Si les GT sont reconnues pour leur étroite spécificité vis-a-vis
du substrat, SunS présente quant a elle une relative flexibilité dans la reconnaissance du
nucléotide-sucre. En effet Wang et coll. ont mis en évidence la synthése de divers analogues
glycosylés a partir d’UDP-o-D-N-acétylglucosamine, UDP-a-D-galactose, GDP-o-D-mannose
et d’'UDP-a-D-xylose comme donneurs activés. Suite a ces résultats prometteurs, I'exploitation
de SunS pour la biosynthése d’analogues peptidiques de la sublancine a été approfondie en
s’appuyant sur des études de relationS structure-activité de SunS en fonction du peptide
substrat.(Wang, 2011)
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Figure 11 : Structure de la sublancine.

La caractérisation du bactériocine glycocin F, sécrété chez Lactobacillus plantarum KW30, a
permis [l'identification d’'une liaison thioglycosidique non usuelle entre un motif N-
acétylglucosamine et un résidu Cystéine de la chaine peptidique (Figure 12).(Stepper, 2011)
Des études structurales réalisées par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont confirmé
I'existence de 2 unités N-acétylglucosamine, I'une fixée sur 'atome d’oxygéne d’'une Sérine,
la seconde sur 'atome de soufre d’'une Cystéine.(Venugopal, 2011)
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Figure 12 : Structure du glycocine F.

En 2014, Wang et coll. ont mis en évidence la voie de biosynthése des thurandacines A et B
produits chez Bacillus thuringiensis serovar andalousiensis BGSC 4AW1. A partir d’'un cluster
de geénes présentant de grandes similitudes avec ceux impliqués dans les voies de
biosynthése de la sublancine et du glycocine F, ils ont ainsi pu identifier le géne de la
glycosyltransférase ThuS. Les glycopeptides thurandacine sont constitués d’'une séquence de
42 acides aminés, la forme A est monoglucosylée sur le résidu Cystéine 28 tandis que la forme
B présente 2 sites de glucosylation, sur le résidu Cysteine 28 et le résidu Sérine19 (Figure 13).
La transférase ThuS représente ainsi le premier catalyseur de O- et S-glycosylation de
peptides in vitro.(Wang, 2014)
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Figure 13 : Structure de la thurandacine A et B.

L’étude des glycoprotéines est devenue d’un intérét majeur dans le domaine de la
glycobiologie pour tenter de comprendre les relations de structure/activité inhérentes a ces
molécules et permettre le développement de nouveaux traitements thérapeutiques.(Gamblin,
2009) L’'inconvénient majeur de tels travaux repose sur I'obtention de formes homogeénes de
glycoprotéines. A partir d’extraits naturels leur isolement reste difficile, le challenge a I'heure
actuelle porte donc sur la mise au point de méthodologies de synthése permettant la
glycosylation spécifique de protéines a partir de glycanes bien définis.(Pachamuthu, 2006)
Dans cette optique les efforts se sont tournés vers la génération de thioglycoprotéines
synthétiques comme modéles d’étude. En effet, la relative faible abondance de I'atome de
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soufre dans les structures de protéines ainsi que sa forte nucléophilie facilite le couplage
spécifique de glycanes sur la chaine peptidique. D’autre part, comme décrit précédemment
les liaisons thioglycosidiques sont tolérées par la plupart des systémes biologiques et restent
peu sensibles a I'’hydrolyse enzymatique, elles sont donc compatibles avec leur étude in-vivo.
Enfin, 'obtention de formes homogénes de protéines S-glycosylées permettrait d’accroitre nos
connaissances sur la S-glycosylation des protéines, phénoméne rare et recemment identifié
dans le monde du vivant.

2. Outils de synthése pour l'accés aux néothioglycopeptides et
protéines

2.1. Glycosylation par voie chimique

A I'image de la synthése des thioglycosides et oligothiosaccharides, de nombreuses
méthodologies ont été décrites pour permettre l'accés aux S-glycopeptides et S-
glycoprotéines.

La synthése de peptides est le résultat de la réaction de couplage entre le groupe carboxyle
(extrémité C-terminale) d’'un acide aminé et de la fonction amine (extrémité N-terminale) d’'un
autre acide aminé. A I'’heure actuelle les peptides sont synthétisés en phase solide suivant la
méthode développée par le Prof. Merrefield en 1963. Cette technique repose sur la fixation
sur support solide d’'un acide aminé via la position C-term, I'extrémité N-term peut alors réagir
avec un second acide aminé protégé. Aprés la réaction de couplage un lavage est effectué
pour éliminer 'excédent de réactifs. L'élongation de la séquence peptidique est donc assurée
par la succession d’étapes de couplage / déprotection / lavage (Schéma 18). Classiquement
les groupements tBoc (Tert-butoxylcarbonyl) et Fmoc (9-fluorenylmethyloxycarbonyl) sont
utilisés pour masquer la position N-term d’un peptide.
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Schéma 18 : Synthése peptidique en phase solide (SPPS).

Cette méthodologie a été appliquée a la synthése de peptides glycosylés, en incorporant
I'acide aminé glycosylé sur la chaine peptidique en construction. Plusieurs voies de synthése
permettent la thioglycosylation d’AA :i) I'alkylation directe de la fonction thiol ou thioacétate
anomérique via un AA halogéné (typiquement la Bromo-Alanine ou lodo-Alanine) ; 2) la
condensation de Mitsunobu permet le transfert de la fonction thiol du sucre sur la fonction
alcool de I'AA dans des conditions douces de réaction ; ou 3) I'addition type Michael du
thioglycoside sur la double liaison électrophile de la déhydroalanine.(Pachamuthu, 2006) La
synthése de thioglycopeptides par SPPS est une méthode pratique car elle permet la
glycosylation directe d’'un acide aminé qui peut dés lors étre introduit dans la chaine peptidique
et ce de maniére totalement spécifique. L'inconvénient majeur de cette technique reste dans
impossibilité de synthétiser des peptides de plus de 50 AA, ce qui limite son utilisation pour
la synthése de protéines glycosylées. Une alternative a cette limitation repose sur la technique
de Ligation Chimique Native (LCN) qui consiste a combiner plusieurs fragments peptidiques
(Schéma 19).
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Schéma 19 : Mécanisme de Ligation Chimique Native.

La synthése de thioglycosides est généralement réalisée par réaction de type SN2 entre un
thiol accepteur et un donneur de glycosyl halogéné. Ainsi un peptide, reconstitué par LCN,
portant une fonction thiol peut étre utilisé dans la réaction de glycosylation en présence d’'un
donneur de glycoside activé via un promoteur basique (tel que Na>COs). En suivant cette
méthodologie, la synthése d’un glycopeptide analogue a la glycoprotéine Tamm-Horsfall
(protéine de l'urine humaine) a pu étre obtenu a partir de 2 fragments peptidiques
thioglycosylés (Figure 14).(Zhu, 2004)
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Figure 14 : Fragments peptitiques glycosylés par LCN, briques élémentaires d’un analogue
de la protéine Tamm-Horsfall.
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Enfin la synthése de néothioglycoprotéines a été envisagée par la conjugaison
chimiosélective de glycanes sur une protéine entiére. Plusieurs méthodes ont été développées
et reposent sur la réactivité de la fonction thiol d’un résidu Cystéine présent sur la protéine. En
2011 I'équipe du Prof. Davis proposa une stratégie innovante de modification de protéines
appelée « Tag-and-Modify » qui consiste a introduire de maniére spécifique (par mutagénése
dirigée) un acide aminé cible sur la séquence protéique. La présence de ce marqueur permet
par la suite le couplage chimique sélectif avec un donneur glycosylé approprié (Figure
15).(Chalker, 2011)

Tagged Protein

Protein +00 3 %
Biosynthesis 8
CO.H

x’\( / \O_Y Chemggﬁéenctive
NH,
LD 1008” °§,°"‘><—Y-O

DNA Encoded Tag Modified Protein

Figure 15 : Stratégie de « Tag and Modify » pour le couplage sélectif glycane-
protéine.(Chalker, 2011)

L’avantage de cet acide aminé repose sur sa relative faible abondance dans les séquences
protéiques ce qui permet d’assurer l'introduction spécifique et homogéne de glycanes. Les
protéines portant un marqueur de type Cystéine peuvent entre autre étre glycosylées par i)
réaction d’alkylation de la fonction thiol via une unité sucre portant un groupement
iodoacétamide (A, Figure 16), ii) ligation chimique en créant un pont disulfure a partir d’'un
donneur de type glycoside de méthanethiosulfonate (B) ou sélénylsulfide (C) ou iii) par
réaction de métathése (D).(Pachamuthu, 2006; Villalonga, 2014)
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Figure 16 : Stratégies de thioglycosylation de protéines par voie chimique. Adaptée
de(Villalonga, 2014)
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L’équipe du Prof. Davis a reporté la glycosylation d’'une protéine en appliquant la
réaction de couplage de Suzuki-Miyaura. Le résidu Cys de la protéine a dans un premier temps
été fonctionnalisé par un groupement iodoarylé, la réaction de couplage Pallado-catalysée a
par la suite été réalisée sur le dérivé glycosylé vinylique correspondant (Schéma 20).(Chalker,
2009) Par la suite ils ont étendu leur concept en incorporant des AA non-naturels (AAns)
permettant la modification des protéines via une variété de transformations bio-orthogonales,
telles que les réactions de couplage via les métaux de transition a partir de marqueurs
halogénés, ou les réactions de chimie click via des AA portant un groupement azido sur leur
chaine latérale.(Chalker, 2011)
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Schéma 20 : Glycosylation enzymatique de protéines via la réaction de métathése de
Suzuki-Miyaura.(Villalonga, 2014)

A Theure actuelle de nombreuses voies de synthése chimique de thioglycopeptides et
thioglycoprotéines sont disponibles et ont prouvé leur efficacité, a I'inverse les méthodologies
par voie enzymatique ont suscité peu d’intérét. Les GT et GH sont classiquement utilisées
pour la N- et O-glycosylation de séquences peptidiques. La découverte récente de S-GT
naturelles et le développement des thioglycoligases sont le point de départ d’'une nouvelle
catégorie de biocatalyseurs innovants pour I'accés aux peptides et protéines S-glycosylés.

2.2. Les outils enzymatiques, nouvelles perspectives ?

Les glycosyltransférases catalysent la formation de liaison O-, N-, C- et S-glycosidiques
entre un donneur de glycoside activé (nucléotide-sucre de maniére générale) et une variété
d’accepteurs (sucres, lipides, peptides, ...) avec une forte régio- et stéréosélectivité (Figure
17).(Lairson, 2008)
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Figure 17 : Réaction générale catalysée par les glycosyltransférases.

En synthése les GT ont suscité un intérét particulier grace a leur flexibilité vis-a-vis de
I'accepteur comme outils de glycodiversification. A I’heure actuelle de nombreuses GT ont été
décrites pour la synthése d’oligosaccharides, de glycopeptides ou protéines ou encore de
petites molécules d’intérét thérapeutique.(Gantt, 2011; Schmaltz, 2011) L’emploi de ce type
de biocatalyseur offre donc des perspectives intéressantes pour la synthése de nouveaux
glycoconjugués naturels ou artificiels, tels que les composés thioglycosylés.(Thibodeaux,
2008) Afin d’améliorer la versatilité de ces enzymes envers leurs substrats des méthodes de
bioingénierie ont été développées et ont fait 'objet de nombreuses revues.(Chang, 2011) A
I'heure actuelle deux exemples de S-GT appliqués a la synthése de S-glycoconjugués sont
rapportés dans la littérature. En 2008, des études de criblage ont été réalisées sur un triple
mutant de 'enzyme OleD (GT1), produite chez Streptomyces antibioticus, afin de détecter une
activité de transférase sur un panel de 130 accepteurs.(Gantt, 2008) Ainsi 4 composés
présentant un atome de soufre se sont révélés positifs au screening confirmant la capacité
d’'OleD type sauvage et mutée a reconnaitre ce type d’accepteur et donc de catalyser des S-
glycosylations. Plus récemment, Wang et coll. ont cloné et exprimé le géne codant pour la S-
GT ThusS et ont rapporté la thioglycosylation in-vitro du peptide thurandacine A.(Wang, 2014)
Si les techniques de bioingénierie disponibles a I'’heure actuelle s’avérent étre de précieux
outils pour améliorer le potentiel en biocatalyse a grande échelle des glycosyltransférases, de
nombreux obstacles restent a contourner (difficultés d’expression, problémes de solubilité, de
colts des donneurs de glycosyl activés).(Schmaltz, 2011)

Dans le domaine des glycosidases, Mullegger et coll. ont proposé une application
intéressante des thioglycoligases pour la génération de thioglycoprotéines en suivant un
processus en 3 étapes (Schéma 21).(Mullegger, 2006b) Dans un premier temps I'équipe s’est
appliquée a la conception d’une néoglycoprotéine pouvant servir d’accepteur de glycosides et
permettant ainsi le suivi de la réaction enzymatique. Leur choix s’est porté sur 'endo-xylanase
de B. circulans (Bcx), protéine de petite taille et caractérisée. Cette protéine peut servir de bon
modeéle puisqu’étant une enzyme, il est facile de suivre I'effet de modifications chimiques ou
enzymatiques sur lintégrité structurelle de la protéine par contrble de son activité
enzymatique. Enfin Bcx, dont la structure tridimensionnelle a été largement étudiée, ne
présente aucun résidu Cystéine sur sa séquence protéique. L’introduction d’'un motif thiol
unique a été réalisée par mutagénése dirigée résultant le mutant Bex S22C. Dans un second
temps une étape de conjugaison chimique est réalisée a partir d’'un thioglycoconjugué
halogéné (synthétisé a partir du 4’-déoxy-4’-thiocellobioside) pour former la néoglycoprotéine
SG2-Bex S22C. Enfin la protéine ainsi glycosylée a pu servir d’accepteur pour la réaction
enzymatique catalysée par la thioligase Abg E171G en présence du donneur activé DNPGal,
via la fonction thiol de I'extrémité non-réductrice du disaccharide.
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Schéma 21 : Thioglycosylation chimio-enzymatique de I'endo-xylanase Bcx de B. circulans.

L’équipe a pu confirmer la production de la protéine décorée d'un trisaccharide par
spectrométrie de masse MALDI-TOF et ainsi démontrer pour la premiére fois le potentiel des
thioglycoligases dans la génération de protéines S-glycosylées. Malgré l'originalité de la
méthode, qui reste le seul exemple décrit dans la littérature, la technologie des
thioglycoligases a été utilisée ici pour étendre la chaine oligosaccharidique déja greffée sur la
protéine par conjugaison chimique. Il serait alors intéressant de développer une méthode
permettant la glycosylation directe de glycanes sur les protéines a partir des thioglycoligases.
Compte-tenu du potentiel de synthése des thioligases, la validation d’une telle méthodologie
permettrait alors d’étendre le spectre d’applications de ces biocatalyseurs innovants, de la
synthése de thioglycosides simples aux thioglycoprotéines, comme alternative efficace et éco-
compatible aux procédés de chimie classique.

Il. Objectifs de la these

Le challenge a I'heure actuelle repose sur la compréhension des mécanismes qui
gouvernent la structure, la biosynthése et les fonctions biologiques des glycanes et requiéere
donc l'accés a des formes homogénes et stables de ces glycoconjugués.(Gamblin, 2009) Pour
répondre a ce défi de nombreuses méthodologies de synthése ont été proposées pour faciliter
le couplage d’'unités sucres individuelles ou de séquences d’oligosaccharides sur un acide
aminé spécifique d’'une séquence peptidique.(Boutureira, 2015) Parmi ces méthodes les
thioglycosides ont été utilisés pour générer des analogues S-glycosylés de protéines
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naturelles présentant une meilleure résistance vis-a-vis de I'’hydrolyse et compatibles avec la
réalisation d’étude in-vivo.(Pachamuthu, 2006) De plus, il a récemment été démontré que des
formes naturelles de thioglycoprotéines étaient retrouvées dans le monde du vivant, il est donc
d’un intérét majeur de comprendre le role de ce nouveau mode de glycosylation.(Lafite, 2012)

Parallelement les enjeux environnementaux et économiques de la société actuelle ont
propulsé l'utilisation des enzymes comme alternative éco-compatible aux procédés de chimie
classique par exemple en limitant le rejet de déchets polluants et en développant des procedés
moins  énergivores.(Menon, 2012) Dans le domaine des glycosciences, les
glycosyltransférases et glycoside hydrolases ont prouvé leur potentiel en synthése en facilitant
laccés a de nombreux glycoconjugués complexes de maniére régio- et
stéréospécifiques.(Hancock, 2006) Les enzymes capables de la création de liaisons S-
glycosidiques sont de deux types, les S-GT naturelles découvertes récemment, et les
thioligases, glycosidases modifiées par bioingénierie qui ont prouvé leur potentiel pour la
synthése de thioglycosides.(Guillotin, 2014) A I'heure actuelle un seul exemple dans la
littérature rapporte I'utilisation d’'une S-GT pour le couplage d’'une unité sucre sur un acide
aminé via une liaison S-glycosidique.

C’est dans ce contexte que notre projet s’inscrit en proposant une nouvelle voie d’acces
enzymatique aux acides aminés S-glycosylés a partir des thioglycoligases. Les outils
enzymatiques développés et le concept valide, ce dernier pourra étre étendu a la synthése de
thioglycopeptides et thioglycoprotéines (Figure 18).

Fuc
Rham
Xyl

Glc
Gal

Figure 18 : Les thioglycoligases nouvel outil enzymatique pour la synthése de S-
glycoprotéines.

Ainsi le premier chapitre aura pour objet I'élaboration d’'une variété de glycosidases
natives qui servira de banque pour la génération des mutants thioglycoligases. La stratégie de
production des biocatalyseurs en type sauvage sera décrite, de la sélection d’'un micro-
organisme « source » a partir duquel seront sélectionnés les génes d’intéréts, au choix du
systéme de clonage d’ADN et de surexpression des protéines. Chaque glycosidase produite
et purifiée sera caractérisée pour déterminer la spécificité de substrat, les conditions optimales
d’hydrolyse (pH, température, co-solvant) ainsi que les constantes cinétiques. Des essais de
cristallogenése seront également décrits pour obtenir de plus amples informations sur les
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structures tridimensionnelles de ces protéines et comprendre leur mode d’action. Par la suite,
le potentiel en biocatalyse des enzymes sera évalué sur un panel d’alcools aliphatiques et les
meilleurs candidats seront valorisés pour développer une voie d’accés chimio-enzymatique
aux glycéroglycosides, composés d’intérét dans le domaine de la cosmétique, dont les
propriétés biologiques seront testées grace a un partenariat établi avec I'entreprise
GLYcoDiag.

Le second chapitre portera sur la conception de mutants thioligases par mutagénése
dirigée a partir de la banque de glycosidases natives disponible. Seront alors décrits la
stratégie de préparation des mutants, depuis la préparation des amorces nécessaires a la
modification génétique a I'amplification de 'ADN par PCR, ainsi que la production des
enzymes correspondantes et leur caractérisation en activit¢ d’hydrolyse. Par la suite les
mutants seront testés en thioglycosylation sur un panel de thiols aliphatiques et aromatiques
et leur influence sur les propriétés cinétiques des enzymes sera déterminée. Pour inscrire nos
enzymes dans une démarche de synthése éco-compatible, ils seront utilisés en biocatalyse
pour la production de dérivés S-glycosylés. Enfin des études de cristallogenése a partir de
mutants dépourvus d’activité d’hydrolyse seront réalisées pour obtenir des co-cristaux en
présence de substrat qui permettront d’obtenir de plus amples information sur la structure du
site actif et sur le mode de reconnaissance du substrat.

Enfin le dernier chapitre sera quant a lui consacré I'utilisation du meilleur candidat
thioglycoligase pour réaliser le couplage glycosidique sur un acide aminé et ainsi proposer la
premiére voie de synthése enzymatique d’un acide aminé S-glycosylé. Seront alors décrits la
synthése d’un acide aminé non-naturel ainsi que la mise au point d’'une méthode de suivi de
la réaction enzymatique permettant la détection et lidentification des produits résultants
(Schéma 22).
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Schéma 22 : Présentation des principaux objectifs de la thése.
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Chapitre 1 — Développement d’une banque de glycoside hydrolases
natives : caractérisation et valorisation

|I. Stratégie de production : Du choix d’un microorganisme vers la
conception d’une banque de glycosidases natives

Les glycoside hydrolases constituent la 2°™e classe d’enzymes impliquée dans la biosynthése
et le métabolisme des glycanes en catalysant I'’hydrolyse de liaisons glycosidiques avec
rétention ou inversion de la configuration anomérique. Pendant de nombreuses années
I'intérét porté aux glycosidases s’est focalisé sur leur utilité dans la dégradation de produit issu
de la biomasse ou dans l'industrie agro-alimentaire.(Cairns, 2010) Elles ont cependant prouvé
leur potentiel pour la synthése de dérivés glycosylés par hydrolyse inverse ou
transglycosylation, apparaissant alors comme une alternative de choix aux procédés de
synthése classiques qui nécessitent de nombreuses étapes de protection/déprotection et de
purification des sous-produits ce qui conduit dans la plupart des cas a de faibles
rendements.(Bojarova, 2009; Wang, 2009) Une large gamme de GH est a I'heure actuelle
disponible et sont de maniére générale plus facile d’accés puisque ce sont des protéines
majoritairement cytosoliques,(Meynial-Salles, 1996) a [linverse des GT, protéines
généralement membranaires, dont la production et la purification plus complexes entrainent
souvent une perte de l'activité catalytique.(Meynial-Salles, 1996; Toone, 1989) Enfin les
glycosidases ne requierent pas I'utilisation de nucléotide-sucres qui représentent une limite en
terme de colt par rapport aux GT.(Gantt, 2011) En tenant compte de I'ensemble de ces
considérations, nous nous sommes naturellement orientés vers la technologie des
glycosidases et sur leur potentiel pour réaliser notre projet qui est porté sur la thioglycosylation
enzymatique d’acides aminés.

L’objet de ce premier chapitre consiste a décrire la stratégie mise en place pour obtenir
une banque de glycosidases sauvages qui servira de base pour la conception des mutants
thioglycoligases correspondants. Les outils de biologie moléculaire développés depuis ces
derniéres années offrent une variété de modes de production d’enzymes recombinantes. Le
choix doit donc étre judicieux pour favoriser une production efficace des protéines et faciliter
leur purification. Ces différents aspects seront abordés au cours de ce chapitre. Aprés clonage
et expression chez E. coli Rosetta-(DE3) les enzymes ainsi produites ont été caractérisées
afin de définir leur spécificité ainsi que leurs constantes cinétiques (Ku et kcat). Enfin, dans un
souci de valorisation des différents biocatalyseurs générés au laboratoire, le potentiel de
transglycosylation de ces enzymes a été évalué et les meilleurs candidats ont été exploités
pour la synthése de glycosides glycérol, composés trés largement utilisés notamment dans le
domaine cosmétique.(Mladenoska, 2008)

71



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et
valorisation

1. Dictyoglomus thermophilum

De maniére générale les qualités recherchées lors du design d'un biocatalyseur,
notamment pour envisager son utilisation a I'échelle industrielle, sont: i) la facilit¢ de
production, ii) la robustesse (résistance a des conditions de température, pression et aux
solvants) et iii) la réutilisation sur plusieurs cycles catalytiques. D’un point de vue historique,
les premiéres glycosidases exploitées en synthése étaient extraites de plantes (Jack bean,
amande) ou de bactéries, telles qu’E. coli ou Aspergillus orizae, néanmoins leur utilisation était
limitée par de faible rendement de production du a leur manque de stabilité vis-a-vis des
solvants organiques.(Dion, 1999)

Dans les années 1970, I'apparition des méthodes de séquencage d’ADN proposées par
Gilbert (Maxam, 1977) et Sanger (Sanger, 1978) couplée au développement des techniques
de biologie moléculaire a favorisé I'accés au génome d’'une multitude de microorganismes
(bactéries, champignons,...) ouvrant donc le champ d’investigation a une large gamme de
nouvelles glycosidases plus performantes. Ainsi dans l'industrie du papier, l'utilisation de
xylanases ou cellulases thermophiles a permis de mettre en évidence leur résistance face aux
effets dénaturants des conditions de hautes pressions et de hautes températures mais aussi
et surtout 'augmentation de leur activité d’hydrolyse.(Li, 2015; Zeikus, 1979)

De la méme maniére, pour la synthése de glycosides d’alkyle les glycosidases thermophiles
se sont révelées étre des biocatalyseurs d’avenir. Comme décrit précédemment, la réaction
de transglycosylation est une réaction sous contrOle cinétique qui s’effectue a de fortes
concentrations en alcool et une faible proportion en eau, I'efficacité de la réaction va donc
dépendre en partie des propriétés du catalyseur. Les études réalisées sur diverses
glycosidases provenant de micro-organismes tels que Thermus thermophilus,(Dion, 1999)
Thermotoga neapolitana(Turner, 2007) ou Dictyoglomus thermophilum(Zou, 2012) ont toutes
présentées des activités de transglycosylation supérieures a leurs analogues mésophiles
grace notamment a leur résistance aux solvants organiques.

En considérant les qualités présentées par les enzymes thermorésistantes, nous avons
orienté notre sélection vers un micro-organisme extremophile. De nombreuses possibilités
étaient alors a notre portée (Thermotoga maritima, Pyrococcus furiosus, Thermus
thermophilum,...) et pour restreindre notre choix nous avons décidé d’opter pour un micro-
organisme encore peu étudié et dont le génome séquencé présente une large gamme de GH.
En suivant ce raisonnement la bactérie thermophile Dictyoglomus thermophilum s’est révélée
étre une candidate intéressante, son génome entiérement séquencé en 2014 est disponible
commercialement. (Coil, 2014; Saiki, 1985)

Cette bactérie anaérobie, en forme de batonnet (Figure 19), découverte en 1985 au Japon
dans des sources chaudes volcaniques posséde sur son génome une grande variété de
CAZymes (Figure 20) répertoriées dans la classification CAZy dont de nombreuses GT et GH.
A I'heure actuelle parmi les 57 glycosidases potentielles (provenant de 31 familles différentes)
exprimées chez D. thermophilum seulement quelques représentantes sont a I'étude.
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Figure 19 : (A) cellules de D. thermophilum regroupées sous forme de sphére ;
(B) coupe des cellules en forme de batonnet. (Saiki, 1985)

Parmi ces derniéres, la xylanase GH11 a suscité beaucoup d’intérét (Mathrani, 1992);
récemment les études menées sur cette derniere, alors identifiée XYNB, et son mutant XYNB-
DS (présentant un pont disulfure) ont démontré leur stabilité sous de fortes conditions de
pression et de température (500 MPa, 80°C) ainsi qu’une augmentation de leurs activités sous
ces méme conditions.(Li, 2015) En 2013 une endo-glucanase de la famille GH5 (Cel5H) a été
caractérisée et présente une forte activité sur une gamme de température de 50 a 85°C en
condition acide de pH (4,6 — 5,6) et tolérante a de fortes concentrations en sel.(Shi, 2013) Si
ces enzymes sont étudiées pour leur activité d’hydrolyse (génération de bio-ethanol,...) une
seule glycosidase de D. thermophilum a été décrite en tant que transglycosylase.

Dans un souci de proposer de meilleurs biocatalyseurs pour la préparation de dérivés
glycosylés Zou et coll.(Zou, 2012) ont produit une B-D-glucosidase, DTGH, et ont comparé
son activité de transglucosylation avec diverses glucosidases thermophiles et la B-glucosidase
commerciale extraite d'amande. L’équipe a ainsi démontré que DTGH était capable de
transglycosyler des alcools de longueurs de chaine variables (Methyl - Octyl) mais que
contrairement aux autres glucosidases décrites, son activité de synthése était conservée
méme a trés haute température (100 °C). Les essais réalisés en milieu biphasique
(eau/octanol) et a une haute concentration en glucose ont souligné les propriétés de stabilité
remarquables et unique de cette enzyme. Cette glycosidase est le premier exemple d’enzyme
thermophile présentant de telles caractéristiques pour la synthése de dérivés glycosylés. Au
vu des propriétés décrites pour les GH issues de D. thermophilum, notre choix de batir une
banque de biocatalyseurs a partir du génome de cette bactérie n’en fut que conforté.

73



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et
valorisation

i

= GHs

= GTs

= Polysaccharide Lyases
Carbohydrate Esterases

= Carbohydrate-Binding Modules

Figure 20 : Répartition des Carbohydrate-Active EnzYmes potentielles chez D.
thermophilum (http://www.cazy.org/ , 07/2015).

2. De la sélection des génes a l'utilisation des outils de biologie
moléculaire

En étudiant les différentes glycosidases potentielles exprimées chez D. thermophilum
(souche H-6-12 ATCC 35947, DSM), la classification CAZy s’est avérée étre un précieux outil
car I'ensemble des GH du microorganisme ont été répertoriées dans leur famille
d’appartenance. Ainsi en cherchant une p-D-glucosidase de la famille GH1, reconnue pour
leur grande versatilité vis-a-vis du substrat, deux génes candidats (situés sur les loci
dicth_0359 et dicth_1689 du génome) étaient disponibles et notre choix s’est porté sur la
glucosidase codée par dicth_0359 (48 % d’homologie de séquence avec le géne de la B-D-
Glc de Caldilinea aerophila) car la seconde (DTGH) avait déja été étudiée.(Zou, 2012) En
suivant ce processus quatre autres genes de D. thermophilum ont été sélectionnés formant
ainsi notre banque virtuelle de cinq glycosidases. Une comparaison par homologie des
séquences protéiques a été realisée par un outil d’alignement BLAST du serveur Uniprot
(Basic Local Alignement Search Tool, http://www.uniprot.org/blast/) afin déterminer les
protéines les plus proches (Tableau 2).
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. Code Famille Séquence Identité Structure Identité
Annotation .
Uniprot (c],] proche (%) Proche (PDB) (%)
SOEVDS8
dicth_0043 a-L-fucosidase B5YAV7 GH29 90
a-L-fucosidase
F372Y56
dicth_0289 a-L-rhamnosidase B5YC64 GH78 52 3CIH 21
a-L-rhamnosidase
058104
dicth_0359 -D-glucosidase B5YCI2 GH1 . 45 1VFF 44
[-D-glucosidase
QoWZL1
dicth_1638 a-D-glucosidase B5YAI2 GH4 69 T 69
a-D-glucosidase
_ Q8AAK6
dicth_1692 -D-mannosidase B5YAN4 GH2 37 2WBK 37
B-D-mannosidase

Tableau 2 : Génes cibles de D. thermophilum codant pour de potentielles glycosidases et
leur analogies avec des protéines déja caractérisées.

La production de protéines recombinantes a partir du génome d’'un micro-organisme suit un
processus en quatre étapes : i) amplification du géne codant pour la protéine d’intérét par
PCR, ii) insertion et clonage du géne dans un vecteur plasmidique, iii) transformation de cet
ADN recombinant chez un héte d’expression (bactéries, levures, cellules de mammiféres,...)
et iv) la surexpression de la protéine cible. Afin de produire notre banque de GH de D.
thermophilum, le plasmide pET28-a(+) a été retenu comme vecteur de clonage, tandis que la
machinerie cellulaire d’E. coli Rosetta-(DE3) sera exploitée pour la surexpression des
protéines.

2.1. Plasmide de clonage pET28-a(+)

L’amplification des génes sélectionnés a partir du génome de D. thermophilum par
PCR nécessite le design des couples d’amorces appropriés permettant d’encadrer la
séquence en nucléotides sur les 2 brins d’ADN (sens et anti-sens) et une ADN polymérase
permettant de reconstruire de maniére fidéle le géne cible. Les amorces sont construites de
maniere a incorporer un site de restriction (SR) a chaque extrémité du géne amplifié (Figure
21).
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Figure 21 : Amplification d’un géne cible par PCR a partir de ’ADN génomique d’un micro-
organisme.

La présence de ces sites de restriction sur le géne permet I'incorporation de ce dernier sur la
séquence ADN du vecteur plasmidique. pET28-a(+) posséde des nombreux site de restriction,
ces courtes séquences de nucléotides sont reconnues comme sites de coupure d’ADN par
des endonucléases spécifiques, aussi appelées enzymes de restriction. Aprés avoir amplifié
le géne d’intérét, encadré par la séquence en nucléotides de deux SR (reconnus par exemple
par les enzymes Notl et Nhel), le plasmide qui posséde également ces courtes séquences
peut étre ouvert spécifiquement par digestion via les enzymes Notl et Nhel (Figure 22). Le
géne cible est par la suite incorporé sur la sequence de pET28-a(+) par ligation enzymatique.
Le plasmide recombinant est alors transformé chez un héte de clonage, ici E. coli DH5a ou |l
peut se répliquer en grande quantité. pET28-a(+) posséde un géne de résistance a la
Kanamycine (Kan), codant pour une kinase qui inactive I'antibiotique aprés phosphorylation.
Ce géne sert ici d’outil de sélection car seules les bactéries E. coli DH5a transformées par le
plasmide recombinant pourront survivre a un milieu contenant I'antibiotique Kan.

' Transformation m
Q Digestion ngatlon Q E coli DH5a. [o = -
\ ®oe .o ®
Milieu LB/Kan
37°C

Vecteur avec sites de . ]
restriction Colonies transformées

par le plasmide
recombinant

Figure 22 : Insertion du géne cible sur pET28-a(+) et transformation chez E. coli DH5a.
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Tout vecteur de clonage se doit de faciliter le clonage du géne cible mais aussi la
surexpresssion et la purification de la protéine correspondante. Le vecteur pasmidique pET28-

a(+) (Figure 23) présente également I'avantage de posséder sur sa séquence deux génes
clés:

- Un géne codant pour le promoteur T7 nécessaire a la fixation de 'ARN polymérase
T7 (de I'hbte d’expression) et donc a la transcription du géne d’intérét.

- Un géne codant pour une protéine de fusion (Fusion Tag) qui permet de faciliter la
détection et la purification des protéines. Dans le cas de pET28-a(+) cette protéine
de fusion est constituée de 6 motifs Histidine (HiseTag) qui se fixe en fonction du
clonage sur I'extrémité N-terminale ou sur les deux extrémités N-term et C-term de
la protéine cible. La purification de cette derniére peut alors se faire sur colonne

d’affinité Ni2*-NTA (Nickel nitriloacetic acid) via une chelation aux ions Ni?*.
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Figure 23 : Cartographie du plasmide de clonage pET28-a(+).

2.2. Vecteur d’expression : E.coli Rosetta-(DE3)

Tout comme les vecteurs de clonage il existe différents systémes d’expression de
protéines parmi lesquels se retrouvent les bactéries (Gram +/-), les levures, les champignons
ou encore les cellules eucaryotes provenant d’insectes ou de mammiféres. Chaque systéme
présente des avantages et des inconvénients selon le type de protéines a produire. Ainsi les
systemes utilisant des bactéries s’avérent beaucoup moins colteux et plus faciles a mettre en
place que les systémes impliquant des cellules de mammiféres mais ne permettent pas
d’apporter de modifications post-traductionnelles sur les protéines.

A T'heure actuelle encore peu de bactéries pouvant générer des modifications post-
traductionnelles ont été répertoriées. Aucune donnée a ce sujet n’est accessible concernant
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D. thermophilum, 'emploi de systémes eucaryotes s’est donc révélé inutile et dans un souci
de facilité de production le systéme bactérien d’E.coli a été retenu. Plus de 300 souches de
cette bactérie sont disponibles, parmi lesquelles BL21 (DE3) qui est la plus utilisée pour la
production de protéines recombinantes. Nous avons cependant porté notre choix sur une
souche dérivée de BL21 : Rosetta-(DE3) puisqu’elle présente sur son génome a la fois le géne
de '’ARN polymérase T7 (Schéma 23), compatible avec I'utilisation du plasmide pET28-a(+),
ainsi que le plasmide pRARE, ce plasmide permettant de produire les 10 ARNt peu présents
chez E. coli. La souche Rosetta ainsi « armée » est capable de traduire 'ensemble des codons
d’acides aminés (AAs) provenants du géne cible hétérologue (d'origine procaryote ou
eucaryote). La souche Rosetta-(DE3) contient également un géne de résistance a
I'antibiotique Chloramphénicol (Cam), codant pour une acétyltransférase, qui sert d’outil de
sélection. Ainsi aprés transformation du plasmide recombinant chez Rosetta-(DE3) les
bactéries sont déposées sur un milieu nutritif solide en présence des deux antibiotiques Kan
et Cam a 37 °C. Dans ces conditions seules les bactéries Rosetta-(DE3) contenant le plasmide
recombinant pourront se développer.

La surexpression de la protéine d’intérét est initiée lors de la croissance bactérienne par I'ajout
d'un inducteur non métabolisable par la machinerie cellulaire d’E. coli, l'isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside (IPTG). Ainsi lors de I'induction, la transcription du géne T7 est activée
chez E. coli. L'ARN polymérase T7 résultante peut alors se fixer au promoteur T7 présent sur
la séquence de pET28-a(+) et transcrire le géne de la protéine cible (Schéma 23).

IPTG Induction _ — — =p T7RNA palymerase
- I

-

Schéma 23 : Induction en cascade de I'lPTG. (Extrait du manuel Novagen pET System
11¢me gdition).
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Pour assurer une production maximale de la protéine recombinante, la croissance
bactérienne, réalisée en milieu LB — Kan/Cam, est suivie par mesure de la densité optique
(DO) et l'ajout de linducteur est effectué lorsque la phase exponentielle de croissance
bactérienne est atteinte (DOeoo = 0,5 — 0,7) (Figure 24).

1,6 "pstationnaire

Ajout

IPTG

(pexponentielle

0 200 400 600 800 1000
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Figure 24 : Courbe de croissance bactérienne.

Ainsi, tous les éléments ont été réunis pour la production de la banque de glycosidases
recombinantes sélectionnées, depuis I'origine du microorganisme en passant par le systéme
de clonage et d’expression des protéines. Toutes les enzymes ont été clonées et produites en
suivant le méme protocole décrit dans la partie expérimentale. Chaque enzyme a par la suite
été étudiée afin de déterminer i) sa spécificité vis-a-vis du substrat, ii) ses conditions optimales
d’activité (température et pH), iii) son aptitude a tolérer des solvants organiques. Des essais
de cristallogenése ont également été réalisés dans le but dobtenir les structures
tridimensionnelles de ces biocatalyseurs pour connaitre la géométrie du site actif en
distinguant les résidus catalytiques, des résidus responsables de la fixation du substrat. Enfin
le potentiel de transglycosylation des enzymes sera évalué en utilisant une variété d’accepteur
pour la synthése de glycosides d’alkyle. Cette stratégie de production et caractérisation des
glycosidases recombinantes de D. thermophilum peut étre résumée selon le schéma décrit
dans la page suivante de ce manuscrit (Schéma 24, Stratégie de production et de
caractérisation d’'une banque de GH thermostables).
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Il. Caractérisation de nouvelles glycosidases recombinantes

1. DtMan, p-D-mannosidase de D. thermophilum

Dans la Nature, les liaisons de type p-D-mannopyranosidiques sont fréquemment
rencontrées. Chez les plantes ce sont les constituants de ($-1,4) - oligosaccharides,(Gomes,
2007) mais ces motifs sont également présents dans les trisaccharides de cceur de N-
glycoprotéines, sur les polysaccharides antigéniques de levures (Vinogradov, 2000) et
Salmonelles (Lindberg, 1988) ou encore sous forme de glycolipides.(Sugita, 1988) Les -
mannanases et f-mannosidases (EC 3.2.1.25) sont responsables de leur métabolisme et sont
largement utilisées dans l'industrie papetiére ou pour la production de carburant par
dégradation de la biomasse.(Dhawan, 2007) De par leur présence sur des séquences
antigéniques de pathogénes (i.e., Salmonelles) la synthése de dérivés B-mannosylés
biologiquement actifs suscite un fort intérét, mais reste un exercice périlleux. Par voie chimique
de nombreuses méthodes ont été décrites mais refletent toutes de la difficulté d’obtenir la
bonne configuration de liaison. Dans le cas du mannose le groupe hydroxyle 2 est en position
axiale, I'effet anomeére qui tient compte des facteurs électroniques et stériques est favorable a
la configuration a. (a I'inverse du glucose et galactose par exemple, Schéma 25). D’un point
de vue stérique, la configuration 1,2-cis est moins stabilisante que la configuration 1,2-trans.
(Drew, 2001)

A B Cc
D-Man D-Glc D-Gal
‘ HO— OH OH OH on
Effet anomere 8 le}
HO 0 H Q
favorable HO a %O o HO o
HO
OH HoOH OH
68 % 39 % 30 %
HO— oH OH OH on
HO -0 (0] (0]
H&QB/OH H mOH HO&&OH
OH OH
32 % 61 % 64 %

Schéma 25 : Effet anomére favorable pour le mannose (A), glucose (B) et galactose (C).

A la fin du XXe siécle I'accés a ces composés par voie enzymatique s’est développé avec la
caractérisation de B-mannosidases provenant de divers micro-organismes (Bacteroides
tethaiotaomicron, Cellulomonas fimi, Streptomyces sp, Thermotoga neapolitana,...)
présentant des activités de transglycosylation.(Zhang, 2009) La plupart de ces biocatalyseurs
a été répertoriee dans la famille GH2 des glycoside hydrolases, a I'exception de deux
mannosidases de Pyrococcus furiosus classifiées dans la famille des GH1.(Park, 2011)

D.thermophilum présente sur son génome quatre genes codant pour de potentielles B-
mannosidases ou B-mannanases et a I'heure actuelle aucun d’entre eux n’a été cloné et
exprimé chez E. coli (http://www.cazy.org/, 07/2015). Dans un souci de pouvoir comparer nos
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enzymes avec des modeéles déja caractérisés nous avons sélectionné le géne dicth 1692
annoté pour une potentielle exo-B-mannosidase a rétention de configuration (code Uniprot
B5YAN4) appartenant a la famille GH2. Des analyses basées sur ’homologie de séquence en
acides aminés a l'aide d’un logiciel de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ont révélé
que la protéine B5YAN4 présentait 37 % d’identité de séquence avec l'unique exo-B-
mannosidase caractérisée et de structure résolue de GH2, la BtMan2A de B.
tethaiotaomicron.(Tailford, 2007) L’alignement de ces 2 séquences est présenté en annexe de
ce manuscrit (Annexe 01, p.247).

Le géne dicth_1692 constitué de 2439 paires de bases (pb), codant pour 813 acides aminés,
a été amplifié par PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir de 'ADN génomique de
D.thermophilum H-6-12 ATCC 35947, DSM 3960. Les amorces nécessaires a cette étape ont
été construites de maniére a présenter les sites de restriction Nhel et Notl sur les extrémités
du géne (cf. Partie expérimentale p.195, et produites par I'entreprise Eurofins Genomics
(http://www.eurofinsgenomics.eu/). La ligation du géne, ou insert, a été réalisée aprés
digestion du vecteur pET28-a(+) par les enzymes de restriction spécifiques Nhel et Notl. Aprés
transformation du plasmide chez E. coli DH5a, deux colonies bactériennes ont pu étre isolées,
parmi la dizaine de clones, et mises en culture dans un milieu nutritif LB/Kan. L’ADN
plasmidique a été extrait et purifié a partir d’'un kit commercial (E.N.Z.A Minikit, OmegaBiotech)
puis analysé par électrophorése sur gel d’agarose 0,5 % contenant du SYBRsafe et visualisé
aux UVs (A = 254 nm) a l'aide d’un transilluminateur équipé d’'une caméra (Figure 25). Parmi
les deux clones sélectionnés un seul a présenté la bande de taille attendue (= 7800 pb, piste
4). Le second clone (piste 3), quant a lui, posséde une bande de taille identique au plasmide
vide linéarisé et une deuxiéme bande de taille supérieure correspondant a ’ADN plasmidique
circulaire intact (ou ADN superenroulé) qui n’a pas été dégradé par 'enzyme de digestion
avant le dépdt sur gel.

L _ it [0 -

Figure 25 : Analyse par électrophorése sur gel d’'agarose (1%) du clonage de dicth_1692.
(1) marqueur de taille (en kpb) ; (2) plasmide pET28-a(+) vide (= 5300 pb) ; (3) clone négatif
présentant une bande de la taille du plasmide vide et une bande > 7800 pb; (4) clone positif,

une seule bande correspondant a la construction pET28-a(+)/dicth_1692.
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L’ADN plasmidique du clone retenu a été séquencé (par I'entreprise Eurofins Genomics), et le
résultat de l'alignement géne parent — fils a permis de confirmer le clonage de dicth 1692
(Annexe 02, p.249). Aprés transformation chez E. coli Rosetta-(DE3), les bactéries ont été
mises en culture (37 °C) et I'expression de la protéine cible a été initiée par induction a ''PTG
(0,2 mM concentration finale).

Afin de déterminer les meilleures conditions d’expression de la protéine chez Rosetta-(DE3)
un suivi a été réalisé aprés induction par prélevement d’échantillons a différents temps t. Le
contenu des échantillons a été analysé et comparé a un échantillon blanc non induit sur gel
SDS-PAGE. Cette étude révele d’'une part que linduction a I'lPTG est nécessaire a
'expression de la protéine chez E. coli Rosetta-(DE3) et d’autre part que le maximum
d’expression est obtenu 20h apres I'ajout de I'inducteur a une température constante de 37 °C
(Figure 26).
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Figure 26 : Suivi de I'expression de B5YAN4 chez E. coli sur gel SDS-PAGE.
(1) Marqueur de taille (en kDa) ; (2), (3), (4), (5), (6), (7) et (8) Echantillon induit a TO, 30 min,
1h, 2h, 3h 4h et 20h aprés ajout de 'lPTG ; (9) Echantillon blanc non induit.

La protéine est extraite des bactéries en suivant la méthode classique de lyse par choc
thermique, en réalisant 3 cycles de congélation/décongélation (-196 a 40 °C), et sonication.
Aprés centrifugation le surnageant subit une étape de clarification thermique. Ce procédé
consiste a incuber la solution protéique dans un bain a 70 °C pendant 15 min, la protéine de
D. thermophilum étant thermorésistante elle ne sera pas dégradée contrairement a la grande
majorité des protéines d’E. coli. L'’enzyme est récupérée sous forme pure aprés purification
par chromatographie d’affinité (NiINTA) et analysée sur gel SDS-PAGE. La séquence de
B5YAN4 est constituée de 813 acides aminés ce qui représente une masse théorique de 96
kDa, I'analyse sur gel révéle la présence d’une bande unique de taille inférieure a 100 kDa ce
qui correspond a la taille de la protéine cible (Figure 27). Aprés dosage, le rendement de
production de DtMan s’éléve a 8 mg de protéine par litre de culture bactérienne.
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Figure 27 : Analyse sur gel d’électrophorése SDS-PAGE (10 % acrylamide) de la protéine
B5YAN4. (1) Marqueur de tailles (en kDa) ; (2) solution récupérée aprés purification sur
colonne de Ni?* contenant la protéine B5YAN4 (98 kDa).

La spécificité de la protéine B5YAN4 vis-a-vis de différents substrats a été déterminée

qualitativement en mesurant [lactivité dhydrolyse de I'enzyme sur un panel de
glycopyranosides de para-nitrophényle (pNP-glycopyranosides) (Figure 28).
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Figure 28 : Panel de pNP-glycopyranosides testés comme substrats des GH de D.
thermophilum.

Le choix s’est porté sur ce type de substrat car lors de I'hydrolyse enzymatique il y a libération
de para-nitrophénolate (pNP, a pH > pKapne = 7,65) composé qui absorbe a une longueur
d’onde A = 405 nm et qui confére a la solution une couleur jaune (Schéma 26). Ainsi I'activité
de I'enzyme peut facilement étre observée visuellement et d’autre part la quantité de pNP
relarguée quantifiée par mesure d’absorbance est directement liée a I'activité enzymatique.
Une vingtaine de substrats ont été testés en présence de BSYAN4 qui ne s’est révélée active
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que sur le pNP-B-D-mannopyranoside (pNPMan) confirmant I'activité B-mannosidase de
'enzyme nommée par la suite DtMan.

B5YAN4
—2Q 90 nM O 0
HO w~_-O P L0 e~ _OH *
1. tampon pH 7, 37°C NO,
NO,
2. Na,CO3 1M

glycopyranoside de para-nitrophenyle para-nitrophenolate

(Jaune en conditions basiques)

Schéma 26 : Détermination de la spécificité de substrat de BSYAN4 sur le panel de pNP-
sucres.

1.1. Conditions optimales de réaction et paramétres cinétiques

Afin de déterminer les constantes cinétiques de I'enzyme, les conditions optimales de
réaction ont dans un premier temps été étudiées. Ainsi I'activité d’hydrolyse a été mesurée
pour différentes valeurs de pH et de températures. La libération de pNP lors de I'hydrolyse a
pu étre quantifiée par simple mesure d’absorbance a A = 405 nm, ainsi I'activité catalytique de
'enzyme a pu étre définie en rapportant la quantité d’enzyme nécessaire pour la libération d’
1 ymol de pNP par minute.

Le maximum d’activité de I'enzyme est atteint a pH 7. A partir de cette valeur maximale, la
courbe d’activité relative de 'enzyme en fonction du pH a été établie (A, Figure 29). En milieu
tamponné pH 5 a 7, 80 % de l'activité enzymatique est conservée, en revanche I'enzyme
semble plus sensible pour des milieux alcalins (pH > 9) ou moins de 30 % de l'activité
d’hydrolyse est conservée. La méme représentation a été utilisée pour évaluer I'influence de
la température sur l'activit¢ du biocatalyseur (B, Figure 29). De par son caractéere
thermorésistant, 'enzyme présente une activité maximale pour des températures comprises
entre 70 — 95 °C avec un pic d’hydrolyse atteint a 90 °C. Ces valeurs sont en accords avec les
BMan thermostables de la famille GH2 décrites dans la littérature, pHopt = 7,0 et Topt = 80 —
100 °C.(Bauer, 1996; Duffaud, 1997; Zhang, 2009)

Figure 29 : Détermination des conditions de pH (A) et de températures (B) optimales.
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A partir de ces résultats préliminaires, les parameétres cinétiques de DtMan vis-a-vis du
pNPMan ont dans un premier temps été calculés dans les conditions optimales de réactivité
de l'enzyme, c’est-a-dire a pH 7 (tampon imidazole.HCI 20 mM) et 70 °C. L’activité
enzymatique mesurée sur une gamme de concentration en substrat (0,05 — 5 mM) permet de
tracer la représentation de Michaélis-Menten qui donne accés aux parameétres cinétiques de
'enzyme (Figure 30). Afin d’éviter la consommation trop rapide du substrat et assurer le suivi

d’hydrolyse sur un temps d’incubation de 30 min, 'enzyme a été introduite a une concentration
finale de 0,7 nM.

Figure 30 : Courbe de Michaélis-Menten d’activité d’hydrolyse de DtMan en présence d’une
gamme de concentration en pNPMan a pH 7 et 70 °C. Les essais ont été réalisés en triplicat.

Les valeurs de Ku et Vimax obtenues pour ce substrat sont de I'ordre de 0,48 mM et 0,01
mM.min-'. Ces deux valeurs ont permis de calculer le turnover par minute, keat = 297 s, ainsi
que la spécificité de I'enzyme pour le pNPMan, kea/Km = 619 mM-'.s”'. En comparant ces
résultats avec les B-mannosidases décrites dans la littérature nous avons pu mettre en
évidence que l'affinité de DtMan (Kwu) pour le pNPMan était du méme ordre de grandeur que
les valeurs reportées (0,2 — 0,8 mM) excepté pour la fMan de T. neapolitana. D’autre part
DtMan posséde une efficacité catalytique vis-a-vis du pNPMan 15 a 30 fois supérieure aux
autres fMan thermostables décrites, mais reste comparable a la BtMan2A avec laquelle elle
partage la plus grande homologie de séquence (Tableau 3).

Souche Km (mM) Keat (s2) keat/ K (mM™.mint)
D. thermophilum 0,48 £ 0,19 297 £33 619
B. tethaiotaomicron
) 0,19 128 674
(BtMan2A)(Tailford, 2007)
T. maritima (Zhang, 2009) 0,49 8 16
P. furiosus (Bauer, 1996) 0,79 30 38
T. neapolitana (Duffaud, 1997) 3,1 68 22

Tableau 3 : Caractéristiques de p-mannosidases provenant de différents microorganismes.
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De maniere générale, les glycosidases thermostables caractérisées possédent une forte
activité catalytique a haute température. Or [l'utilisation de telles conditions de réaction
représente une dépense énergétique non négligeable a plus grande échelle qui ne correspond
pas aux enjeux environnementaux actuels (limitations des déchets, du colt énergétique,...).
Afin d’inscrire notre projet dans une démarche éco-compatible, nous avons tenté de trouver
un compromis entre I'efficacité de 'enzyme et des conditions de réaction moins énergivores.
Dans cette optique, les parametres cinétiques d’hydrolyse de DtMan ont été calculés en
présence d’'une gamme de concentration de pNPMan (0,05 - 0,8 mM) en solution dans un
tampon imidazole.HCI 20 mM pH 7 a 37 °C (Figure 31). Malgré la baisse de la température
'enzyme a d{ étre introduite en faible quantité (0,9 nM) pour permettre de ralentir son activité
et assurer le suivi d’hydrolyse du pNPMan dans le temps.

Figure 31 : Courbe de Michaélis-Menten d’activité d’hydrolyse de DtMan (0,9 nM) en
présence d’'une gamme de concentration en pNPMan a pH 7 et 37 °C. Les essais ont été
réalisés en triplicat.

Dans ces conditions de réaction I'enzyme ne fonctionne qu’a 10 % de son maximum (B, Figure
29, p. 74) donc comme nous pouvions le prévoir une diminution nette des constantes
catalytiques est observée par rapport a I'étude réalisée a 70 °C (Tableau 4). En revanche il
est a noter que malgré la baisse d’activité de DtMan la valeur du ratio kca/Ku reste jusqu’a 9
fois supérieure a celles des pMan thermostables caractérisées dans leurs conditions optimales
de réaction, mettant ainsi en exergue I'extréme efficacité catalytique de DtMan vis-a-vis du
pNPMan. A ce jour aucune BMan présentant une telle activité a basse température n’a été
décrite dans la littérature.

Température Kv (mM) Keat (1) Keat/ K (MM ™1.min?)
70 °C 0,48 £0,19 297 £33 619
37°C 0.066 £ 0.03 112 167

Tableau 4 : Etude comparative des constantes cinétiques de DtMan a 37 et 70 °C.

Ainsi, la mannosidase thermostable de D. thermophilum, DtMan, est caractérisée par une
spécificité vis-a-vis des liaisons de type exo-f-D-mannopyranosidiques mais également par
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une efficacité catalytique nettement supérieure aux fMan thermostables caractérisées et ce
quelle que soit les conditions de réactions.

1.2. Influence du co-solvant

L’activité de 'enzyme a été mesurée en présence de différents co-solvants. En effet
dans les réactions de glycosylation enzymatiques, l'utilisation de solvants organiques peut
s’avérer nécessaire pour faciliter la solubilisation d’accepteurs hydrophobes et diminuer
I'activité de I'eau. Dans cette optique, différents solvants (plus ou moins polaires) ont été testés
dans des proportions variant entre 5 et 50 % Y/v (Schéma 27).

HO o|(.:|) HO O|E|)
HO ' HO :
HO OPNP' Tampon pH 7,37 °C, th  HO OH  + PNP

solvant organique
5-50 %"/,

Echelle de polarité relative des solvants utilisés :

0,38 0,44 046 0,76 1 polarité
| | | | |
] T 1 T T

DMF  DMSO ACN MeOH H,0

Schéma 27 : Etude de I'activité d’hydrolyse de DtMan en présence de co-solvant. Echelle de
polarité relative extraite de (Reichardt, 2003).

Pour chaque solvant un suivi cinétique en continu de I'hydrolyse du pNPMan a été réalisé a
pH 7 (tampon imidazole.HCI 20 mM) pendant 1h & 37 °C et les résultats obtenus ont été
comparés aux échantillons témoins sans solvant organique. En présence de co-solvant
I'activité enzymatique de DtMan diminue sans surprise (Figure 32). Néanmoins, 30 % de cette
activité est conservée lorsque le milieu réactionnel est composé a 10 % de co-solvant et ce
quel que soit le systeme organique utilisé. Le méthanol permet d’obtenir les meilleurs résultats
puisque 5 % de I'activité enzymatique de DtMan sont conservés dans un milieu tampon /
MeOH 50:50. Ce co-solvant pourra donc étre utilisé préférentiellement dans les essais de
glycosylation futurs pour favoriser la solubilité d’accepteurs.
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Figure 32 : Activité d’hydrolyse de DtMan en présence de différents co-solvants organiques
a pH 7. Expérience réalisée sur un essai unique.

1.3. Cristallogenése de DtMan

La caractérisation d’'une enzyme ne s’arréte pas a la simple détermination de ces
constantes cinétiques. La création de la classification CAZy a la fin du XXéme siécle le prouve
puisqu’elle a permis de regrouper de nombreuses enzymes en différentes familles selon leurs
similarités structurelles et d’activité. Par exemple, les enzymes appartenant au clan-A des GH

présentent un mode de repliement commun de type (B/a)s et agissent toutes selon un
mécanisme avec rétention de configuration. Tandis que les GH du clan-I se replient selon un
mode (a + B) et catalysent I'hydrolyse de la liaison glycosidique avec inversion de la
configuration anomérique. Ainsi la cristallogenése de protéine est une étape essentielle a la
caractérisation d’'un nouveau biocatalyseur. A partir des cristaux obtenus, il est possible de
résoudre la structure tridimensionnelle de 'enzyme qui est nécessaire a la compréhension des
mécanismes moléculaires engagés lors de I'acte catalytique. Dans notre cas I'obtention de
cristaux de DtMan nous permettra de confirmer son appartenance a la famille GH2 mais aussi
d’obtenir des informations supplémentaires sur la structure de son site actif. La position des
acides aminés catalytiques pourra étre déterminée ainsi que l'identification des résidus ne
jouant pas un réle direct sur I'acte catalytique mais sur la stabilisation du substrat et/ou de
l'intermédiaire glycosyl-enzyme. En termes d’activité, meilleure sera I'affinité de 'enzyme pour
son substrat, faible valeur de Kwu, plus grande sera la valeur du ratio kca/Kum et par conséquent
meilleure sera 'efficacité de I'enzyme.

Cette étude requiert une protéine trés pure et concentrée de maniére a cribler le plus
grand nombre de conditions de cristallisation. Pour ce faire DtMan a été fraichement produite
a partie d’'une colonie d’ E. coli Rosetta-(DE3) inoculée dans un milieu nutritif LB — Kan/Cam
et laissée incubée une nuit a 37 °C. Par la suite 6 L de milieu nutritif ont été ensemenceés avec
cet inoculum de maniére a produire, aprés induction a I'lPTG, la protéine en trés grande
quantité. Aprés traitement des extraits cellulaires par lyse, clarification thermique et purification
sur colonne d’affinité, la protéine a subi une étape supplémentaire de purification sur colonne
d’exclusion stérique. Cette derniére étape permet d’éliminer les résidus ayant pu étre
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accumulés au cours des traitements précédents, tels que I'imidazole utilisés dans les éluants
lors de I'étape de purification par chromatographie d’affinité. Au terme de ce processus une
fraction pure de DtMan a été récupérée de concentration 0,45 mg/ml (2 ml). La protéine est
concentrée pour obtenir une concentration finale de 9 mg/ml (100 pL).

Les conditions de cristallisation de 'enzyme ont été testées a partir du kit commercial
Structure Screen 1 (Molecular Dimensions) contenant 100 compositions de solutions. La
plaque de cristallisation a été préparée via la technique de la goutte assise, en déposant 90 pl
de solution de cristallisation dans un réservoir et sur le puit associé est déposé une goutte de
composition protéine / tampon 1 :1 (volume final de goutte 2 pl) (Figure 33).

Puit
(dépobt de la
goutte)

Réservoir

Figure 33 : Description d’'une boite de cristallisation, technique de la goutte assise.

Les boites sont ensuite recouvertes d’un film adhésif pour favoriser le phénoméne de diffusion
de vapeur goutte — réservoir et limiter le phénoméne d’évaporation, puis laissées au repos a
température ambiante. Aprés 15 jours d’incubation, I'analyse par microscopie des plaques a
permis de mettre en évidence 1 hit de cristallisation pour la solution contenant du tampon
NaHepes 100 mM pH 7,5 ; MgCl, 200 mM et 30 % V/v de PEG 400 (Figure 34).

Figure 34 : Cristaux de DtMan wt obtenus en milieu tamponné NaHepes 100 mM pH 7,5 ;
MgCl2 200 mM et 30 % Y/v de PEG 400.

A partir de ce premier hit, les conditions ont été modulées de maniére a optimiser la
formation des cristaux de DtMan. En suivant le processus décrit précédemment une plaque
de cristallisation a été préparée a partir de trois concentrations en protéine (5, 10 et 15 mg/ml)
et quatre solutions de cristallisation (Tableau 5) selon la méthode d’ensemencement. Dans un
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premier temps, la plaque est préparée comme décrit préecédemment. Par la suite un cristal
obtenu lors du premier essai de cristallisation est récupéré et broyé dans une goutte contenant
son milieu de cristallisation. Une moustache de chat est alors plongée dans ce « broyat » de
cristal et utilisée pour ensemencer chaque goutte de la plaque de cristallographie. L’avantage
de cette méthode est de pouvoir initier plus rapidement la cristallisation des protéines et peut
conduire a la formation de plus gros cristaux. La boite a été laissée au repos a température
ambiante.

Solutions de cristallisation

Précipitant Tampon Additif
24 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 200 mM MgCl,
26 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 100 mM MgCl,
32 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 200 mM MgCl,
36 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 200 mM MgCl,

Tableau 5 : Conditions de cristallisation testées a partir du premier hit de DtMan wt.

Un cristal a été obtenu dans les conditions 26 % PEG 400, NaHepes 100 mM pH 7,5
et MgCl, 200 mM. Avant congélation du cristal dans I'azote liquide pour son analyse RX celui-
ci doit étre plongé dans une solution de cryoprotectant pour éviter sa dégradation. Le PEG
400 peut étre utilisé comme systéme de cryoconservation, ainsi le cristal a été directement
congelé dans I'azote liquide et analysé par la suite sur la ligne Proxima 1 du Synchrotron Soleil
(http://www.synchrotron-soleil.fr/). L’analyse RX s’est avérée concluante car une image de
diffraction a été obtenue (résolution = 3 A) ce qui est une preuve que le cristal de la protéine
diffracte (Figure 35). Néanmoins, les données n’ont pas été collectées car les taches diffuses
observées sur I'image de diffraction peuvent étre le résultat d’'un mauvais empilement des
protéines formant le cristal ou d’'une mauvaise congélation.
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Figure 35 : Image de diffraction de DtMan wt cristallisée dans la solution 26 % PEG
400, NaHepes 100 mM pH 7,5 et MgCl; 200 mM.

Pour résoudre ce probléme deux nouvelles boites de cristallisation ont par la suite été
réalisées a partir de trois concentrations de DtMan (10, 15 et 20 mg/ml) en suivant les six
conditions décrites dans le tableau 6 :

Solution de cristallisation

Précipitant Tampon Additif
24 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 100 / 200 mM MgCl
25 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 100 / 200 mM MgCl
26 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH 7,5 100 / 200 mM MgCl

Tableau 6 : Variation des conditions de cristallisation autour de la solution 26 % PEG 400,
NaHepes 100 mM pH 7,5 et MgCl, 200 mM.

Les plagues ont été préparées en suivant la méthode d’ensemencement décrite
précédemment et laissées au repos a température ambiante. Aprés analyse par microscopie
un cristal en forme de « brique », obtenu dans les conditions 24 % PEG 400, NaHepes 100
mM pH 7,5 et MgCl, 200 mM a été plongé dans le systéme de cryoconservation PEG 400 et
dans I'huile. Aprés congélation dans I'azote liquide le cristal a été analysé sur la ligne Proxima
2 du Synchrotron Soleil. Une image de diffraction a 2,7 A a été obtenue (A, Figure 36) et les
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données collectées. Le traitement des données n’étant pas complet au moment de I'écriture
de ce manuscrit la description détaillée du modéle de DtMan wt n’a pas pu étre présentée.
Néanmoins les premiéres constatations montrent que la protéine s’organise sous la forme d’'un
tétramére (B, Figure 36).

Zone
résolue

Zones
non résolues

Figure 36 : (A) Image de diffraction de DtMan wt avec une résolution de 2,7 A et (B)
Tetramere de DtMan wit.

Si certaines zones restent non résolues, la structure du site actif de 'enzyme a pu étre bien
définie (A, Figure 37). Sa comparaison avec la structure tridimensionnelle de I'enzyme la plus
proche, BtMan2A co-cristallisée avec le 2,4-DNP-2fluoro-mannose (B, Figure 37), a permis
d’identifier les acides aminés responsables de I'activité catalytique de 'enzyme, le Glutamate
E425 jouant le réle d’acide/base et le Glutamate E508 celui du nucléophile. Le réle des six
résidus Tryptophane voisins (W164, W166, W358, W486, W589 et W610) a pu étre attribué a
la stabilisation du pNPMan chez DtMan wt comme en atteste la fixation du substrat par ces
mémes résidus dans le cas de BtMan2A.
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Figure 37 : (A) Structure du site actif de DtMan wt et (B) Structure du site actif de BtMan2A
co-cristallisée avec le 2,4-DNP-2-fluoromannose (pdb 2WBK (Offen, 2009)).

Le géne de D. thermophilum, dicth_1692, codant pour une exo-f-mannosidase a été cloné et
exprimé chez E. coli Rosetta-(DE3). Le caractére thermorésistant de la protéine a été confirmé
puisque son activité optimale est atteinte a pH 7 et 90 °C. L’enzyme présente une spécificité
stricte vis-a-vis du pNP-p-D-Man et une forte efficacité catalytique supérieure aux autres BMan
déja décrites.

2. DtRha, a-L-rhamnosidase de D.thermophilum

Les a-L-rhamnosidases (EC 3.2.1.40) sont des enzymes ubiquitaires dans le monde
du vivant et sont responsables de I'hydrolyse du motif a-L-rhamnose de nombreux dérivés
glycosylés. En effet le rhamnose est largement distribué chez les plantes et les bactéries sous
forme de polysaccharides (pectines, antigéne-O de bactéries pathogénes), dérivés glycosylés
(flavonoides, terpénes) ou de biosurfactants (rhamnolipides).(Cui, 2007) Depuis de
nombreuses années les rhamnosidases sont utilisées comme biocatalyseurs dans de
nombreux procédés industriels. Dans lindustrie alimentaire, elles sont utilisées pour la
production de jus de fruits ou pour 'amélioration de I'aréme du vin par déglycosylation de
terpénes. Le a-L-rhamnose ainsi produit peut étre directement valorisé dans l'industrie
chimique comme précurseur chiral en synthése ou pour la glycodiversification de produits
naturels.(Thibodeaux, 2008) Les a-rhamnosidases sont également largement exploitées dans
lindustrie pharmaceutique pour la dérhamnosylation de flavonoides (rutine, hesperidine,
naringine). En effet ces composés sont reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la santé
humaine, or il a été démontré que les composés mono-glycosylés présentaient une meilleure
biodisponibilité que leur analogues disaccharidiques.(Rabausch, 2014; Weignerova, 2012)
Le motif a-L-rhamnose est également largement rencontré chez les glycoprotéines de surface
de bactéries et participe donc a la virulence de 'agent pathogéne. A I'inverse, il est rarement
décrit pour former une liaison directe avec un acide aminé (contrairement au glucose,
mannose, galactose,...), a 'heure actuelle seuls quelques exemples font référence a ce type
de glycosylation rare. Ainsi, chez Streptococcus sanguis une unité rhamnose est couplée au
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résidu Asn, tandis que chez Pseudomonae flagellins et P. aeruginosa la rhamnosylation a lieu
sur les résidus Thr et Ser respectivement. Dans cette optique, il nous a semblé intéressant de
produire un biocatalyseur capable de reproduire in vitro la rhamnosylation d’acides aminés
dans le but de développer nos connaissances sur ce type de glycosylation rare.

D’aprés la classification CAZy, les a-L-rhamnosidases (aRha) agissent selon un mécanisme
d’'inversion de configuration et sont répertoriées dans 3 familles de GHs (GH78, GH28 et
GH106, http://www.cazy.org/, 07/2015). A I'heure actuelle une vingtaine de aRha de GH78 ont
été décrites provenant de divers organismes et parmi ces derniéres seules 4 représentantes
sont issues de microorganismes thermophiles, Thermomicrobium sp (Rhm A et Rhm
B),(Birgisson, 2004) Clostridium stercorarium (RamA) (Zverlov, 2000) et Aspergillus
terreus.(Weignerova, 2012) D.thermophilum posséde sur son génome un seul géne,

dicth_0289, codant pour une potentielle exo-a-L-rhamnosidase a inversion de configuration.

Cette enzyme identifiée par le B5YC64 (identification Uniprot) posséde une identité de
séquence de 51,5 % avec I’ aRha de Mahella australiensis (F3ZY56, GH78) et de 21 % avec
I aRha de GH78 cristallisée (3CIH, identification PDB) de B. tethaiotaomicron (projet Protein
Structure Initiative).

Le géne dicth 0289 contenant 2763 paires de bases a été amplifié a partir des amorces
construites pour permettre son insertion entre les sites de restriction Nhe 1/Sal | du vecteur
pET28-a(+) (cf. Partie expérimentale p.195). Aprés transformation chez E. coli DH5a, 'ADN
plasmidique recombinant de quatre colonies isolées a été extrait, digéré et analysé sur gel
d’agarose. Parmi les quatre clones sélectionnés, trois ont présenté la bande de taille attendue
(= 8100 pb) (Figure 38). Ces clones « positifs » ont été séquencés et I'alignement des
séquences avec le géne dicth_0289 a confirmé la stricte conformité de I’ADN fils — parent
(Annexe 03, p.254). Le plasmide recombinant d’'un clone positif a été transformé chez E. coli
Rosetta-(DE3) et la protéine a été exprimée aprés induction a 'lPTG de la culture bactérienne
dans le milieu nutritif LB/Kan/Cam a 37 °C pendant 20h.

Figure 38 : Analyse sur gel d’agarose (1 %) du clonage de dicth_0289.
(1) marqueur de taille (en kpb) ; (2), (5), (6) clones positifs, bandes correspondant a la
construction pET28-a(+)/dicth_0289 (= 8100 pb); (3) plasmide pET28-a(+) vide (= 5300 pb) ;
(4) clone négatif présentant une bande de la taille du plasmide vide.
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Apres, lyse, clarification thermique et purification sur colonne de Nickel, 'enzyme ainsi purifiée
est analysée sur gel SDS-PAGE. La protéine est constituée d’un enchainement de 921 acides
aminés ce qui représente un poids moléculaire théorique de 106 kDa, avec la présence des 6
motifs His (provenant du HiseTag) le poids moléculaire réel de B5YC64 est de 108 kDa.
L’analyse sur gel confirme la présence de la protéine puisqu’'une bande unique est observée
au niveau que de la bande de la protéine de référence de 100 kDa (piste 3, Figure 39). Le
rendement de production de la protéine est de 4,5 mg par litre de culture bactérienne aprés

purification.

1 2 3
100 : <+— B5YC64 (108 kDa)
75 -
50 -
37 -
25 -
-

Figure 39 : Analyse sur gel d’électrophorése SDS-PAGE (10 % acrylamide) de la protéine
B5YC64. (1) Marqueur de tailles de protéines (en kDa) ; (2) & (3) B5YC64 pure aprés
purification sur colonne de Ni?*.

L’activité de a-L-rhamnosidase de B5YC64 de D. thermophilum a été confirmée en testant
I'enzyme sur notre panel de pNPsucres (Figure 28, p.73). Aprés 30 minutes d’incubation dans
un milieu tamponné Imidazole.HCI 20 mM pH 7 a 37 °C, seul le milieu contenant 1TmM de pNP-
a-L-rhamnopyranoside (pNPRha) a présenté une couleur jaune caractéristique de la libération
de pNP et donc de I'hydrolyse par 'enzyme, ainsi nommée DtRha.

2.1. Conditions optimales de réaction et paramétres cinétiques

L’activité de DtRha a dans un premier temps été mesurée suivant différentes conditions
de pH (pH 4 a 10) puis a partir de ce premier résultat 'hydrolyse du pNPRha par I'enzyme a
été suivie sur une gamme de températures (40 a 95 °C) au pH optimal (pHOpt) de 'enzyme.
(Schéma 28). Ces deux études ont permis de tracer les courbes d’activité correspondantes a
partir des maxima d’hydrolyse relevés a pH 5 et 95°C (Figure 40).

OpNP OH

How How + pNP
HO Gamme de tampons pH 4 - 10 HO

OH OH
ou

pNP-o-L-Rha Gamme de températures 40 - 95 °C

Schéma 28 : Détermination des conditions optimales d’activité d’hydrolyse de DtRha
sur une gamme de pH et de températures.

96



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et
valorisation

Ainsi le comportement de 'enzyme est favorisé sur une large gamme de pH a tendance acide,
avec un pHOpt de 5 (A), ce résultat est comparable aux aRha caractérisées (pHOpt 5 a
8).(Birgisson, 2004; Weignerova, 2012) L’enzyme est également trés stable vis-a-vis de la
température puisqu’elle présente une forte activité pour des températures supérieures a 70 °C
avec un pic d’activité a 95 °C (B), a I'heure actuelle aucune représentante thermostable de
aRha présentant une telle activité a haute température n’a été décrite.

Figure 40 : Effets du pH (A) et de la température (B) sur I'activité de DtRha.

Les paramétres cinétiques de I'enzyme ont été déterminés en mesurant I'activité
d’hydrolyse de l'enzyme (& une concentration finale de 0,2 puM) sur une gamme de
concentration de pNPRha (5 — 800 pM) dans un tampon acide citrique/Na;HPOs 20 mM pH 5
a 37 °C (Figure 41), le choix de la température a également été fixé pour assurer un compromis
activité / stabilité de 'enzyme.

OpNP

Figure 41 : Courbe de Michaélis-Menten d’activité d’hydrolyse de DtRha en présence d’'une
gamme de concentration en pNPRha a pH 5 et 37 °C. Mesures d’activité réalisées en
triplicat.

Dans ces conditions, la constante de Michaélis-Menten de DtRha calculée est de 54 + 3 uM,
cette valeur est comparable aux Ku décrits pour les aRha mésophiles et refléte de la forte
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affinité de DtRha pour le pNPRha (Tableau 7). En revanche a 37 °C I'enzyme présente une
efficacité catalytique (kca/Km = 3,14 mM-'.s"") relativement faible par comparaison avec ses
analogues thermophiles (facteur 1000 avec RhmA de T. sp). Contrairement aux résultats
observés avec DtMan (keat = 10 s a 37 °C), il semble que la rhamnosidase de D. thermophilum
nécessite des conditions de hautes températures pour assurer I'hydrolyse du pNPRha.

Enzyme Kv (mM) keat (s) keat/Km (mM2.s72)
RhaB
; 0,28 140 500
B. sp (Cui, 2007)
KoRha
. 0,21 0,98 4,67
K. oxytoca (O'Neill, 2015)
SaRha78A
0,026 26,4 1014
S. avermitilis (Fujimoto, 2013)
DtRha
0,054 +3 0,17 £ 0,01 3,14
D. thermophilum
RhmA
0,46 460 1 000

T. sp (Birgisson, 2004)

Tableau 7 : Comparaison des constantes cinétiques de DtRha avec des aRha
caracterisées.

2.2. Influence du co-solvant

La stabilité de DtRha a été évaluée en présence des solvants décrits précédemment
en suivant I'’hydrolyse du pNPRha (1mM) dans un milieu tamponné acide citrique/Na:HPO, 20
mM pH 5 a 37 °C pendant 1h (Schéma 29). L’activité mesurée dans chaque cas a été
compareée a celle d’'un échantillon blanc sans co-solvant (100 % d’activité) (Figure 42).

OpNP
P OH
O (@]
HON Tampon pH 5. 37 °C. 1h |-|o@7r + pNP
HO HO
OH solvant organique OH

5-50 % VI,
Schéma 29 : Suivi de I'activité d’hydrolyse de DtRha en présence de co-solvant.

Le graphique représentant I'activité relative de DtRha en fonction de différentes concentrations
("/v) en solvants permet de mettre en évidence la stabilit¢ de I'enzyme en conditions
organiques. En effet I'activité d’hydrolyse de DtRha est conservées a 5 % de son maximum
quand le milieu réactionnel est constitué d’un ratio 50:50 tampon / solvant et ce quel que soit
le type de solvant. Enfin I'enzyme est fortement tolérante vis-a-vis de I'ajout de méthanol dans
le milieu réactionnel puisque 30 % d’activité d’hydrolyse sont conservés pour un mélange
50:50 tampon / MeOH. Ce systeme pourra donc étre privilégié pour les essais de
transglycosylation futurs, néanmoins grace a la stabilité générale de I'enzyme I'acétonitrile, le
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DMSO ou encore le DMF pourront étre utilisés dans le cas d’accepteurs peu solubles dans le
méthanol.

100 -
X
= 80 - mACN
% 60 - m MeOH
[ 40 = DMSO
\0 7
= DMF
5 20 1
<

0 -

0 5 10 20 30 40 50
% co-solvant (¥/,)

Figure 42 : Stabilité de DtRha vis-a-vis de différents co-solvants.

2.3. Cristallogenése de DtRha

Des études de cristallographie ont été réalisées sur DtRha pour tenter de résoudre sa
structure tridimensionnelle et obtenir plus d'information sur la structure de son site actif. En
suivant le protocole décrit pour la cristallogenése de DtMan (p. 78), 2ml d’'une fraction pure de
DtRha a été récupérée a 0,89 mg/ml. Aprés concentration (200 pl @ 10 mg/ml) les conditions
de cristallisation de I'enzyme ont été testées a partir du kit commercial JBScreen Basic HTS
(JenaBioscience) contenant 96 compositions de solutions pour deux concentrations 5 et 10
mg/ml. Les plaques de cristallisation ont été préparées en associant chaque solution de
cristallisation (90 pl dans le réservoir) a une goutte (2 ul par puit) composée du ratio 1:1
protéine / tampon de cristallisation. Aprés une période de repos de 15 jours a 20 °C, l'analyse
par microscopie des plaques a permis de mettre en évidence 7 hits de cristallisation décrits
dans le tableau 8 suivant :
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Solution de cristallisation .
Forme des cristaux

Précipitant(s) Tampon Additif
2 % PEG 400 NaHepes 100 mM pH ) .
. - Petites briques
2 M sulfate d’ammonium 7,5

10 % PEG 1000
10 % PEG 8000

- - Aiguilles

Gros cristal sous forme
30 % PEG 1500 - -

de feuillet
Acétate de sodium o

8 % PEG 4000 - Aiguilles

100 mM pH 4,6

NaHepes 100 mM pH o

10 % PEG 6000 7 s 5% "/, MPD* Aiguilles
NaHepes 100 mM pH . o

10 % PEG 8000 = 8 % Ethylene glycol Aiguilles
Sulfate de Lithium o

15 % PEG 8000 - Aiguilles

500 mM

*MPD = 2-méthyl-2,4-pentanediol
Tableau 8 : Composition des solutions favorisant la cristallisation de DtRha.

Le cristal obtenu dans les conditions 30 % PEG 1500 a été collecté et congelé dans une
solution de cryoprotectant PEG 1500, MPD (25 % V/\) et son analyse lors d’un premier run sur
la ligne Proxima 1 du Synchrotron Soleil (http://www.synchrotron-soleil.fr/) a permis d’obtenir
une image de diffraction de résolution 3,6 A (Figure 43). Les données obtenues n’ont
cependant pas été collectées car la diffraction d’un cristal doit au moins étre < 2,5 A pour
permettre une résolution précise de la structure tridimensionnelle de la protéine. Néanmoins
cette premiére expérience a permis de confirmer que le cristal de DtRha diffracte. A partir de
ce résultat prometteur de nouvelles conditions ont été testées en modulant les conditions de
cristallisation de maniére a optimiser la formation des cristaux de DtRha.
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Figure 43 : Image de diffraction de DtRha cristallisée dans les conditions PEG 1500
(30 %) et congelée dans un systéme PEG 1500 et MPD (25 % "/\).

En suivant le processus décrit précédemment une plaque de cristallisation a été préparée a
partir de trois concentrations en protéine (5, 10 et 15 mg/ml) et 12 solutions de cristallisation
(Tableau 9).

Solution de cristallisation
Précipitant(s) Tampon Additif
24 a 34 % PEG 1500 - -

30 % PEG 1500 NaHepes 100 mM pH 7,5 -
30 % PEG 1500 NaHepes 100 mM pH 7,5 100 mM MgCl,
30 % PEG 1500 NaHepes 100 mM pH 7,5 200 mM MgCl,

Acétate de sodium 100 mM
30 % PEG 1500 -

pH 4,6
Acétate de sodium 100 mM
30 % PEG 1500 200 mM MgCl,
pH 4,6
Acétate de sodium 100 mM
30 % PEG 1500 Ha6 100 mM MgCl,
pH 4,

Tableau 9 : Solutions de cristallisation optimisées de DtRha.

Une seconde boite a par la suite été préparée a partir d’'une fraction de DtRha a 20 mg/ml et
de quatre conditions de cristallisation (34 % PEG seul ; 36% PEG seul ; 30 % PEG 1500 et
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NaHepes 100 mM pH 7,5 ; 30 % PEG 400, NaHepes 100 mM pH 7,5 et MgCl> 100 mM) selon
la méthode d’ensemencement. Un cristal, en forme de demi-lune, obtenu dans les conditions
30 % PEG 1500 et NaHepes 100 mM pH 7,5 a été plongé dans le systéme de cryoconservation
MDP 25 % et dans I'huile, congelée dans I'azote liquide et analysé sur la ligne Proxima 2 du
Synchrotron Soleil. Une image de diffraction a 3 A a été obtenue mais les taches diffuses et
dédoublées laissent supposer de la présence de plusieurs cristaux superposés. Les données
n’ont pas pu étre collectées. Néanmoins 'augmentation de la résolution de diffraction prouve
que l'optimisation des conditions de cristallisation de DtRha est en bonne voie. A 'heure
actuelle de nouvelles conditions sont en cours de test.

3. DtGly, p-D-glucosidase de D. thermophilum

Les B-D-glucosidases (EC 3.2.1.21) catalysent I'hydrolyse de liaisons glycosidiques a
'extrémité non réductrice d’oligosaccharides ou de dérivés glycosylés. Dans la nature, ces
enzymes sont présentes de maniére ubiquitaire dans les différents domaines du monde du
vivant ou elles jouent un réle important dans de nombreux processus biologiques. Chez les
mammiferes, les p-glucosidases interviennent principalement dans le métabolisme des
glycolipides et des dérivés glucosylés (issus de l'alimentation). Chez 'Homme, La -
glucosidase acide, ou glucocérébrosidase (GBA1) est responsable de la maladie de Gaucher.
Cette maladie de surcharge lysosomale est la conséquence d'un dysfonctionnement dans le
transport ou [l'activité de GBA1 dans les lysosomes provoquant une accumulation
glycocéramides dans les tissus du systéme nerveux ou de la moelle osseuse.(Butters, 2007)
Ce sont chez les plantes que les pB-glucosidases présentent la plus grande variété de fonctions
biologiques. En effet elles sont, entre autre, impliquées dans les processus de défense, de
meétabolisme des parois cellulaires, de signalisation ou encore dans les processus de
métabolisme secondaire (dégradation d’alcaloide glycosylés par exemple). Les -
glucosidases de souches microbiennes suscitent quant a elle beaucoup plus d’intérét pour
leurs applications potentielles plutdét que dans I'exploration de leurs roles biologiques. Parmi
ces derniéres, les enzymes responsables de la dégradation des polysaccharides complexes
constituant les parois cellulaires de plantes sont les plus étudiées pour proposer des
alternatives de choix dans la production de bioéthanol, notamment, a partir de la dégradation
directe de produits issus de la biomasse.(Cairns, 2010)

Dans la littérature les p-D-glucosidases (B-glu) décrites ont été affiliées a 6 familles de
glycoside hydrolases : GH1, GH3, GH5, GH9, GH30 et GH116.(Cantarel, 2009; Cobucci-
Ponzano, 2010; Henrissat, 1991) Les représentantes des familles GH1, GH3, GH5 et GH30
sont regroupées dans le clan-A des GH qui englobe les enzymes suivant un mécanisme avec
rétention de configuration et possédant une structure tridimensionnelle de type (B/a)s. La
famille GH1 représente 'une des familles les plus étudiées de par notamment la diversité de
spécificité de substrat de ses glycosidases, a I'heure actuelle plus de 300 enzymes issues de
cette famille ont été caractérisées dont 47 sont de structures connues. Hormis leur activité
d’hydrolyse, ces enzymes sont largement étudiées pour la synthése de glucosides d’alkyle et
de dérivés glycosylés pour des applications industrielles. Siles B-glucosidases mésophiles ont
prouvé leur efficacité en transglycosylation, telle que la B-glucosidase d’amande intensivement
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étudiée et disponible commercialement, les recherches se sont progressivement portées vers
les biocatalyseurs issus de micro-organismes thermophiles. De nombreux exemples de B-glu
thermostables de GH1 utilisées en transglycosylation sont disponibles dans la littérature (BglA
de T. maritima,(Goyal, 2001) Ttb-gly de T. thermophilus,(Dion, 1999) CelB de P. furiosus
(Hansson, 2001a)...) et rendent compte des avantages multiples de ces enzymes, plus grande
stabilité et résistance vis-a-vis des solvants organiques en autre.

Sur le génome de D. thermophilum quatre génes, dicth_0359 / dicth_1689 et dicth 0262 /
dicth_1949, codent pour des B-glu potentielles a rétention de configuration appartenant aux
familles GH1 et GH3 respectivement. Nous avons porté notre sélection sur une représentante
de GH1, en utilisant 'ensemble des données actuellement disponibles (structures et enzymes
caractérisées) sur cette famille comme outil de comparaison lors de sa caractérisation. Le
clonage de dicth_1689 et la caractérisation de la B-glu correspondante DtGH(Zou, 2012)
venant d’étre réalisés au démarrage de notre projet nous avons porté notre étude sur le
clonage du géne dicth_0359. La potentielle exo-B-glucosidase correspondante, B5YCI2,
posséde 48% d’identité de séquence avec une B-glu non caractérisée de Caldilinea aerophila
et 44% d’identité de séquence avec la p-glu cristallisée de P. horikoshii (1VFF, identification
PDB).(Matsui, 2000)

Le géne constitué d’'un enchainement de 1257 paires de bases a été amplifié par PCR a partir
des amorces construites pour présenter les sites de restrictions des enzymes Nhel et Notl aux
extrémités de l'insert (cf. Partie éxpérimentale p.195). Aprés digestion du vecteur pET28-a(+)
par les enzymes de restrictions Nhel/Notl la ligation de I'insert est effectuée et le plasmide
recombinant est transformé chez E. coli DH5a. A lissue de cette étape deux colonies
bactériennes ont été isolées parmi la vingtaine de clones obtenus, chaque ADN plasmidique
ainsi produit a pu étre extrait, et analysé sur gel d’agarose (Figure 44). Un seul clone a
présenté la bande de taille désirée (= 6500 pb) qui a pu étre séquencé et I'alignement des
séquences en nucléotides ADN parent — ADN recombinant a permis de confirmer le clonage
du gene dicth_0359 (Annexe 04, p.258).

Figure 44 : Analyse par électrophorése du clonage de dicth_0359.
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(1) Marqueur de taille (en kpb) ; (2) clone négatif ; (3) clone positif bande unique 6500 pb ;
(4) pET28-a(+) vide (5300 pb).

Enfin, le plasmide a été transformé chez E. coli Rosetta-(DE3) et I'expression de la protéine a
été initiée par I'ajout d’'IPTG dans le milieu de culture bactérien composé de LB/Kan/Cam a 37
°C. Au terme des 20h d’incubation a 37 °C, la protéine est récupérée apres lyse et clarification
thermique puis purifiée par chromatographie d’affinité (Ni-NTA). La protéine B5YCI2 est
constituée d’'une séquence de 418 acides aminés ce qui représente une mase théorique de
49 kDa et une masse réelle de 53 kDa avec l'incorporation du HiseTag. L’analyse sur gel SDS-
PAGE révele la présence d’une bande inférieure a 55 kDa a chaque étape qui a suivi la culture
bactérienne ce qui correspond a la protéine cible (Figure 45). Le rendement de production de
la protéine est de 2 mg par litre de culture bactérienne.

130

72
55 «— B5YCI2 (53 kDa)

34

17

Figure 45 : Analyse sur gel SDS-PAGE de la production de B5YCIZ2.
(1) Marqueur de taille protéique (en kDa) ; (2) surnageant de lyse ; (3) surnageant de
clarification ; (4) fraction protéique collectée aprés purification sur colonne de Nickel.

L’activité d’hydrolyse de B5YCI2 a été testée sur le panel de pNPsucres disponibles
au laboratoire dans un tampon imidazole.HCI 20 mM pH 7 a 37 °C (Schéma 30). Apres 30
minutes d’incubation, la réaction enzymatique est stoppée par ajout de NaxCO3; 1 M et la
quantité de pNP libre en solution est quantifiée par mesure d’absorbance a A = 405 nm. Ce
test préliminaire a permis de mettre en évidence le caractére versatile de 'enzyme ainsi que
sa grande spécificité vis-a-vis des liaisons B-glycosidiques. En effet B5YCI2 catalyse
'hydrolyse du pNP-B-D-Glc, pNP-B-D-Gal et pNP-B-D-Fuc mais également, a des taux plus
faibles, celle du pNP-B-D-Man et du pNP-3-D-Xyl. De maniére surprenante, 'enzyme catalyse
plus efficacement I'hydrolyse du pNPFuc, I'activité relative de I'enzyme par rapport a ce
maximum a pu étre déterminée pour 'ensemble des pNPsucres testés (Figure 46). Cette
caractéristique est également décrite chez I'analogue DTGH et est redondante chez de
nombreuses représentantes de GH1.(Cairns, 2010; Zou, 2012) L’activité de B-glucosidase de
B5YCI2 a été confirmée, cependant, compte-tenu de la diversité de substrats reconnus par
I'enzyme nous avons choisi de l'identifier comme la DtGly de D. thermophilum.
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B5YCI2 41 nM :
0 - +——O 0
(@] _ - +
HO S \©\ 1. pH7 buffer, 37°C HO™%==~~\—OH NO,

NO, 2. Na,CO; 1M

glycopyranoside de para-nitrophenyl para-nitrophenolate

Schéma 30 : Détermination de I'activité enzymatque de B5YCI2 sur un panel de pNPsucres.
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Figure 46 : Activité relative de DtGly vis-a-vis d’'un panel de pNPsucres (1mM concentration
finale).

3.1. Conditions optimales de réaction et paramétres cinétiques

Les conditions optimales d’activité enzymatique de DtGly ont été déterminées en
réalisant un suivi cinétique en continu de I'hydrolyse du pNPGIc (1 mM) en fonction de la
température (de 40 a 95 °C) dans un milieu tamponné a pH 7. Le maximum d’activité de DtGly
est atteint & 80 °C ce qui a permis de tracer la courbe de d’activité de 'enzyme en fonction de
la température (A, Figure 47). L’activité relative calculée aux autres températures montre la
sensibilité¢ de DtGly vis-a-vis de ce paramétre, puisqu'une perte de 60 % de lactivité
enzymatique est observée pour des températures supérieures ou inférieures a 80 °C. Dans
un second temps, I'effet du pH sur 'activité de 'enzyme a été étudié en suivant I'hydrolyse du
substrat sur une gamme de pH comprise entre pH 4 et pH 12 a température fixe (80 °C). De
la méme maniére, la courbe obtenue (pH 6 = maximum d’activité enzymatique) montre la faible
tolérance aux conditions de pH de I'enzyme puisque le maximum d’activité est atteint & pH 6-
7 mais au-dela de ces deux valeurs I'activité chute drastiquement (B, Figure 47).
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Figure 47 : Influence de la température (A) et du pH (B) sur B5YCI2.

A partir de ces paramétres les constantes cinétiques de DtGly en activité d’hydrolyse ont été
calculées pour chacun des trois meilleurs substrats (pNPGIlc, pNPGal et pNPFuc) sur une
gamme de concentration de 0,05 a 10 mM dans un tampon acide citrique/Na;HPO,4 20 mM pH

6 a 37 °C (Figure 48). L’enzyme a été introduite dans une concentration finale de 4,1 nM et
les mesures ont été réalisées en triplicat.

Figure 48 : Courbes de Michaélis-Menten de DtGly en activité d’hydrolyse sur le pNPGlc,
pNPMan et pNPFuc a pH 6 et 37 °C.

106



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et
valorisation

Les résultats obtenus, présentés dans le tableau 10, mettent en évidence la dépendance de
I'activité enzymatique par rapport au motif sucre du substrat. Ainsi compte-tenu des valeurs
de Ku, I'affinité de DtGly pour ces trois substrats peut étre exprimée selon I'ordre suivant :
pNPFuc > pNPGIc > pNPGal. Par ailleurs, le ratio kca/Kum est le parametre le plus significatif
pour rendre compte de la spécificité de 'enzyme pour son substrat. Les valeurs obtenues pour
les trois pNPsucres sont en accord avec les conclusions basées sur I'analyse du Ku puisque
la spécificité de I'enzyme vis-a-vis du pNPFuc est jusqu’a 2 fois supérieure que pour le pNPGIc
et 4 fois supérieure a celle du pNPGal.

SUbStrat KM (mM) kcat (S-l) kcat/KM (mM-l.S'l)
pNP-B-D-Glc 0,46 + 0,04 30,77+ 0,7 66
pNP-B-D-Gal 1,55+ 0,13 65,04 + 1,46 42
pNP-B-D-Fuc 0,16 + 0,025 28,29 +1,22 175

Tableau 10 : Constantes cinétiques calculées pour les différents substrats de DtGly.

3.2. Influence du co-solvant

La stabilité de DtGly vis-a-vis de différents co-solvant a été testées aprés 1h
d’incubation dans un milieu tamponné Acide citrique/Na;HPO4 20 mM pH 6 contenant 1 mM
de pNPGIc en présence de concentrations croissantes en solvant a 37 °C (Schéma 31).

OH OH
0} o}
H H
%&/OPNP Tampon pH 6, 37 °C, 1h %&/OH *+ PNP
OH

OH solvant organique
5-50% Y/,

Schéma 31 : Etude de I'activité d’hydrolyse de DtGly en présence de différents co-solvants a
pH 6 et 37 °C.

Le graphique obtenu met en exergue la haute tolérance de DtGly par rapport aux solvants
organiques, bien supérieure aux deux glycosidases étudiées précédemment, DtMan et DtRha
(Figure 49). Quel que soit le type de solvant, I'activité de 'enzyme est conservée au-dela de
20 % quand le milieu réactionnel est composé jusqu’a 40 % en phase organique. Un autre fait
remarquable est a noter sur ce graphique dans le cas du méthanol ou DMF. Quand 5% de
méthanol sont ajoutés dans le milieu, I'activité de I'enzyme est réduite de 10%, en revanche
quand le méthanol est ajouté en plus grande quantité (jusqu’a 20%) le maximum d’activité de
DtGly est de nouveau atteint. La méme observation peut étre faite avec le DMF. Ainsi pour

107



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et
valorisation

limiter I'effet inhibiteur de l'ajout d’'un co-solvant sur l'activité enzymatique de DtGly, le
méthanol et le DMF seront a privilégier et ce a une concentration n’excédant pas les 20% /.
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Figure 49 : Etude de I'influence de divers co-solvant sur I'activité de DtGly.

3.3. Cristallogenése de DtGly

Compte-tenu des propriétés intéressantes de DtGly et notamment sa versatilité vis-a-
vis du substrat des études de cristallogenése ont été réalisées sur cette protéine afin d’obtenir
de plus amples informations sur la structure de son site actif le mode de reconnaissance des
différents substrats. En suivant le protocole décrit pour la cristallogenése de DtMan (p. 78),
une fraction pure de DtGly a été récupérée de concentration 0,45 mg/ml (2ml). Aprés
concentration, 250 uyl de DtGly a 3,2 mg/ml sont utilisés pour tester 100 solutions de
cristallisation a partir du kit commercial Structure Screen 1 (Molecular Dimensions). La plaque
de cristallisation a été préparée en associant chaque solution de cristallisation (90 ul dans le
réservoir) a une goutte (2 pl par puit) composée du ratio 1:1 protéine / tampon de cristallisation.
Aprés une période de repos de 15 jours a 20 °C, I'analyse de la plaque par microscopie n'a
révélé la croissance d’aucun cristal. Néanmoins la cristallogenése des protéines étant une
science empirique, il n’existe pas de régles théoriques ou de base de données permettant de
prédire précisément les conditions de cristallisation d’une protéine. Plusieurs paramétres sont
a prendre en compte tels que la concentration de la protéine, la température, le pH ou encore
les additifs utilisés (sels, solvants organiques, polyméres organiques, précipitants).
Actuellement les conditions du kit commercial JBScreen Basic HTS sont en cours de test ainsi
que linfluence de la température sur la cristallisation de DtGly, les boites préparées ont été
laissées au repos a 4 °C.

Ill. Valorisation de biocatalyseurs pour la synthése de glycosides
d’alkyle, applications en cosmétique

Depuis de nombreuses années les glycosidases sont considérées comme une alternative de
choix aux procédés classiques de chimie dans la mesure ou elles permettent la synthése
« one-pot » de dérivés glycosylés. Parmi ces derniers, I'accés aux glycosides d’alkyle suscite
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un fort intérét. Ces tensioactifs biodégradables possédent des propriétés remarquables qui en
font de bons agents émulsifiant et d’hydratation recherchés dans les domaines
agroalimentaire, pharmaceutique ou cosmétique. Ces composés sont également connus pour
leurs propriétés dermatologiques qui les rendent compatibles dans la formulation de produits
de soin en santé humaine.(Mladenoska, 2008) La nécessité de proposer des biocatalyseurs
de synthése toujours plus performants dans la chimie des sucres et I'intérét biologique de ces
O-glycoconjugués nous a encouragé a évaluer le potentiel de nos glycosidases nouvellement
caractérisées.

Nous nous sommes donc intéressés dans un premier temps a I'activité de transglycosylase
de nos différentes enzymes en utilisant des alcools simples comme accepteurs. Dans un
second temps nous avons sélectionné la meilleure candidate afin de synthétiser par voie
chimio-enzymatique des glycosides de glycérol dont les propriétés antimicrobiennes ont pu
étre déterminées grace a une collaboration réalisée avec I'entreprise GLYcoDiag (Schéma
32).

—O
HO % ~w O

NO
HO %~ wOpNP | o 5
Tampon 5/6/7, 37 °C

Etude comparative

Sélection du meilleur
biocatalyseur

NO
HO e v O \g
Glycéroglycosides i OH

OH

Activité biologique ?
— (partenariat avec
I'entreprise GLycoDiag)

Schéma 32 : Etude du potentiel de synthése des glycosidases de D. thermophilum et
application a la synthése de glycéroglycosides.

1. Criblage d’activité transglycosylase

La transglycosylation est une réaction régie par un contrdle cinétique. Pour favoriser la
réaction dans le sens de la formation du produit de transglycosylation les essais ont été
réalisés en présence de concentrations élevées en donneur et accepteur de glycosides. Ainsi,
les pNPsucres, respectivement substrat des glycosidases produites, ont été utilisés comme
donneurs activés de glycoside a une concentration finale dans le milieu réactionnel de 15 mM.
Les accepteurs de type alcool primaire ou secondaire ont été ajoutés en large exces par
rapport au donneur de glycoside (50 équivalents) afin de favoriser la réaction dans le sens de
la transglycosylation. Un degré de diversité a été introduit en faisant varier la longueur de la
chaine alkyle de laccepteur afin d’évaluer un éventuel effet sur le rendement de
transglycosylation. Chaque enzyme a été fraichement préparée a partir d’'une culture
bactérienne d’E. coli Rosetta-(DE3) transformées par le plasmide recombinant correspondant.
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Apres lyse thermique et mécanique les surnageant cellulaires ont été clarifiés thermiquement
permettant ainsi d’obtenir les trois solutions protéiques de DtRha (0,24 mg/ml, soit une
concentration molaire de 2 uM), DtMan (0,2 mg/ml, 2 uM) et DtGly (0,35 mg/ml, 0,7 uM).

L’ensemble des réactions a été conduit a 37 °C pour limiter 'hydrolyse spontanée du donneur
de glycoside, et inscrire nos biocatalyseurs dans une démarche éco-compatible, et en milieu
tamponné correspondant aux conditions optimales de pH de chaque enzyme (Schéma 33). La
formation des produits de transglycosylation a été suivie par chromatographie sur couche
mince (CCM), de maniére générale I'absence de produit de départ est observée aprés 8h de
réaction. Dans chaque cas, le rendement a été calculé aprés isolement des produits (Tableau
11).
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Schéma 33 : Synthése de glycosides d’alkyle.

Les essais de transglycosylation a partir de DtMan (entrée A) ou DtRha (entrée B) n’ont conduit
a la détection d’aucun produit de transglycosylation méme aprés 8h de réaction a 37 °C. En
revanche dans le cas de DtGly une activité transglycosidase a pu étre mise en évidence
(entrée C). En présence de méthanol I'enzyme est capable de catalyser la réaction de
transglycosylation a partir du pNPGIc et du pNPGal conduisant aux B-1-O-glycoside de
methyle 1 et 6 correspondants avec un rendement proche de 60 %. Les mémes résultats sont
observés dans le cas de I'éthanol ou les produits de transglycosylation du Glc et Gal 2 et 7 ont
été obtenus avec des rendements équivalents. La réaction de transglycosylation est moins
efficace lorsque l'isopropanol est utilisé comme entité acceptrice de sucre. Un alcool
secondaire étant moins réactif et moins accessible qu’un alcool primaire les rendements des
transglucosylation et transgalactosylation conduisant aux produits 3 et 8 ne dépassent pas les
33 %.

Par la suite l'influence de la longueur de chaine sur l'activité enzymatique a été évaluée en
utilisant le butanol comme accepteur. Ce composé peu polaire et peu miscible a I'eau (i.e.
polarité par rapport a 'eau : 4 ; solubilité dans I'eau : 77 g/l soit 0,43 %) a conduit a la formation
d’'un mélange biphasique pendant la réaction de transglycosylation. Malgré tout, 'enzyme a
été capable du transfert des unités glucose et galactose conduisant aux produits réactionnels
4 et 9 avec des rendements comparables a ceux observés pour le MeOH et EtOH. Ce résultat
intéressant montre que I'enzyme a la capacité de réaliser I'acte catalytique a l'interface des
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phases aqueuse et organique et prouve une fois de plus sa grande stabilit¢é en milieu
organique comme décrit précédemment dans ce chapitre (p. 96).

Enfin la capacité de DtGly a transférer deux unités sucres sur un méme accepteur a été testée
a partir du 1,6-hexanediol. La présence des deux fonctions hydroxyle confére a la molécule
une forte polarité, malgré une chaine alkyl a 6 carbones, et permet ainsi une bonne interaction
avec I'enzyme. Ainsi apres réaction en présence de pNPGlIc et pNPGal deux produits ont pu
étre isolés de maniere quasi-quantitative et leur analyse en RMN a permis de caractériser les
produits monoglycosylés 5 et 10.

A B C

pNPMan pNPRha pNPGIc pNPGal

MeOH n.d. n.d. 1 (54 %) 6 (58 %)
EtOH n.d. n.d. 2 (57 %) 7 (57 %)
iPrOH n.d. n.d. 3 (33 %) 8 (31 %)
BuOH n.d. n.d. 4 (64 %) 9 (79 %)
1,2-Hexanediol n.d. n.d. 5 (86 %) 10 (99 %)

Tableau 11 : Rendement de transglycosylation de DtMan (A), DtRha (B) et DtGly (C), n.d. :
produit non détecté.

Afin de s’assurer que la non-réactivité de DtMan et DtRha n’était pas d0 a une température
réactionnelle trop faible, les mémes essais ont été réalisés a 60 °C mais n’ont abouti a la
formation d’aucun produit de transglycosylation. Lors de la mise au point de nos conditions de
réaction nous nous sommes focalisés sur les 2 paramétres « contrélables » influencant la
réaction, a savoir le donneur et I'accepteur de glycoside. Un 3®me facteur joue également un
réle important dans cette réaction, il s’agit bien entendu de 'enzyme elle-méme. Lors de 'étape
de déglycosylation (clivage de l'intermédiaire glycosyl-enzyme) une molécule d’accepteur et
une molécule d’eau vont entrer en compétition. Cette compétition est dépendante des
propriétés intrinséques de I'enzyme vis-a-vis de ces 2 entités, caractérisées par le facteur de
sélectivité S (Figure 50), précédemment décrit dans I'introduction de ce manuscrit (p. 20).
(Hansson, 2001b)

rs g 8RoH I's [alcool]
Iy aw o ¢ [eau]

Figure 50 : Mécanisme de transglycosylation et facteurs de sélectivité enzymatique.

Ainsi si 'enzyme présente une meilleure sélectivité vis-a-vis de l'alcool la réaction sera
favorisée dans le sens de la transglycosylation, dans le cas inverse celle-ci sera orientée vers
I'hydrolyse. Dans le cas de DtMan et DtRha ce facteur de sélectivité ne semble pas en faveur
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de la réaction de transglycosylation. Cette hypothése peut étre appuyée par les études en
présence de co-solvant réalisée sur les trois glycosidases. DtMan et DtRha sont les deux
enzymes présentant la moins bonne tolérance a la présence de solvant organique dans le
milieu réactionnel (perte de 40 % et 30 % d’activité en présence de 10 % de MeOH
respectivement). En revanche pour DtGly qui présente une trés bonne activité en
transglycosylation nous avons pu démontrer que son activité restait quasiment inchangée
méme a de forte concentration en solvant organique notamment dans le cas du méthanol. Par
ailleurs si DtRha et DtMan possédent une activité méme faible de transglycosylation il ne faut
pas oublier que le produit formé peut lui-méme étre reconnu comme substrat par I'enzyme et
donc étre hydrolysé a son tour.

Enfin, il est bon de rappeler que parmi 'ensemble des glycosidases disponibles la
plupart d’entre elles ne présentent principalement qu’une activité d’hydrolyse et que seulement
une minorité de GH a été décrite comme transglycosylases. A I'’heure actuelle aucune régle
pré-établie de permet de prédire le potentiel de synthése d’'une glycosidase, ni les résidus clés
intervenant dans ce processus. Afin de mieux comprendre les rouages moléculaires
influencant le ratio hydrolyse/transglycosylation de nombreuses études, basées sur le principe
d’évolution dirigée des enzymes, ont été réalisées ces derniéres années.(Bissaro, 2015; Feng,
2005; Kone, 2009; Nashiru, 2001; Teze, 2014) Dans la plupart des cas, ces recherches ont
abouti a la génération de mutants présentant de meilleures activités de transglycosylation que
leurs analogues en type sauvage en remplacant des résidus situés sur la seconde sphére du
site actif. Néanmoins ces recherches sont 'accomplissement d’'un énorme travail depuis
l'analyse de la structure tridimensionnelle des protéines, la génération de mutants par
mutagenése aléatoire ou dirigée suivi de leur criblage en transglycosylation. La génération de
transglycosylases efficaces n'est pas 'objectif recherché ici mais pourra faire I'objet d’'une
thése future.

Compte-tenu de ces résultats, parmi les trois enzymes produites DtMan et DtRha se
caractérisent par une activité hydrolase exclusive tandis que seule la DtGly présente une
activité de transglycosidase. Ce biocatalyseur sera donc utilisé pour la synthése de O-
glycoconjugués.

2. Application a la synthése de glycosides de glycérols

Soucieux de valoriser les biocatalyseurs développés au laboratoire nous nous sommes
intéressés a la synthése chimio-enzymatique de glycosides de glycérols (GGs). Les
glycoglycérolipides sont les constituants naturels des membranes cellulaires de plantes,
algues ou bactéries et assurent entre autre un réle dans la régulation de la pression osmotique
des cellules.(Goedl, 2008) De maniére générale leurs structures s’articule autour d’'une unité
Glc ou Gal (mono- ou oligosaccharidique) de configuration o ou B fixée sur le motif 1,2-diacyl-
sn-glycérol (Figure 51). Cependant des variations peuvent étre rencontrées notamment sur le
motif sucre (mannose ou rhamnose) ou encore sur le type de fonctions rencontrées (amine,
éther, ...).(Holzl, 2007; Zhang, 2014)

112



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et
valorisation

CO(S)H
N o
OH 2
OH OH g
o OR'
HO o) SO,
.
OH (0]
OR H%oé&o

R OH

OR
X
(0] R
= (0]
OH OH HO
0 OH
HO
HO H
NHR
OH Structure commune 0]

0 des glycosides glycérol HQB&/O

0 o naturels
HO OH OR

OH

R

OR CO(g)H
R el o
OH

R = chaine acyle, R' = chaine alkyle

OR
R

Figure 51 : Structures usuelles de glycoglycérolipides naturels.(Zhang, 2014)

Ces composés suscitent un intérét particulier puisqu’ils possédent des propriétés biologiques
remarquables telles que des propriétés anti-tumorales,(Colombo, 1996; Sooriyaarachchi,
2009) anti-virales(Chirasuwan, 2009) ou encore anti-inflammatoires.(Zhang, 2014) Cependant
leur faible abondance et les difficultés rencontrées pour leur isolement limite leur étude et a
donc favorisé le développement de nombreuses voies de synthése totale.(Zhang, 2014)
L’intermédiaire clé d’accés a ces composeés reste le motif glycosylglycérol qui a aussi démontré
des propriétés anti-tumorales mais est également fortement étudié pour ses propriétés tensio-
actives, recherchées dans de nombreux domaines, notamment dans les produits de
cosmétique comme agent hydratant.(Wei, 2013)

Dans cette optique nous avons souhaité nous intéresser aux propriétés antimicrobiennes de
ces GGs en proposant une voie d’accés chimio-enzymatique en deux étapes a partir des
pNPGIc, et pNPGal, le pNPXyl et du solketal commercial, forme protégée du glycérol.
L’énantiomeére (S) du solketal a été sélectionné puisque c’est la forme la plus fréquemment
rencontrée dans les structures de GGs et dans un souci de simplification des étapes de
purification (Schéma 34).

113



Chapitre 1 - Développement d’'une banque de glycoside hydrolases natives : caractérisation et

valorisation
OH
HQi0 N\ OpNP O
o) HO w—~_-0O
OH OH HO E———
OH HO o) + = .
0 N
HO OpNP OH
HO&/OpNP e c
OH OH
pNP-glycosides (S)-solketal Glycéroglycosides
Donneurs activés Accepteur

Schéma 34 : Synthése de glycéroglycosides biocatalysée par DiGly.

2.1. Voie de synthése chimio-enzymatique

Notre voie de synthése de glycoside-S-glycérol s’articule autour de deux étapes. Dans
un premier temps le couplage du (S)-solketal commercial sur les pNPsucres sélectionnés est
réalisé par transglycosylation en présence de DtGly (4 pM) a 37 °C dans un tampon acide
citrique/Na;HPO4 20 mM pH 6 conduisant aux produits de transglycosylation 11, 12 et 13. Le
groupement protecteur isopropylidéne de chaque composé est ensuite clivé par traitement
acide dans un milieu acide acétique (70%) a 60 °C conduisant aux dérivés glycosylés 14, 15
et 16 entiérement déprotégés (Schéma 35).

—2Q —20Q
HO“s—~_OpNP , HO © HO e~ 0 .
5 Tampon pH 6, 37 °C \C X

11-13
8h o

AcOH 70 %
60 °C, 4h

No
HO v~ -0
\COH
14 - 16

OH

Schéma 35 : Voie de synthése des glycosyl-(S)-glycérol.

En présence de pNPGIc et de pNPGal I'étape de transglycosylation a conduit a la formation
des dérivés glycosylés 11 et 12 correspondant avec des rendements compris entre 60 et 70
% (Tableau 12). Cette différence de réactivité peut étre corrélée avec les valeurs de Ku de
I'enzyme déterminés précédemment pour les deux donneurs. Pour le pNPGlc le Ky de DtGly
est de 0,46 mM contre 1,15 mM pour le pNPGal. Ce qui veut dire que I'enzyme catalyse plus
rapidement I'étape de déglycosylation en présence de pNPGal, libérant ainsi la place dans le
site actif pour la formation d’un nouvel intermédiaire covalent glycosyl-enzyme. Lorsque le
pNPXyl est utilisé comme donneur de glycosyl 'enzyme catalyse la formation du produit de
transglycosylation avec un rendement de 50 %. Ce résultat est intéressant car lors des essais
d’hydrolyse DtGly avait présenté une faible activité enzymatique vis-a-vis de ce substrat. Au
vu du résultat obtenu ici il semble que I'enzyme soit capable du transfert d’'une unité Xylose
vers un accepteur, autre que I'eau, de maniére aussi efficace qu'en présence de pNPGIc.
Cette hypothése pourrait étre confirmée en mesurant et en comparant les constantes
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cinétiques de l'enzyme vis-a-vis de ces deux substrats en présence de solketal. La
déprotection des dérives glycosylés par traitement acide a permis d’obtenir le 1-O-(B-D-
glucopyranosyl)-(S)-glycérol 14, le 1-O-(B-D-galactopyranosyl)-(S)-glycérol 15 et le 1-O-(B-D-
xylopyranosyl)-(S)-glycérol 16 avec des rendement de 50 a 62 %. Malgré une réaction totale,
des difficultés ont été rencontrées lors de la purification de ces trois composés justifiant les
rendements en-dessous de ceux classiquement obtenus dans ce type de réaction (> 90
%).(Cateni, 2007)

Donneur Transglycosylation Déprotection Rendement global
pNP-B-D-Glc 11 (56 %) 14 (62 %) sk
pNP-B-D-Gal 12 (73 %) 15 (50 %) 37 %
PNP-B-D-Xy! 13 (51 %) 16 (62 %) 22k

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des rendements obtenus pour la synthése d’'O-
glycoconjugués par DtGly.

Au terme de cette voie de synthése en deux étapes une série de trois glycosyl-(S)-glycérol ont
été obtenus avec un rendement global supérieur a 30 %. Les propriétés antibactériennes de
ces différents composés ont pu alors étre déterminées a partir de la méthode de
Microchallenge test développée par I'entreprise GLYcoDiag.

2.2. Recherche de propriétés antimicrobiennes des glycoconjugués synthétisés

Les agents de préservation sont des composés capables de limiter la croissance de
micro-organismes sur une longue durée et sont largement retrouvés dans la formulation de
produits du quotidien (issus de I'industrie agro-alimentaire, cosmétique ou pharmaceutique).
En tant qu’agents antimicrobiens leur utilisation est nécessaire pour limiter la prolifération
d’organismes potentiellement pathogénes et ainsi garantir une sécurité pour le consommateur.
Les qualités préservatives d’'un composé sont déterminées par la méthode de challenge test
qui consiste a évaluer le comportement d’'un composé potentiellement biologiquement actif sur
une variété de souches microbiennes. Dans le domaine de la cosmétique, la réglementation
européenne actuelle (EN 1SO11930) préconise [utilisation des souches microbiennes
Pseudomonas aeruginosa (Pa) ATCC 9027, Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 6538,
Escherichia coli (Ec) ATCC 8739, Candida albicans (Ca) ATCC 10231 et Aspergillus
brasiliensis (Ab) ATCC 16404 pour tester les propriétés préservatives d’'un composé cible. Ces
essais ont été réalisés en partenariat avec I'entreprise francaise GLYcoDiag spécialisée dans
la gestion de projet de glycobiologie et le développement d'outils de glycoanalyse. Son
expertise est basée sur l'utilisation d’'une librairie de lectines permettant la détermination de
profil d’interactions (GLYcoPROFILE ®) pour l'identification de glycanes complexes libres en
solution ou intégrés sur des membranes. Elle propose également des services de
microanalyses, notamment dans le domaine de la cosmétique, et a développé une
méthodologie dérivée du challenge test permettant le criblage d’activités antimicrobiennes sur
microplaque, aussi appelée microchallenge test.(El Abdellaoui, 2010)
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La série de glycéroglycosides composée du 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-glycérol 14,
du 1-O-(B-D-galactopyranosyl)-(S)-glycérol 15 et du 1-O-(B-D-xylopyranosyl)-(S)-glycérol 16
synthétisé ainsi que le glucopyranoside d’hexyle 5 ont ainsi été testé par microchallenge test
selon le protocole décrit par GLYCoDiag. Dans un premier temps les solutions de chaque
échantillon ont été préparées en sérum physiologique pour constituer la gamme de
concentrations suivantes : 12,5 ug/ml, 25 pg/ml, 50 pug/ml, 100 pg/ml et 500 pg/ml. Par la suite,
chaque échantillon a été contaminé par une quantité fixe, exprimée en unité formant les
colonies (ufc), de chacune des souches décrites ci-dessus, suivi d’'une incubation a
température ambiante. Pour chaque souche un échantillon blanc a été réalisés et placé dans
les mémes conditions d’incubation que les échantillons test. Le taux résiduel de contamination
a été mesuré par prélévement aprés 24h, 7 jours et 14 jours d’incubation. Les résultats obtenus
aprés 2 semaines d’incubation ont permis de tracer les courbes d’évolution de la population
microbienne de chaque souche en fonction des 4 composés testés (Figure 52).
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Figure 52 : Evolution de la population de Candida albicans (A), Escherichia coli (B),
Staphylococcus aureus (C), Pseudomonas aeruginosa (D) et Aspergillus brasiliensis (E) en
fonction des dérivés glycosylés 5, 14, 15 et 16.

Au terme de I'expérience, seul le 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-glycerol 14 a présenté
une activité antifongique spécifique (E, Figure 52). En effet par comparaison avec les autres
molécules testées, le composé 14 possede une activité intéressante puisqu’il est capable de
réduire la population du champignon Aspergillus brasiliensis d’un facteur 1000 en 14 jours
contrairement aux autres composés qui présentent une activité plus faible sur la méme
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période. A I'heure actuelle le développement de nouveaux antifongiques est un réel besoin
face a la multiplication des phénoménes de résistances aux traitements disponibles.(Tebbets,
2012) Le composé 14 est donc un candidat potentiel pour une application antifongique
spécifique. Néanmoins son spectre d’activité n’est pas assez étendu pour répondre aux
exigences des normes européennes de la cosmétique pour rentrer dans une formulation de
produit en tant qu’agent de préservation. Dans la Nature des glycosides glycérol sont
fonctionnalisés par une ou plusieurs chaines grasses.(Holzl, 2007; Zhang, 2014) L’addition de
chaines alkyles de longueur variable comme nouveau degré de diversité sur ces O-
glycoconjugués synthétisés est une piste a explorer pour améliorer leurs propriétés
antimicrobiennes.

IV. Conclusion

A partir du génome de la bactérie thermophile D. thermophilum, cinq génes codant
pour de potentielles glycosidases ont été sélectionnés. Parmi ces derniers, les trois génes
dicth_0289, dicth_0359 et dicth_1692 ont pu étre clonés dans le plasmide pET28-a(+) et
transformés chez E.coli Rosetta-DE(3). Chaque protéine a été produite et purifée pour obtenir
une forme pure nécessaire a leur caractérisation. Dans un premier temps les spécificités de
substrat de ces enzymes ont été déterminées en utilisant un panel de pNPsucres disponibles
au laboratoire, conduisant alors a la caractérisation de la DtMan et de la DtRha présentant
une spécificité exclusive pour le pNP-B-D-Man et le pNP-a-L-rhamnose respectivement. La
3%me enzyme supposée étre une B-D-glucosidase s’est révelée quant a elle tres versatile vis-
a-vis du substrat puisqu’elle est capable de reconnaitre jusqu’a 5 motifs sucres (pNP-3-D-Glc,
pNP-B-D-Gal, pNP-B-D-Fuc, pNP-B-D-Xyl et pNP-B-D-Man) et que nous avons donc
caractérisé comme la DtGly de D. thermophilum.

Par la suite 'ensemble des constantes cinétiques des enzymes ont été déterminées
ainsi que les conditions optimales de pH et de température pour la réaction d’hydrolyse.
L’activité des glycosidases a également été évaluée en présence de différents co-solvants qui
pourraient étre utilisés dans les réactions de glycosylation pour faciliter la solubilisation
d’accepteurs de glycoside hydrophobes. A lissue de cette étude la propriété de
thermorésistance a pu étre confirmée pour les trois enzymes avec un maximum d’activité
d’hydrolyse enregistré pour des températures = 80 °C. DtMan et DtRha présentent une relative
indépendance vis-a-vis du pH puisqu’elles sont capables de catalyser le clivage de la liaison
glycosidique sur des gammes de pH étendue (pH 4 a pH 7 pour DtRha et pH 5 a pH 7 pour
DtMan) tandis que DtGly semble plus sensible au pH. Ces glycosidases ont démontré leur
tolérance vis-a-vis de 'ajout de méthanol dans le milieu réactionnel puisque dans les trois cas
plus de 5 % d’activité enzymatique sont conservés dans un mélange 50:50 méthanol/eau.

Des études de cristallogenése ont été réalisées afin de résoudre les structures
tridimensionnelles de nos différents biocatalyseurs. Dans le cas de la DtMan et de la DtRha
les conditions optimales de cristallisation ont été déterminées et les différents cristaux ont pu
étre analysés aux RX sur les lignes Proxima 1 et 2 du Synchrotron Soleil a St Aubin (91). Dans
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le cas de DtMan un modele préliminaire a pu étre résolu mettant en évidence I'organisation
cristalline sous forme de tetramére de I'enzyme et les réles des Glutamates E425 et E508
comme les résidus acide/base et nucléophile respectivement. En revanche malgré 'ensemble
des conditions testées aucun cristal n’a pu étre obtenu dans le cas de la DtGly, des essais
sont toujours en cours pour tenter d’y parvenir.

Enfin le potentiel de transglycosylation des enzymes a été évalué sur la synthése de
glycosides d’'alkyle. Cette étude a permis de mettre en évidence la glycosidase DtGly alors
capable de catalyser la réaction de transglycosylation a partir de donneurs activés, pNPGlc et
pNPGal, sur un panel d’alcools aliphatiques avec des rendements de 30 a 99 %. Cette enzyme
répond également a notre volonté de proposer des biocatalyseurs éco-compatibles comme
alternatives aux procédés chimiques puisque I'ensemble des composés synthétisés a été
obtenu aprés 8h de réaction a 37 °C en milieu aqueux. En revanche aucune activité
transglycosidase n’a été détectée pour DtMan et DtRha laissant supposer que les propriétés
intrinséques de ces enzymes étaient en faveur de I'activité d’hydrolyse exclusivement. Devant
le potentiel de DtGly, sa valorisation a été envisagée pour développer une voie d’accés chimio-
enzymatique en deux étapes aux glycéroglycosides, composés d’intérét dans les domaines
de la cosmétique et de la santé humaine. Trois composés ont pu ainsi étre synthétisés avec
un rendement global supérieur a 30 %. Ces derniers ont par la suite été testés biologiquement
afin d’évaluer leurs propriétés antimicrobiennes par microchallenge test en partenariat avec
I'entreprise GLYcoDiag. A I'issu du test le 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-glycérol 14 a présenté
une activité intéressante antifongique sur la souche Aspergillus brasiliensis.

A partir de ces glycosidases natives entierement caractérisées il est a présent possible de se

tourner vers la production des mutants thioglycoligases correspondants et leur évaluation pour
la synthése de S-glycoconjugués.
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Chapitre 2 — Conception et évaluation de mutants thioglycoligases
pour la synthése de S-glycoconjugués

L’objectif de notre projet repose sur la validation du concept de thioglycosylation
enzymatique d’acides aminés en utilisant la technologie des thioglycoligases. Suite a I'étude
réalisée sur notre banque de GH natives de D. thermophilum, notre choix s’est naturellement
porté sur la seule représentante ayant démontré une activité importante en synthése, la
glycosidase versatile DtGly. A I'heure actuelle nos connaissances sur les thioglycoligases ne
sont pas assez étendues pour répondre a une question fondamentale : I'activité de
transglycosylation de I'enzyme native est-elle une condition nécessaire pour faire une bonne
thioligase ? A ce jour aucune étude n’a été rapportée concernant cette problématique. Pour
tenter d’y répondre nous nous sommes alors intéressés a la mannosidase DtMan qui n’a
présenté jusqu’ici aucune activité de transglycosylation, en générant une banque de variants
basée sur le concept de thioglycoligase (Schéma 36).

utantle) tioian o
O —
HOSe—~\_OpNP ., _s_R DtGly/D HO"==~_-SR . ,NPOH

Schéma 36 : Etude de l'activité thioligase de mutants de DtGly et DtMan.

Ce deuxiéme chapitre sera donc consacré dans sa majeure partie a la conception de mutants
de DtGly par mutagénése dirigée ainsi qu’a leur caractérisation en activité thioligase. A l'issue
de ces étapes, le meilleur candidat retenu sera utilisé pour la synthése de S-glycoconjugués,
étape préliminaire a la glycosylation d’acides aminés, qui nous permettra de définir le motif
type d’accepteur reconnu par le biocatalyseur. La seconde partie de ce chapitre, plus
fondamentale, portera sur I'étude de 7 variants, type thioligase, de DtMan. Chaque variant
sera caractérisé et comparé a I'enzyme en type sauvage de maniere a évaluer l'influence de
chaque mutation sur I'activité enzymatique. D’autre part, les conditions de cristallogenése de
DtMan wt ayant été optimisées nous nous sommes inspirés de ces conditions pour I'obtention
de cristaux de variants de DtMan. La résolution et comparaison des structures de DtMan wt et
mutée nous permettra de compléter I'étude de relation structure/activité de cette enzyme.
Avant d’aborder ces deux sujets, quelques rappels sur le concept de thioglycoligase sont
présentés ainsi que la stratégie suivie pour leur conception.

. Thioglycoligases : rappels et généralités

1. Rappels

Les thioglycosides, glycosides dont I'atome d’oxygéne en position anomérique a été
remplacé par un atome de soufre, sont caractérisés par des propriétés physico-chimiques
remarquables et notamment par une relative résistance face a I'hydrolyse chimique ou
enzymatique. Ces composés ont fait I'objet de nombreuses études et se sont révélés étre de
précieux outils en synthése d’une part, comme donneurs de glycosides, mais également en
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tant qu’intermédiaires stables pour I'analyse cristallographique de nombreuses structures de
protéines (Driguez, 2001) ou encore comme inhibiteurs efficaces de glycosidases. (Wardrop,
2010)

En chimie organique leur étude a favorisé le développement de nombreuses méthodologies
de synthése (substitution de type SNy, (Fort, 2001) addition de type Michael (Witczak, 1995)
ou plus récemment par couplage métallo-catalysé (Bruneau, 2015)) qui requiérent pour la
plupart le passage par de complexes étapes de protection/déprotection ainsi que le controle
de la configuration du centre anomérique. Dans le méme temps, les avancées réalisées dans
le domaine des GH, couplées aux techniques de bio ingénieries, ont permis la génération de
biocatalyseurs efficaces, les glycosynthases, pour la synthése d’O-oligosaccharides. Fort de
ces résultats prometteurs, I'équipe du Prof. Withers a choisi d’étendre ce potentiel en
proposant la premiére génération de glycosidases mutées (Abg E170A d’A. sp et Man2A
E249A de C. fimi) capables de créer des liaisons S-glycosidiques : les thioglycoligases. (Jahn,
2003)

Ces enzymes sont générées a partir de glycosidases a rétention de configuration dont le résidu
acide/base a été remplacé par un acide aminé catalytiquement inactif. Pour assurer 'activité
de synthése de tels mutants il est alors essentiel d’utiliser des donneurs et accepteurs de
glycosides compatibles avec le mécanisme a double déplacement rencontré chez les
glycosidases a rétention de configuration (Schéma 37). La premiére étape qui est caractérisée
par la formation de I'intermédiaire glycosyl-enzyme n’est favorisée que pour des donneurs
présentant des aglycones électrofuges, tels que les dinitrophényles, qui ne requiérent pas de
catalyse acide pour initier leur départ. Lors de la seconde étape, 'absence d’activation basique
dans le site actif rend la transglycosylation de nucléophiles de type alcools relativement lente,
voire impossible. L’augmentation du turnover (kcat) de déglycosylation n’est donc assurée que
par lintervention de nucléophiles fort tels que les thiols, formant les thioglycosides
correspondants.
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Schéma 37 : (A) mécanisme des glycosidases a rétention de configuration ; (B) mécanisme
des thioglycoligases.

D’autre part si les réles du donneur et de 'accepteur de glycosides sont prépondérants, il
apparait que le choix de la mutation du résidu acide/base soit également d’'une importance
significative. En effet Mullegger et coll. ont réalisé le screening d’'une banque de variants de la
B-glucosidase Abg E170 d’A. sp, produits par mutagenése saturante, et ont mis en évidence
le potentiel de thioglycosylation du mutant E170Q présentant une efficacité catalytique jusqu’a
100 fois supérieure au mutant E170A. (Mullegger, 2005) En 2006 la méme équipe a rapporté
la synthése de thiodisaccharides a partir des acides glucuronique et galacturonique avec de
bons rendements (de 49 a 85 %) a partir des mutants Glutamine et Alanine de la B-
glucuronidase de T. maritima respectivement (Schéma 38). (Mullegger, 2006)
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HooC oH HOOC OH
HO ! HS 0 HO 0 o
HO OpNP  + HO OpNP HO Sto OpNP
OH R OH R
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OH OH
COOH oH COOH R
0 HS Q 0] 0
HO OpNP  + HO OpNP  __E383Q _ Ho smop,\,p
OH R OH R
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Schéma 38 : Synthése enzymatique de -(1,4) thiodisaccharides par TMGUA E388Q et
E388A.

A I'heure actuelle 8 thioglycoligases ont été décrites dans la littérature (Tableau 1, p. 36 - 37)
pour la synthése de liaisons thioglycosidiques de type B-(1,3) ou B-(1,4), a I'exception des
thioglycoligases Yicl D482 d’E.coli et MalA D416 de S. solfataricus permettant la synthése de
liaisons de type a-(1,4) et a-(1,6). (Kim, 2006) Enfin le variant E173Q de I'Araf51 de C.
thermocellum développé par Almendros et coll. représente le seul exemple de thioglycoligase
utilisé pour la synthése de thioglycosides a partir d’accepteurs non glycosylés de type
thioarylique. (Almendros, 2011; Almendros, 2013)

2. Création de points de mutation sélectifs par mutagéneése dirigée

Grace a I'ensemble des données disponibles a ce jour sur les thioglycoligases nous
avons pu orienter nos choix pour la génération de mutants thioglycoligases de D.
thermophilum. Dans le cas de DtGly l'objectif visé est de proposer un catalyseur efficace
permettant la création de liaison p-1-thioglycosidique. Dans cette optique, il nous a paru
judicieux de se focaliser sur la génération des mutants les plus actifs décrits dans la littérature,
a savoir les variants Glutamine et Alanine en lieu et place du résidu acide/base. Pour la
mannosidase DtMan I'approche est différente puisqu’il s’agit ici de voir si la suppression de
l'activité d’hydrolyse de 'enzyme permet d’améliorer son efficacité en synthése. Ainsi il nous
a semblé pertinent de faire varier le type de mutation et ainsi détecter I'effet potentiel du type
de résidu sur l'activité enzymatique.

Afin d’obtenir les mutations désirées pour les deux enzymes, 'ensemble des mutants a été
produit par mutagénése dirigée. Cette technique développée par le Prof. Smith en 1979
consiste a incorporer un point de mutation fixe sur un site spécifique d’'une séquence d’ADN
parent.(Gillam, 1979) Pour réaliser cette manipulation génétique plusieurs éléments sont
nécessaires (Schéma 39) :

- i) connaitre la position précise du résidu a muter sur la séquence en AA de la
protéine cible,

- ii) 'ADN plasmidique « parent » contenant le géne de la protéine cible, dans le cas
présent les plasmides recombinants de DtGly et DtMan,
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- iii) les amorces sens et anti-sens qui serviront de point de départ pour la PCR. Ces
courtes séquences d’acides nucléiques (40 a 60 nucléotides) sont construites de
maniere a porter en leur centre la mutation choisie, ce qui permet une hybridation
optimale avec les 2 brins de 'ADN parent,

- iv) une ADN polymérase permettant de reproduire en grande quantité 'ADN parent
avec la mutation désirée lors de la PCR. Cette enzyme se doit d’étre de haute
fidélité de maniere a éviter I'introduction de mutations non-désirées.

Codon
muté
o v Design des |
amorces ~>~ Amorce Sens (Forward, F)
] ~> Amorce Anti-sens (Reverse, R)
séquence
Protéine SADN
d'intérét
Mutagénese
dirigée
Polymérase
Haute-fidélité
) Pfu ultra Plasmide Plasmide
Plasmlde muté parent
parent
! e
séquence
d'’ADN Protéine
d'intérét
mutée

Schéma 39 : Stratégie de mutagénése dirigée.
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Dans le cas de nos 2 enzymes, la position des résidus catalytiques a été déterminée en
alignant leur séquence peptidique respective avec des enzymes présentant une identité de
séquence proche. Le design des amorces a pu dans un second temps étre réalisé. Ces 2
étapes seront cependant décrites plus en détails dans chacune des parties consacrées a ces
enzymes. Les mutations de DtGly et DtMan ont été réalisées a partir du kit commercial
Quikchange Il XL (Agilent) en suivant le protocole mis a disposition par le fournisseur. L’ADN
parent de chaque enzyme a dans un premier temps été produit en grande quantité (= 50-80
ng/ul d’ADN extrait et purifié) via le systéeme de clonage E. coli DH5a.. Au terme de la réaction
de PCR conduite en présence de la polymérase Pfu ultra, 'ADN muté amplifié ainsi que 'ADN
parent sont présents dans le micro-tube de PCR. Une enzyme de restriction, Dpnl, est par la
suite utilisée comme agent discriminant de 'ADN fils et parent (Schéma 40). En effet tout ADN
transformé chez E. coli est susceptible d’étre methylé, Dpn | est une endonucléase spécifique
d’'un site de restriction méthylé et permet par conséquent de digérer spécifiquement '’ADN
parent. Enfin TADN muté extrait et purifié est transformé dans les cellules ultra-compétentes
XL10-Gold. Ces bactéries, développées par Agilent, assurent de meilleurs rendements de
transformation que les bactéries compétentes pouvant étre produites au laboratoire.

Digestion s X

plasmide parent L ‘."

.‘\l“ l‘.l'l

Dpn I \:\ o
ss:~ R ,:'
Plasmide Plasmide Plasmide Plasmide

muté parent muté parent
methylé digéré

Bactéries
ultra compétentes
E. coli XL10-Gold

Transformation
plasmide muté

Schéma 40 : Digestion sélective du plasmide parent par 'enzyme de restriction Dpn | et
transformation dans le vecteur de clonage ultra compétant E. coli XL10-Gold.
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Il. Production des mutants thioglycoligases de DtGly : Application a la
synthése de thioglycosides

1. DtGly E159A et E159Q

1.1. Conception et surexpression des mutants

La génération de mutants thioglycoligases passe par la mutation du résidu acide/base
par un acide aminé catalytiquement inactif. Afin d’y parvenir il est nécessaire d’identifier les
sites catalytiques de I'enzyme. En I'absence de cristaux, I'accés a la structure de DtGly est
impossible, ainsi pour déterminer la position des résidus acide/base et nucléophile la
séquence protéique de I'enzyme a été alignée avec les séquences de protéines proches en
utilisant l'outil d’alignement Clustal Omega mis a disposition par [I'Institut Européen de
Bioinformatique (EBI, htip://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A partir du résultat de
l'alignement, présenté dans son intégralité en annexe (Annexe 05, p. 261), différentes régions
de haute conservation en acides aminés ont pu étre mises en évidence. L’étude des structures
de protéines déja décrites dans la littérature a permis d’identifier les zones correspondantes
aux résidus catalytiques des enzymes (Figure 53). Ainsi le Glutamate E159 a pu étre identifié
comme le résidu acide/base potentiel de DtGly tandis que le Glutamate E325 jouerait le role
du nucléophile.

A b B
gsyclz DvEMWMTHNE PHENAFMEYL 169 Bsvcl2 BcKr-My 1 TE nGHEE- -BE- 32
P22073 (pdb 1B8GA) KNGHEWETFNE PWENAFLENM 176 P22073(pdb1BGA): yenlBE Y 1 TE NceaABN - - NDE 360

058104 (pdb 1VFF)
Q03506 (pdb 1Q0X)
Q53EH2 (pdb 3AHX)
QIRAR1 (pdb 3ZJK)
Q25BWS (pdb 2E32)

KVKEMATFNE
KN K@wWI TFNE
RvkTwi THNE
RVEFEATLENE
EvENwWI TFNE

PRUSNMMGYL
PWEMAFLENY
PWUAS¥LGYA
PWES AFLCHW
PWENSNMCYE

165 058104 (pdb 1VFF)| HGRP- LY I TE
176 Q03506 (pdb 100X} YGNPELY I TE
176 Q53EHZ (pdb 34HX): YGNEDLY | TE
174 QoRAG1 (pdb 3ZJK)| MBWP - LYNTE
180 Q25BWS (pdb 2E3Z); YDKP -MYMTE

NGHAE- -BBE- 328
MGAGK - - NDEB 382
NGAAF- - NDM 360
MGAAN - - BDL 246
NCEPUKBEND 275

Figure 53 : Alignement des séquences peptidiques de DtGly (Uniprot B5YCI2) et de
glycosidases de GH1 de structure résolues (PDB) autour des résidus acide/base (A) et
nucléophile (B). Les protéines sont identifiées selon leur code Uniprot ainsi que leur code
PDB indiqué entre parenthéses. Les résidus non-homologues sont sur fond bleu, les
numeéros correspondent a la position du résidu terminal de chaque séquence.

Dans le cas de DtGly, la production de mutants thioligases s’est limitée aux deux formes les
plus rencontrées parmi les thioligases déja décrites : les mutants Glutamine et Alanine. Ainsi
ces 2 mutants ont été produits en remplacgant le résidu Glutamate (E) 159 par une Glutamine
(Q) et une Alanine (A). Les amorces nécessaires a la génération de chaque mutant ont été
construites grace a loutli de design damorces proposé par Agilent
(www.genomics.agilent.com) en remplagant le codon GAG (position 475 - 477 sur la séquence
d’ADN de DtGly) par le codon CAG pour le mutant E159Q et GCG pour le variant E159A (cf.
Partie expérimentale, p.199). Ainsi les plasmides mutés correspondant a DtGly E159Q et
E159A ont pu étre obtenus par mutagénése dirigée a partir des amorces appropriées,
produites par I'entreprise Eurofins (http://www.eurofinsgenomics.eu/), et transformés chez E.
coli XL-10 Gold. Les bactéries transformées ont été déposées sur boite de LB-agar contenant
I'antibiotique Kan, condition discriminante des bactéries contenant le plasmide muté. Pour
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chaque mutant, 2 colonies ont été isolées, mises en culture dans un milieu nutritif LB/kan et
traitées pour extraire 'ADN recombinant. L’analyse sur gel d’agarose du produit de
transformation ne permet pas ici de confirmer la présence de la mutation unique attendue. En
effet aucune incorporation ou délétion d’acides aminés n’a été réalisée, la taille du plasmide
muté est donc identique a celle du plasmide parent (A, Figure 54). Seul le résultat du
séquencage des 4 clones sélectionnés et I'alignement des séquences d’ADN fils et parent
(disponible en intégralité dans I'annexe 06, p.262) permet de confirmer la modification du
codon GAG par le motif CAG du plasmide DtGly E159Q et par le motif GCG pour le plasmide
DtGly E159A (B, Figure 54).

A

(1) Marqueur de taille (kpb) ;(2) contréle, plasmide parent DtGly wt ;
(3)&(4) clones positifs (+), plasmide muté DtGly E159A ;(5)&(6) clones positifs (+), plasmide muté
DtGly E159Q.

00
|

B DICTH_0359 (DiGlywt) ACTGGATGAC TATAAATGAG
DIGly E159Q XL10G ACTGGATGAC TATAAATEAG

DiGly E159AXL10G ACTGGATGAC TATAAATGEG

Consensus ACTGGATGAC TATAAATGAG

100 m
L)

Figure 54 : Analyse sur gel d’'agarose (A) et alignement des séquences (B) des produits de
transformation DtGly wt, E159Q et E159A dans E. coli XL10 Gold. Les nucléotides non
homologues sont indiqués sur fond bleu.

Les mutants E159A et E159Q ont été exprimés chez E. coli Rosetta-(DE3) en suivant le méme
protocole que celui suivi pour DtGly wt (cf. Chapitre 1, p.93). Au terme des étapes de lyse,
clarification thermique et purification par chromatographie d’affinité, les deux protéines sont
obtenues sous forme pure avec une taille de 53 kDa (Figure 55). A partir d’'un litre de culture
bactérienne, 2 mg du mutant DtGly E159A ont été obtenus contre 3 mg de DtGly E159Q.
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DtGly E159A

DtGly E159Q
1 2 3 4 5 6 7 1 L 2 3 4 5 6 7
o - 150
- 75
- 50
- 25
15

Figure 55 : Analyse sur gel SDS-PAGE des mutants DtGly E159Q et E159A.

(1) To induction IPTG ; (2) T20h induction IPTG ; (3) surnageant de lyse ; (4) surnageant traitement
thermique 70 °C ; (5) Purification chromatographie d’affinité ; (6) Purification chromatographie
d’exclusion stérique (réalisée pour les essais de cristallographie) ; (7) Marqueur de taille (kDa). Les
concentrations protéiques obtenues aprés purification sur colonne d’affinité sont indiquées entre
parenthéses ; (L) Lysat cellulaire.

1.2. Caractérisation

La substitution du résidu catalytique E159 de DtGly par un acide aminé qui ne peut pas
assurer I'activation basique d’'une molécule d’eau entrant dans site actif a pour conséquence
la réduction voire la perte de I'activité d’hydrolyse de 'enzyme ainsi modifiée. Afin de confirmer
cette propriété, les parameétres cinétiques des deux variants E159A et E159Q ont été
déterminés en condition d’hydrolyse a pH 6 et 37 °C. La littérature préconise I'utilisation de
donneurs présentant des groupes partants électrofuges, tels que les dinitrophényles,
cependant notre choix s’est porté sur le pNPGIlc de maniere a pouvoir comparer les valeurs
obtenues avec celles du type sauvage DtGly wt (Tableau 13)

Keat
DtGly Kw (mM) Keat () Keat/ K (MM™L.572) k’fM—Wt
-

wt 0,5 + 0,04 31+0,7 66 -

E159A 0,70 + 0,08 0,9+0,2 1,16 57

E159Q 0,20£0,02 0,20+ 0,00 1,0 66

Tableau 13 : Parameétres cinétiques d’hydrolyse de DtGly type sauvage et mutée.

A la lecture du tableau comparatif des constantes cinétiques de DtGly wt, E159A et E159Q
plusieurs points sont a mettre en exergue :

Pour les deux mutants générés I'activité d’hydrolyse a été considérablement réduite
comme en attestent les valeurs du ratio [Keat/ Km]wt / [Kcat! Km]mutant Obtenues. L’activité
d’hydrolyse des mutants est de 60 a 70 fois plus faible que I'enzyme en type
sauvage. Cette premiére constatation confirme donc I'implication du résidu E159

dans lactivité catalytique de DtGly, en résulte bien une perte de lactivité
d’hydrolyse par mutation de cet acide aminé.
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- Le variant DtGly E159Q se démarque par un Ky plus faible que celui de DtGly wt.
Pour comprendre ce résultat il est nécessaire de considérer I'équation définissant

_ katk2 . .
le Ku comme Km = 7 . Ainsi, comme il a été décrit précédemment, en absence

d’activation basique I'étape de déglycosylation caractérisée par la constante k.
devient I'étape limitante dans le mécanisme a double déplacement. Avec k2 << ki
la valeur de Ku diminue et cette diminution est d’autant plus importante que la
formation de I'intermédiaire glycosyl-enzyme est rapide.

- Dans le cas de DtGly E159A malgré la perte de 'activité d’hydrolyse nette le mutant
présente une valeur de Ku (0,70 mM) supérieure a 'enzyme en type sauvage (0,50
mM). La formation de l'intermédiaire glycosyl-enzyme semble donc moins favorisée
en présence du résidu Alanine que du résidu Glutamine dans le site actif.

Ainsi grace a cette premiére étude, I'implication du résidu E159 dans l'activité catalytique de
DtGly a pu étre confirmée puisque sa mutation par la Glutamine ou I'Alanine permet de réduire
considérablement l'activité hydrolytique de I'enzyme. D’autre part, les mutants E159A et
E159Q, présentant des activités d’hydrolyse similaires, sont tous les deux de potentiel bons
candidats thioglycoligase. En revanche la production du mutant E159Q semble étre plus
efficace chez E. coli que le mutant E159A (2,5 mg obtenus par litre de culture bactérienne
contre 1,5 mg/l dans le cas de E159A). DtGly E159Q a donc été retenu comme candidat
potentiel pour la synthése de S-glycoconjugués.

2. Synthése de S-glycoconjugués catalysée par DtGly E159Q

2.1. Etude préliminaire
Si la perte d’activité hydrolytique par mutation du résidu acide/base de DtGly en
Glutamine a pu étre démontrée, il s'agit a présent de déterminer la capacité de ce mutant a

synthétiser des liaisons de type B-1-thioglycosidiques. Dans cette optique une premiére étude
préliminaire a été réalisée en présence de différents types d’accepteurs présentant une
fonction thiol et de pKa variés. L’objet de cette étude consiste a placer I'enzyme en présence
du donneur de glycoside, le pNPGIc, et de déterminer le turnover de I'enzyme en présence
des différents accepteurs sélectionnés. D’un point de vue mécanistique lors de la mutation
d’'une glycosidase en thioligase la cinétique de la premiére étape (formation de I'intermédiaire
covalent) n’est pas affectée, comme en atteste les valeurs de Km du méme ordre de grandeur
entre DtGly wt et ses 2 mutants (i.e., = 0,5 mM). L’activité enzymatique des thioligases est
controlée par I'étape limitante de déglycosylation et peut par conséquent étre modulée en
fonction de la nucléophilie de I'accepteur (Schéma 41). Ainsi plus I'intermédiaire covalent sera
clivé rapidement, et donc extrait du site actif, plus vite sera formé un nouvel intermédiaire
covalent. En présence d’'un nucléophile fort, la consommation du donneur de glycoside étant
plus rapide, une nette augmentation du k..t devrait étre observée. A l'inverse, en présence
d’'un nucléophile faible, l'intermédiaire covalent formé dans le site actif sera clivé trés
lentement. Le turn-over de I'enzyme sera par conséquent du méme ordre de grandeur que
celui de 'enzyme mutée en activité d’hydrolyse.
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Schéma 41 : Activité thioligase modulée par la nucléophilie de I'accepteur de glycoside.

Les essais ont été réalisés a pH 6 et 70 °C en présence d’1,0 équivalent de donneur
(soit 1 mM de pNPGIc) pour 2,0 équivalents d’accepteur (Schéma 42). Afin d’assurer la
solubilité des motifs thiol, 5 % Y/, de MeOH ont été introduits dans le milieu réactionnel. La
température a été fixée a 70 °C dans le but de limiter le temps de réaction et donc de
déterminer de maniére rapide si 'enzyme présente une activité en thioglycoslation. A cette
température DtGly E159Q peut réagir trés rapidement en fonction du type d’accepteur introduit
en solution. Afin de pouvoir suivre 'avancée de la réaction, 'enzyme a été introduite en trés
faible quantité 4 nM. D’autre part, I'activité thioligase de DtGly E1E9Q peut également étre
déterminée qualitativement par simple suivi visuel. L’échantillon contenant un bon nucléophile
sera caractérisé par une couleur jaune vive, caractéristique du pNP libéré rapidement en
solution, tandis que I'’échantillon contenant un mauvais nucléophile restera incolore ou prendra
une faible coloration jaune.

OH DtGly OH
o E159Q o
Hﬂ&owp + HS—R anv__ Pfo s.
OH R

Tampon pH 6,
70 °C OH

1,0 équiv. 2,0 équiv.

Schéma 42 : Screening de l'activité thioglycoligase de DtGly E159Q.

Au terme de I'expérience, une nette différence d’activité de 'enzyme peut étre observée en
fonction du motif de 'accepteur introduit dans la réaction (tableau 14). A pH 6 Les thiols
aliphatiques, caractérisés par les plus hautes valeurs de pKa, ne peuvent étre sous la forme
de thiolate qui est I'espéce nucléophile. En conséquence ils ne permettent pas d’accélérer
'étape limitante de déglycosylation ce qui est reflété par des valeurs de ke faibles,
équivalentes a I'activité d’hydrolyse de DtGly E159Q a 70 °C. Al'inverse les thiols aromatiques,
qui présentent de maniere générale un proton acide (faible valeur de pKa), sont de trés bons
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accepteurs puisqu’ils favorisent le déplacement de I'équilibre réactionnel de maniére
significative dans le sens de la formation du produit de thioglycosylation. Dans le cas du para-
Chlorothiophénol le turnover de DtGly E159Q a été multiplié par 10 par rapport a celui de
'hydrolyse.

Accepteur pKa Keat (s)
H.0 7 6,85
pChlorothiophénol 6,1 60
Thiophénol 6,6 17
nBuSH 10,7 6,9
4-Mercaptoglycérol 9,6 8,1

Tableau 14 : Etude préliminaire de I'activité du mutant E159Q (4 nM) en présence de
différents accepteurs a 70 °C.

Ces résultats sont en accord avec la littérature puisqu’en 2011 Almendros et coll. ont utilisé le
potentiel de thioglycoligase de I'arabinofuranosidase de C. thermocellum Araf51 E173A sur
une série d’accepteurs thiols et ont présenté d’excellents rendements de réaction dans le cas
de thiols aromatiques contre wune totale inactivité en présence de thiols
aliphatiques.(Almendros, 2011) Ainsi I'activité thioglycoligase de DtGly E159Q a été validée
mais n’est uniquement favorisée qu’en présence d’accepteurs de type thioarylique.

Dans un second temps les constantes cinétiques de I'enzyme vis-a-vis du donneur pNPGlc
ont été déterminées en présence des 2 accepteurs positifs au test préliminaire, le
pChlorothiophénol (CTP) et le Thiophénol (TP) (Schéma 43). Les essais ont été réalisés avec
DtGly E159Q 45 nM dans un tampon acide citrique/phosphate 20 mM pH 6 et 37 °C en faisant
uniquement varier la concentration du donneur pour une concentration fixe de I'accepteur.
L’activité enzymatique a été déterminée par suivi du relargage du pNP a A = 405 nm.
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OH OH
0 0
Hﬂ&omp . Hs_Rp 5™ Hﬂ&/s\
R

OH Tampon pH 6,
37 °C OH
0,05-5mM 2 mM

HS—R:

o 0
HS HS
pChlorothiophenol Thiophenol

CTP TP

Schéma 43 : Suivi cinétique de I'activité d’hydrolyse de DtGly E159Q en présence de CTP
et TP comme accepteur de glycoside.

En présence du CTP et du TP les constantes de Michaélis-Menten (Figure 56) calculées sont
en accord avec celles déterminées précédemment. En effet, le turn-over de 'enzyme est trés
nettement amélioré en présence des deux accepteurs. L'enzyme catalyse la formation des
thioglycosides correspondants 22 fois plus vite qu’elle ne forme le produit d’hydrolyse (Tableau
15). L’étape de déglycosylation n’étant plus I'étape limitante, k» >> k4, cela a pour conséquence
une augmentation du Kv de I'enzyme vis-a-vis de son substrat comme en attestent les valeurs
mesurées (1,2 et 0,5 mM en présence de CTP et TP respectivement).

TP 2 mM

CTP 2 mM

Figure 56 : Courbes de Michaélis-Menten de DtGly E159Q en présence d’'une concentration
fixe de CTP ou TP.

Accepteur Km (mM) Keat (1) Keat/Km (mM™.s?)
H,O 0,2 +£0,02 0,2 £ 0,002 1,0
CTP 1,2+0,08 26+0,6 22
TP 0,5+0,07 10+£0,4 21

Tableau 15 : Comparaison des constantes cinétiques de DtGly E159Q (45 nM) en activité
d’hydrolyse et de thioglycosylation.

139



Chapitre 2 — Conception et évaluation de mutants thioglycoligases pour la synthése de S-
glycoconjugués

D’autre part en considérant ces résultats il est intéressant de noter que le pNPOH reste un
bon groupe partant (malgré son pKa élevé 7,65) puisque les valeurs de ket du mutant en
présence du CTP ou TP sont comparables au k.t de 'enzyme en type sauvage (i.e., DtGly wt
keat = 31 s, T = 37 °C). Le pNPGIc a donc été choisi comme donneur de glycoside lors de la
synthése de dérivés thioglycosylés par DtGly E159Q.

2.2. Synthése de thioglycoconjugués, relation structure/activité

Avant d’aborder la thioglycosylation enzymatique d’acides aminés (AA) par DtGly
E159Q, la relation structure/activité de I'enzyme vis-a-vis d’un panel d’accepteurs a été
étudiée. Pour mimer les groupements fonctionnels des acides aminés, la 4-Mercaptoaniline a
été choisie pour s’assurer de la compatibilité de 'enzyme avec la fonction amine et le 4-AMB
(Acide 4-mercaptobenzoique) pour représenter la fonction acide carboxylique. Les réactions
de thioglycosylation ont été réalisées dans un tampon Tris 20 mM pH 9 et 37 °C, pour limiter
la dégradation thermique des différents réactifs, et en présence d'1,0 équivalent de donneur
pour 10,0 équivalents d’accepteur (Schéma 44).

OH

OH
o) DtC 9Q o)
Hﬂ&/omp + @ £ | M Hﬂ&/s
OH Tampon pH 9, OH R

5% MeOH Y/,

1,0 équiv. 10 équiv. 37 °C, 18h 17 - 20
R Rdt (%)
Cl 17 90
H 18 98
NH- 19 100
COOH 20 n.d.

Schéma 44 : Réaction de thioglycosylation catalysée par DtGly E159Q.

Les excellents rendements de réaction obtenus a 37 °C pour les composés 17, 18 et 19
confirment la capacité de DtGly E159Q a supporter la réaction de transfert du motif sucre sur
la fonction thiol de I'accepteur. Par ailleurs, 'analyse RMN des différents produits synthétisés
et le calcul des constantes de couplage des protons anomériques (J12 = 10 Hz) confirme la
configuration B de la liaison thioglycosidique créée et correspondent aux données décrites
dans la littérature.(Samoshin, 2014) En revanche aucun produit de réaction n’a pu étre détecté
dans le cas du 4-AMB malgré son large excés devant le donneur de glycoside et les 18h
d’incubation a 37 °C. Afin de vérifier si la proximité de la fonction acide carboxylique avec le
cycle aromatique n’avait pas d’incidence sur la réaction, 2 autres accepteurs ont été testés en
réaction de thioglycosylation l'acide 4-mercatophénylacétique et [l'acide 4-
mercaptohydrocinnamique (Figure 57).
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COOH H
HS HS HS

pKa 5,56 pKa 6,8 pKa 6
Acide 4-mercaptobenzoique Acide 4-mercaptophenylacetique Acide 4-mercaptohydrocinnamique
4-AMB 4-AMP 4-AMH

*valeurs de pKa estimées via I'outil de structure de SciFinder
http://www.cas.org/products/scifinder.

Figure 57 : Accepteurs de glycosides présentant une fonction acide carboxylique.

Malheureusement dans les deux cas aucun produit de réaction n’a pu étre détecté, la position
de la fonction acide carboxylique par rapport au cycle aromatique ne semble pas étre le
parametre influencant lissue de la réaction. Le manque de réactivité présenté ici n’'est
sGrement pas d{ a une mauvaise nucléophilie des formes thiolates de ces 3 molécules, leur
pKa respectifs étant du méme ordre de grandeur que ceux du CTP et TP (ie, pKa = 6,5). Une
hypothése peut étre avancée concernant une potentielle répulsion de charge entre le site actif
de I'enzyme et I'accepteur. En effet dans chaque cas, la fonction acide carboxylique (pKa = 4)
est sous la forme carboxylate. Si I'entrée du site actif de 'enzyme est composée de résidus
polaires chargés négativement des répulsions d’ordre électrostatique peuvent avoir lieu avec
la molécule d’accepteur approchant le site actif et limitant alors sa réaction sur I'intermédiaire
glycosyl-enzyme.

Bien que ces premiers résultats confirment le potentiel pour la synthése de thioglycosides de
DtGly E159Q, le fait que I'enzyme ne soit pas compatible avec des molécules présentant une
fonction acide carboxylique constitue un obstacle pour la poursuite de notre projet. Afin de
contourner ce probleme et confirmer notre hypothése nous nous sommes orientés vers
I'estérification de cette fonction —COOH de maniéere a s’affranchir de la répulsion
électrostatique supposée entre I'accepteur et le site actif de 'enzyme. Pour cette étude les
réactions d’estérifications du 4-AMB, 4-AMP et 4-AMH ont été réalisées dans le méthanol en
présence d’'une quantité catalytique d’H>SO4 selon les conditions reportées dans la littérature
et ont conduit aux 3 esters correspondants 21, 22 et 23 (Figure 58).(Sasaki, 2011)

COOMe COOMe
HS HS HS

21 22 23
4-Mercaptobenzoate de méthyle 4-Mercaptophénylacetate de méthyle 4-Mercaptobhydrocinnamate de méthyle
4-MBM 4-MPM 4-MHM
R =40 % R=30% R =93 %

Figure 58 : Estérification du 4-MBA, 4-MPA et 4-MHA.

Les réactions de thioglycosylation en présence des accepteurs nouvellement formés ont été
conduites dans les mémes conditions de réaction que celles décrites précédemment (Schéma
45).
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OH
o)
Hﬂ&/omp + /©/
OH

[)l(aly[ ""zw:sm;’: H%/&/ /@/

Tampon pH 9,
5 % MeOH Y,
1.0 equiv. 10 equiv. 37 °C, 18h 24 - 26
21-23
R Produit (R %)
21 COOMe 24 (90)
22 CH,COOMe 25 (78)
23 (CH,).COOMe 26 (87)
Schéma 45 : Influence de la fonction ester de méthyle sur la réaction de thioglycosylation de

DtGly E159Q.

Au vu des résultats présentés ci-dessus il apparait clairement que la protection de la fonction
acide carboxylique sous forme d’ester de méthyle permet une meilleure reconnaissance de
I'accepteur par le site actif de 'enzyme. Les rendements obtenus pour les composés 24, 25 et
26 sont comparables, il n’'y a donc aucune influence vis-a-vis de I'éloignement de la fonction
ester de méthyle sur la nucléophilie du groupement thiol.

Les constantes cinétiques de DtGly E159Q ont été mesurées en présence du 4-MBM, 4-MPM,
4- MHM ainsi qu’en présence de 4-AMB (contrdle). Les essais ont été réalisés en suivant le
protocole classiquement utilisé, I'activité enzymatique du mutant est mesurée sur une gamme
de concentration de pNPGIc pour une concentration fixe d’accepteur (Schéma 46 et Figure

59).
OH DtGly OH
0 E159Q 0
Hg&/omp . s 45 nM Hﬂ&/s\

OH Tampon pH 6, R
37 °C OH
0,05-5mM 2 mM
COOH COOMe COOMe
/©/ /@/ /©/\COOMe /@/\/
HS HS HS HS
4-AMB 4-MBM 4-MPM 4-MHM

J

Schéma 46 : Suivi cinétique d’hydrolyse du pNPGlIc par DtGly E159Q en présence du 4-
AMB (contrble négatif) et des 3 accepteurs estérifiés.
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4-MBM 2 mM

‘ COOMe

4-AMB 2 mM

4-MPM 2 mM 4-MHM 2 mM

Figure 59 : Courbe de Michaélis-Menten de DtGly E159Q en présence d’une concentration
fixe d’accepteur.

La détermination des constantes cinétiques de DtGly en présence des 3 accepteurs estérifiés
confirme l'influence de la présence de charge sur I'accepteur de glycoside (Tableau 16). Le
mutant E159Q présente une meilleure activité catalytique en présence du 4-MBM, 4-MPM et
4-MHM avec des valeurs de kgt jusqu’ a 6 fois supérieure qu’en présence du 4-AMB portant
une fonction acide carboxylique non protégée.
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Accepteur Km (mM) Keat (s) Keat/Km (MM.s2) Keat coor
Kcat coome
4-AMB 0,2 +0,02 0,42 +0,01 2 -
4-MBM 1,4+0,2 0,95 +0,05 0,7 2
4-MPM 1,6+0,2 1,4+0,07 0,9 3
4-MHM 2,3+0,3 2,7+0,2 1,2 6

Tableau 16 : Comparaison des constantes cinétiques d’hydrolyse du pNPGlIc de DtGly
E159Q en présence d’accepteurs. kcat COOH = ket de DtGly en présence d’'un accepteur
possédant une fonction acide carboxylique ; kcat COOMe = kcat DtGly en présence d’'un
accepteur portant une fonction ester.

L’accepteur mieux reconnu par 'enzyme semble accéder plus facilement dans le site actif pour
attaquer l'intermédiaire covalent comme en atteste 'augmentation d’au moins un facteur 7 du
Kwu de DtGly avec les différents esters thioaryliques (k2 >> k1) par rapport au 4-AMB. D’autre
part, il est a noter que I'efficacité catalytique est dépendante de la position de la fonction ester
sur la molécule d’accepteur. En effet les valeurs de kcat augmentent a mesure que la fonction
ester est éloignée du cycle aromatique. Dans la poche catalytique de I'enzyme des AA
encombrants (tels que le Tryptophane ou la Tyrosine) peuvent étre impliqués dans la
stabilisation du substrat. Une géne stérique peut donc avoir lieu entre ces AA et la molécule
d’accepteur portant une fonction ester également volumineuse. Dans le du 4-MHM le
groupement ester est le plus éloigné (chaine alkyle a 2 carbone), la géne stérique semble
moins importante ce qui est caractérisé par la plus grande valeur de ket (2,7 s™). Cette
hypothése d’encombrement stérique peut étre appuyée en considérant les constantes
cinétiques de DtGly E159Q en présence de CTP (Ku = 1,2 mM et kcat = 26 s'). Le CTP porte
un atome de chlore beaucoup moins volumineux qu’un ester et peut donc facilement accéder
a l'intermédiaire glycosyl-enzyme en résulte donc un turn-over de I'étape de déglycosylation
jusqu’a 27 fois plus élevé que dans le cas du 4-MBM, 4-MPM et 4-MHM. Ces 3 derniéres
molécules sont de moins bons accepteurs de glycosides que le CTP. Néanmoins comme il a
été décrit précédemment, les réactions de thioglycosylation qui ont été réalisées sur un temps
d’incubation long (18h) ont permis de s’affranchir de ce facteur limitant de géne stérique en
obtenant les 3 thioglycosides attendus et ce avec des rendements quasi-quantitatifs.

Enfin un dernier essai a été réalisé en présence de Cystéine, seul acide aminé naturel portant
une fonction thiol, en suivant les mémes conditions que celles décrites précédemment. Un
agent réducteur, le dithiothréitol (DTT) a été ajouté dans le milieu réactionnel pour éviter la
formation de pont disulfure entre deux molécules d’accepteur (Schéma 47). Malheureusement,
et de maniére prévisible, aucun produit de réaction n'a été détecté au terme des 18h
d’'incubation. En effet la présence de la fonction acide carboxylique ainsi que la faible
nucléophilie de la fonction thiol (pKa = 8,53) ne favorise pas l'attaque de la Cystéine sur
l'intermédiaire covalent glycosyl-enzyme pour former le thioglycoside correspondant.
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DtGly E159Q

COOH _ o)
—0Q HS 25uM N
HOSe—~\_OpNP X HO Y e—~_-S
NH; DTT 10,0 équiv. 3\
T Ho COOH
1,0 équiv. 10 équiv. ampon p H,N
37 °C, 18h

Schéma 47 : Essai de thioglycosylation de la Cystéine catalysée par DtGly E159Q dans un
tampon Tris 20 mM pH 9 et 37 °C pendant 18h.

En conclusion sur cette recherche de relation structure/activité préliminaire a la
synthése enzymatique d’acides aminés glycosylés, il apparait que seuls les accepteurs
présentant un thiophénol, fonctionnalisé ou non, soient compatibles avec I'activité de
thioglycoligase de DtGly E159Q. La nucléophilie des thiols aliphatiques n’étant pas assez forte
(pKa > 7) pour déplacer I'équilibre de la réaction vers la formation de la liaison thioglycosidique.
Le premier essai de thioglycosylation enzymatique d’acide aminé réalisé sur le seul
représentant naturel portant une fonction thiol, la Cystéine, s’est révélé infructueux. En d’autre
terme la synthése d’un acide aminé non-naturel de structure thioarylique devra donc étre
réalisée pour tenter de valider le concept défendu dans le cadre de cette thése. Afin de limiter
les répulsions d’ordre électrostatique entre le site actif de 'enzyme cet acide aminé, la fonction
acide carboxylique de ce dernier devra étre protégée sous la forme d’un ester.

Ill. Etude de I‘effet de mutations sur I'activité de synthése de DtMan

1. Etude de variants thioglycoligases de DtMan

Au cours du précédent chapitre consacré a la caractérisation de glycosidases type
sauvage de D. thermophilum, I'étude portée sur la f-mannosidase DtMan a révélé une forte
activité hydrolytique représentée par des valeurs élevées de kea/Km (9 932 et 37 000 et mM-
.min"' a 37 °C et 70 °C respectivement) bien supérieure a celles de DtRha et DtGly (cf.
Chapitre 1 Tableau 7 p.87 et Tableau 10 p.96 respectivement). Son utilisation en tant que
transglycosidase s’est alors avérée infructueuse puisqu’aucun produit de synthése n’a pu étre
détecté laissant supposer que les propriétés intrinséques de lI'enzyme n’étaient pas
compatibles avec la réaction de transglycosylation. En effet en présence d’'un accepteur, autre
gu’une molécule d’eau, I'issue du clivage de l'intermédiaire glycosyl-enzyme est dépendante
de la sélectivité de I'enzyme vis-a-vis de I'accepteur. Si celle-ci est en faveur de l'alcool la
formation du produit de transglycosylation sera favorisée, dans le cas contraire le produit
d’hydrolyse sera majoritaire. Ainsi suite a ces résultats, il parait crucial de s’interroger sur la
potentielle modulation du ratio hydrolyse/transglycosylation (An/Ar) de DtMan par modification
de son activité hydrolytique (Schéma 48). Cette problématique commune aux glycosidases
suscite un fort intérét parmi la communauté scientifique puisqu’elle constitue un frein au
développement de ces biocatalyseurs pour la synthése d’oligosaccharides.
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OH
Hydrol joritai
Ho 0 ydrolyse majoritaire
HO OH Ay >> A
OH
HO 0 Ay
H&/OpNP + Ho-R _Manwt >

OH A

Mutation unique OH
du résidu acide/base

oH DtMan A 4
HO 0 . H,/
HO OpNP , HS—R mutée
OH A
OH

HO 0 Transglycosylation majoritaire 2 ?
HO SR
At >> Ay

Ay = Activité d'hydrolyse, At = activité de transglycosylation

Schéma 48 : Modulation du ratio Aw/At de DtMan par mutagénése dirigée.

1.1. Conception, et production de la banque de mutant DtMan E425X

A partir de l'alignement de la séquence protéique de DtMan avec glycosidases de
séquences proches, les sites E425 et E508 ont pu étre identifiés comme les potentiels résidus

acide/base et nucléophile respectifs de la poche catalytique (Figure 60).

A } : }

BsYANAaNEEEE - - NBW cYNE<EREERW 434 B5YAN4 BEECHBEEEN
P00723 (pdb 30B3)NEREE - - - - - GRNHKAMYKE 495 P00723 (pdb 30B2)BEYCHAMGNG
Q8KRFE (pdb 1YQ2)NESGE - - - - - GENEAAMBEW 455 0sKRFE (pdb 1YQ2) BE YEHAMGNG
POOT22 {pdb1DF’U}N%Gl ----- GANBDALNRW 475 P00722 (pdb 1DPO)BEYBHAMGNE
P08236 (pdb 1BHG)NERHSHLESE cYy¥LKMUNAR 469 P08236 (pdb 1BHG)BE YGEEEEER

QB8AAKE (pdb 2JEB)NENLEALKYW CFEKKEEEEE 476 QBAAKE (pdb 2JER)SEFGFESFRE

BET I BREE ITE 526
PGELKEYBEL 569
PGAMBEYEAL 539
EcBEAKYWEA 556
BEEEEAEN | AB 543
MET | AREEAR 573

Figure 60 : Alignement des séquences peptidiques de DtMan (Uniprot BSYAN4) et de
glycosidases de GH2 de structure résolues (PDB) autour des résidus acide/base (A) et
nucléophile (B). Les protéines sont identifiées selon leur code Uniprot et leur code PDB
indiqué entre parenthéses. Les résidus non-homologues sont indiqués sur fond bleu, les
numeros correspondent a la position du résidu terminal de chaque séquence. L'intégralité de
'alignement de séquence est disponible dans en annexe (Annexe 07, p. 264).

Contrairement a DtGly dont I'application a la synthése de thioglycosides s’est limitée a la
génération des 2 mutants Alanine et Glutamine, correspondant aux thioglycoligases les plus
actives décrites dans la littérature, I'objet de recherche porté sur DtMan, plus fondamental, a
été orienté sur la conception d’une banque de 7 variants thioglycoligases. De maniére a
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permettre d’évaluer I'impact de chaque mutation sur le ratio hydrolyse/synthése de I'enzyme,
les acides aminés ont été sélectionnés avec une large variété de fonction mais également en
tenant compte des phénoménes de géne stérique ou de répulsion électrostatique pouvant
interférer avec la bonne reconnaissance du substrat dans le site actif (Figure 61).

HoN, _cooH HaN, - cooH HoN, _cooH HN, _cooH
H H H H
H CHs
OH SH
Gly Ala Ser Cys
HN, _cooH HN, - coon HN,  cooH
H H H
0
NH
2 07 “NH, OH
Asn GIn Tyr

Figure 61 : Acides aminés (série L) sélectionnés pour la génération des variants
thioglycoligase de DtMan.

Les amorces nécessaires a la génération de chaque mutant, ont été construites grace a 'outil
de design d’amorces proposé par Agilent (www.genomics.agilent.com), en remplagant le
codon GAG (position sur la séquence d’ADN de DtGly) par les codons associés aux différents
AA sélectionnés pour remplacer le résidu E425 (Tableau 17).

Résidu T:Z)S E425A E425Q E425N E425C E425S E425Y E425G
Codon

L GAG GCG CAG AAC TGC TCA TAT GGA
associé

Tableau 17 : Modifications du codon associé au résidu E159 de la séquence protéique de
DtMan pour la génération de chaque mutant DtMan E425X. L’intégralité des amorces
construites sont décrites dans la partie expérimentale, p.200.

De maniére similaire a DtGly, les mutants DtMan E425X ont été obtenus par
mutagénése dirigée. Les plasmides mutés de chaque variant ont été obtenus par PCR a partir
des amorces appropriées (sens et anti-sens pour encadrer les 2 brins d’ADN) et transformés
dans les bactéries ultra compétentes E. coli XL10-Gold. Aprés croissance bactérienne sur
boite de LB/agar, Kan, plusieurs colonies de chaque mutant ont été sélectionnées et inoculées
dans un milieu nutritif LB/Kan. L’ADN plasmidique muté de chaque clone a été extrait, purifié
et analysé sur gel d’agarose de maniére a identifier les clones potentiellement positifs
contenant le plasmide de DtMan mutée (A, Figure 62). Pour chaque variant, un clone a été
sélectionné et séquencé (Eurofins) pour confirmer la présence de la bonne mutation. A partir
du résultat de séquencage de chaque clone, I'alignement des séquences d’ADN des mutants
et de DtMan wt a pu étre réalisé et a confirmé la présence de I'unique mutation recherchée
(B, Figure 62).
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A E425G E425Q E425S E425Y
M + + + + + + wt- + + + +
(M) Marqueur de taille (kpb),
(wt) contréle, plasmide parent DtGly wi,
(+) clones potentiellement positifs, plasmide muté DtMan E425X,
(-) clones négatifs, aucune bande visualisée ou de taille incorrecte.
B 1280
1
DiManwt TGTGGAAATA ATBAGAACCA 1280
DitMan E4254 TGTGGAAATA ATBEGAACCA 440
DtMan E4250 TGTGGAAATA ATBACAACCA 424
DtMan E425N TGTGGAAATA ATHABAACCA 442
DtMan E425C TGTGGAAATA ATEBEAACCA 444
DtMan E425% TGTGGAAATA ATEEBHAACCA 433

Dthan E425Y
DtMan E425G
1005

Conservation
%

TCGTGGAAATA
TCGTGGAAATA

ATHARAACCA 380
ATBERAACCA 440

Figure 62 : Analyse sur gel d’'agarose (A) et alignement des séquences (B) des produits de
transformation DtMan wt et DtMan E425X dans E. coli XL10-Gold. Les nucléotides non-
homologues sont indiqués sur fond bleu, I'intégralité de I'alignement est présentée en
annexe (Annexe 08, p. 267).

Les différents mutants DtMan E425X ont été exprimés chez E. coli Rosetta-(DE3) en suivant
le méme protocole que celui suivi pour DtMan wt (cf. Chapitre 1, p.72). Au terme des étapes
de lyse, clarification thermique et purification par chromatographie d’affinité, les 7 protéines
recombinantes sont obtenues sous forme pure avec une taille de 98 kDa (Figure 63).
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DtMan E4258S (0,8 mg)
1.2 3 4 5 6 DtMan E425A (0,8 mg)
1.2 3 4 5 6 12 3.4 5 6

DtMan E425C (0,8 mg)

100
50

25
15

DtMan E425Y (0,6 mg) DtMan E425N (1,2 mg)
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

DtMan E425G (1,2 mg) DtMan E425Q (1,6 mg)

12 345 6 1 2 3 4 5 6
2 S 100

) T 50

25

118

50

34 .

Figure 63 : Analyse sur gel SDS-PAGE des mutants DtMan E425X (98kDa).

(1) Marqueur de taille (kDa) ; (2) To induction IPTG ; (3) T20h induction IPTG ; (4) surnageant de lyse ;
(5) surnageant clarification thermique 70 °C ; (6) Purification chromatographie d’affinité (bande unique
=~ 98 kDa). Les rendements de production des différents mutants pour un litre de culture bactérienne
sont indiqués entre parenthéses.

1.2. Caractérisation

L’introduction d’'une mutation ponctuelle sur la séquence d’une protéine, et notamment
dans le site actif, engendre des modifications sur 'activité catalytique de cette derniére mais
également sur ses propriétés physico-chimiques. Le caractére thermostable a été conservé
pour 'ensemble des variants DtMan E425X, comme en atteste I'analyse sur gel présentée ci-
dessus. En effet les protéines n’ont pas été dégradées lors de I'étape de clarification thermique
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(ie, 15 min a 70 °C) puisque la bande correspondante est observée sur gel SDS-Page (Figure
63, pistes 5). En revanche la génération de mutants thioligase a de maniére générale une
incidence sur le pH optimal d’activité enzymatique. L'influence du type de mutation sur le pH
optimal de DtMan E425X a donc été étudiée. Les essais ont été réalisés dans les mémes
conditions que DtMan wt, en suivant I'activité d’hydrolyse de 'enzyme sur une gamme de pH
allant de 4 a 10 (Schéma 49).

/g(SH&/ DtMan E425X Ola
. 50 NnM HO -
"o OpNP Ho oH * Ho@Noz

tampons pH 4 a 10
37 °C

Schéma 49 : Etude de l'influence du pH sur I'activité d’hydrolyse des mutants DtMan E425X.

De maniére générale les profils de pH obtenus pour les différents mutants sont sous la forme
d’'un plateau et montrent une indépendance de I'activité enzymatique vis-a-vis du pH (A, Figure
64). Chez les glycosidases natives l'activité catalytique est a I'inverse trés dépendante du pH
puisqu’elle dépend de I'état d’ionisation des résidus nucléophile et acide/base.(Mullegger,
2005) Lors de la premiére phase du mécanisme, l'activité enzymatique sera favorisée pour
des valeurs acides de pH, en conservant le nucléophile sous forme déprotonée ainsi que le
résidu acide/base sous forme protonée alors nécessaire pour I'assistance du départ du groupe
partant. Lors de la 2™ phase du mécanisme, I'activité enzymatique est en revanche favorisée
pour des valeurs basiques de pH qui assurent la présence du résidu acide/base sous forme
déprotonée essentielle a I'activation d’un nucléophile entrant dans le site actif. Par conséquent
le profil de pH des glycosidases natives est sous forme de cloche, comme la combinaison des
2 caractéres tantét acide, tant6t basique inhérents au mécanisme de ces enzymes (B, Figure
64). En remplacant le résidu acide/base par un AA catalytiquement inactif, cette dépendance
vis-a-vis du pH est levée, puisque le nucléophile est sous la forme déprotonée a partir de faible
valeur de pH, I'activité enzymatique des mutants est quasi équivalente entre pH 4 et pH 9. A
I'exception des mutants Glycine et Cystéine (C, Figure 64) le maximum d’activité des mutants
est atteint a pH basique (pH 9 ou 10) ce qui peut étre également en accord avec la présence
de molécules d’eau majoritairement sous la forme HO- et donc capables de réagir sur
l'intermédiaire covalent.
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Figure 64 : Comparaison des profils de pH de DtMan wt et mutée.
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Enfin les constantes cinétiques ont été calculées pour le pNPMan en respectant les mémes
conditions d’hydrolyse pour les 7 mutants : tampon Imidazole.HCI 20 mM pH 7 et 70 °C. Ces
parameétres ont été fixés de maniére a comparer I'activité catalytique des différents mutants
avec le maximum de l'activité de 'enzyme en type sauvage.

En observant les résultats de ces deux études, regroupés dans le tableau 18, il apparait
clairement que la suppression du résidu acide/base de DtMan, empéche I'activation des
molécules d’eau présentes dans le site actif et par conséquent réduit I'activité enzymatique.

L’étape de déglycosylation (k2) ainsi ralentie provoque une chute du Kcat (kcat= E] = k2) des

mutants qui ne sont plus alors capables de réaliser I'acte catalytique avec une méme
fréquence que le type sauvage (kcat = 300 s'). De plus, la valeur de la constante ks diminuant
ceci a une répercussion directe sur les valeurs de Ky des mutants globalement plus faibles
que celle de DtMan wt. En revanche parmi les 7 candidats étudiés, les variants Glycine et
Cystéine font figure d’exception avec le maximum d’activité d’hydrolyse observé a pH acide et
dans le cas de la mutation Glycine une valeur de Ku supérieure a celle de 'enzyme en type
sauvage.

DtMan Kn (mM) Keat (1) Keat/Km (mM1.s2) pH Opt
wt 0,48 £ 0,03 297 £33 622 7
E425A 0,090+ 0,01 0,75 0,03 8 9
E425Q 0,043 £ 0,07 2,81+0,2 65 9
E425N 0,16 £ 0,02 3,4+£0,2 22 10
E425C 0,25 + 0,07 82+1,3 33 4
E425S 0,06 £ 0,07 0,67 £0,03 11 10
E425Y 0,2 +0,02 1,3+0,7 6 9
E425G 0,57+0,1 38,1+4,1 67 4

Tableau 18 : Etude comparative des constantes cinétiques et pHoyt des variants de DtMan
E425X apH 7 et 70 °C.

- DtMan E425G :
La Glycine est le plus petit acide aminé parmi les 20 retrouvés dans la nature. Par
conséquence sa substitution au résidu Glutamate peut engendrer une modification de la
structure du site catalytique de I'enzyme et ainsi empécher la bonne fixation du substrat,
résultant une hausse de la valeur de Ky (0.57 mM) par rapport au Ku (0.47 mM) de I'enzyme
en type sauvage. Par ailleurs E425G est le mutant catalysant le plus efficacement la réaction
d’hydrolyse (kcat = 38 s). Il est alors envisageable que la modification structurelle du site
catalytique de I'enzyme permette I'action d’'un résidu Glu ou Asp a proximité de la mutation
permettant ainsi I'activation basique des molécules d’eau et donc la formation du produit
d’hydrolyse. Ceci serait en accord avec le maximum d’activité mesuré a pH 4 et non pH 9
comme les autres mutants. Une mauvaise fixation ou orientation du substrat dans le site actif
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peut limiter I'action du résidu nucléophile nécessaire au départ du groupe partant. La formation
de I'intermédiaire glycosyl-enzyme serait donc favorisée par I'assistance acide des protons du
milieu réactionnel en accélérant le départ du groupe électrofuge (pNP). Malgré tout, seule la
résolution de la structure tridimensionnelle du variant E425G permettrait d’apporter les
données essentielles a la confirmation de cette hypothése.

- DtMan E425C :

La Cystéine est I'équivalent de I'acide aminé Sérine, la fonction alcool étant remplacée par
une fonction thiol. L'oxygéne et le soufre possédant des propriétés similaires, les mutants
Sérine et Cystéine présentent une activité catalytique du méme ordre de grandeur mais avec
des valeurs de pHOpt différentes (pH 10 et pH 4 respectivement). Cette observation dans le
cas du mutant E425C fait référence au mutant Glycine pour lequel I'hypothése de la
modification structurelle de la poche catalytique avait été proposée. Le soufre est une entité
trés réactive, sensible a 'oxydation et capable de réaliser trés facilement des ponts disulfures
si un autre atome de soufre est a proximité. Sur la séquence protéique de DtMan, deux résidus
Cystéines (C387 et C421) sont a proximité du résidu muté E425 et pourraient donc permettre
la formation d’'un pont disulfure. Pour confirmer cette hypothése une seconde étude a été
réalisée sur ce mutant en présence d’'un agent réducteur, le dithiothréitol (DTT), dans les
mémes conditions d’hydrolyse (Tableau 19).

DtMan E425C Kv (mM) keat (s) keat/Km (mM2.s72) pH Opt
Sans DTT 0,25 £ 0,07 8,16 +£1,3 33 4
Avec DTT 0,19+0,02 9,53+0,3 50 9

Tableau 19 : Constantes cinétiques de DtMan E425C en absence et en présence d’agent
réducteur.

En présence de DTT, l'activité hydrolytique est du méme ordre de grandeur que les autres
mutants déja caractérisés et avec un maximum d’activité atteint a pH basique également. En
absence de DTT les conditions optimales d’hydrolyse sont atteintes a pH 4 et une Iégére
augmentation du Ky est observée. Ces analyses seraient donc en accord avec la formation
d’un pont disulfure au sein du site actif. En effet, la géne stérique ainsi occasionnée empéche
la bonne orientation du substrat dans le site actif ce qui implique a la fois une augmentation
du Ku de I'enzyme et une diminution du pHOpt de cette derniére (la formation de I'intermédiaire
glycosyl-enzyme étant assistée par les protons du milieu réactionnel). En présence d’un agent
réducteur, la formation du pont disulfure devient impossible, le substrat peut s’orienter et se
fixer convenablement dans le site actif de I'enzyme qui retrouve alors des constantes
cinétiques comparables aux autres variants de DtMan. Afin de répondre a ces hypothéses une
étude cristallographique de DtMan E425C a été réalisée en présence et en absence d’agent
réducteur (voir section 2, p.143).

En activité d’hydrolyse le type de mutation du résidu acide/base n’a aucune influence puisque
les constantes cinétiques mesurées pour chacun des mutants sont du méme ordre de
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grandeur, a l'exception du mutant Glycine. Pour réaliser une étude représentative en
thioglycosylation, les essais ont été effectués a partir des mutants Alanine, Tyrosine et
Asparagine présentant des activités hydrolytiques résiduelles croissantes (kcat = 0,75 s ; 1,3
s et 3,4 s respectivement).

1.3. Essais de thioglycosylation

Les réactions de thioglycosylation ont été réalisées a partir d’1,0 équivalent de donneur
(1 mM pNPMan) pour 2,0 équivalents d’accepteur (CTP) et 20 équivalents de DTT, agent
réducteur empéchant la formation de pont disulfure, dans un tampon Imidazole.HCI pH 7 a 37
°C. Afin de comparer I'activité des 3 mutants (DtMan E425A, E425Y et E425S) ils ont été
introduits dans les mémes concentrations (0,65 pM) (Schéma 50).

HO
HOO - HOO
H j H ;
Ro OPNP . ws—r + oprr oo Mo 8
Tampon pH 7 R
37 °C
1,0 équiv. 2,0 équiv. 20 équiv.

Schéma 50 : Réaction de thioglycosylation des variants A, Y et N de DtMan E425.

La formation de produits de thioglycosylation a été dans un premier temps suivie par
chromatographie sur couche mince (CCM) aprés 2h et 4h d’incubation a 37 °C.
Malheureusement dans aucun des cas, la formation d’un nouveau composé n'a pu étre
observée sur CCM. L’activité thioligase des différents mutants étant potentiellement faible, les
réactions ont alors été laissées a incuber pendant 18h. D’autre part les produits de départ et
de thioglycosylation étant tous UV-actif, il est apparu plus judicieux d’analyser la composition
de chaque milieu réactionnel par HPLC (colonne C18 ; gradient ACN/H20). Dans un premier
temps, 2 solutions contrdle ont été injectées de maniére a identifier les pics correspondants
aux réactifs de départ. Le chromatogramme UV de la solution contréle 1 n’est composé que
d’un pic unique a tr = 3 min correspondant au pNPMan. Le chromatogramme de la solution
contrdle 2 présente trois pics pouvant étre attribués au pNPMan (tr = 3 min), au CTP sous la
forme de monomére (tr = 13 min) et au CTP sous forme de dimére (tr = 21 min), molécule la
plus apolaire donc présentant le temps de rétention le plus élevé (Figure 65).
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Figure 65 : Chromatogrammes UV des solutions controle pNPMan DtMan E425A 0,65 uM

(A) et pNPMan + CTP + DTT (B) aprés 2h d’incubation a 37 °C.

Les échantillons prélevés des réactions de thioglycosylation de DtMan 425A, DtMan E425Y et
E425S ont par la suite été injectés sur HPLC (Figure 66). Sur les chromatogrammes obtenus,
3 pics apparaissent de fagon majoritaire avec des temps de rétention (tr) de 3 min, 13 min et
21 min et correspondent, comme décrit précédemment au donneur, accepteur et accepteur
sous forme de disulfure respectivement. Aprés 18h d’incubation a 37 °C aucun produit de
thioglycosylation n’a pu étre détecté, la réaction de thioglycosylation n’a pas eu lieu pour les 3
mutants testés. Le méme suivi a été réalisé en augmentant la concentration de 'enzyme dans
le milieu d’'un facteur 10 mais aucune amélioration n’a été détectée.
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Figure 66 : Chromatogrammes HPLC de suivi de thioglycosylation de variants DtMan E425X
aprés 18h d’incubation a 37 °C.

L’absence de réactivité peut alors étre due a I'accepteur qui n’est pas capable de déplacer
I'équilibre de la réaction dans le sens de la formation du produit, ou aux propriétés intrinséques
de I'enzyme qui ne favorise pas I'attaque de I'accepteur sur I'intermédiaire glycosyl-enzyme.
La qualité d’accepteur du CTP a été confirmée dans le cas du mutant thioligase de DtGly ou
I'efficacité de I'enzyme en thioglycosylation est comparable a 'activité d’hydrolyse de DtGly wt
(kcat = 26 s7" et kcot = 66 s respectivement).
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Parallélement le potentiel de thioligase du mutant E425Q a été étudié en suivant le protocole
de screening d’accepteur réalisé sur DitGly (p.123). L’objectif recherché ici est de montrer
'augmentation nette du k.ot de 'enzyme pour une quantité croissante de CTP. Les réactions
ont été conduites a pH 7 et 70 °C avec 2, 4, 5 et 10 équivalents de CTP par rapport au
pNPMan, en présence de 9 nM de biocatalyseur. Contrairement a ce qui était attendu, les
résultats, présentés dans le tableau 20, ne montrent aucune modification de l'activité
enzymatique en présence de CTP quelle que soit sa concentration dans le milieu réactionnel.
Le mutant Glutamine ne présente donc aucune activité de thioglycosylation.

DtMan E425Q keat (s7)
Hydrolyse 2,8+0,2
2 CTP 3,1
4 CTP 3,1
5CTP 2,7
10 CTP 2,5

Tableau 20 : Mesure de I'efficacité de DtMan E425Q en présence de concentrations
croissantes de CTP. L’expérience a été réalisée sur un essai unique.

Ainsi sur les 4 mutants de DtMan E425 testés, aucun n’a présenté 'activité de thioglycosylation
recherchée. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus en transglycosylation dans le 1¢"
chapitre. La problématique de modulation du ratio synthése/hydrolyse de DtMan n’est donc
pas réalisable par la simple suppression de I'activité hydrolytique, mais doit tenir compte de
'ensemble des interactions enzyme-substrat et enzyme-accepteur. Ces mutants, incapables
d’hydrolyser le pNPMan peuvent en revanche étre utilisés pour obtenir des co-cristaux de
protéines qui permettront de connaitre les différentes interactions existantes entre 'enzyme et
son substrat. L’étude approfondie des structures tridimensionnelles de DtMan wt et mutée,
couplée aux techniques d’évolution dirigée des glycosidases demeurent les seules solutions
envisageables pour faire de cette super-hydrolase une transglycosidase.

2. Etude cristallographique DtMan E425C

Lors de I'étude en activité d’hydrolyse des mutants DtMan E425X un comportement
intéressant a été observé pour le variant E425C dont la valeur de pH optimal mesurée était
dépendante de I'ajout ou non d’un agent réducteur (pH 9 et pH 4 respectivement). Cette
observation nous a permis d’émettre I'hnypothése de la formation d’'un pont disulfure au sein
du site actif de 'enzyme en I'absence de DTT. Le changement conformationnel résultant serait
en accord avec l'activité maximale d’hydrolyse relevée a pH acide alors que de maniére
générale la perte du résidu acide/base pour les autres mutants entraine un déplacement du
pH optimal vers des valeurs basiques de pH. Sur la séquence protéique de DtMan, et aprés
alignement structurel avec d’autres fMan, deux Cystéines (C387 et C421) sont a proximité du
résidu acide/base et peuvent étre a l'origine de ce pont disulfure. Pour confirmer cette
hypothése une étude de cristallogenése de DtMan E425C a été réalisée en se basant sur les
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mémes conditions de cristallisation que celles obtenues pour le type sauvage de DtMan
(tampon NaHepes 100 mM pH 7,5, 30 % PEG 400 et MgCl, 200Mm, Chapitre 1, p. 79). Deux
plagues ont dans un premier temps été préparées a partir de deux concentrations de protéine
(10 et 15 mg/ml) en présence et en absence de DTT (100 mM). 12 compositions de solutions
ont été préparées contenant 31 a 34 % de PEG 400 et 0,1 a 0,3 M de MgCl,. Apres incubation
de ces deux plaques a température ambiante de petits cristaux ont pu étre isolés en présence
ou absence et DTT et de pNPMan. lIs ont par la suite été utilisés pour obtenir de nouvelles
plagues de cristallisation avec les mémes solutions de cristallisation mais en utilisant la
méthode d’ensemencement avec trois concentrations de DtMan E425C (5, 10 et 15 mg/ml).
Plusieurs cristaux ont pu étre visualisés et montrent I'influence de la présence de DTT dans la
solution de cristallisation. En présence de I'agent réducteur, la protéine cristallise sous la forme
de batonnet (A, Figure 67), tandis qu’en absence de celui-ci des cristaux de forme cubique
sont observés (B).

-

Figure 67 : Cristaux de DtMan E425C en présence de DTT (A) et en absence de DTT (B).

Apres cryoconservation (PEG 400 + huile) et congélation les cristaux ont été analysés sur la
ligne Proxima 2 du Synchrotron SOLEIL. Une image de diffraction résolution de 3,5 A a pu
étre obtenue pour un cristal sans DTT (Figure 68). Malgré une résolution faible les données
ont été collectées pour obtenir un modeéle général du mutant et observer la présence
éventuelle d’'un pont disulfure.
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Figure 68 : Image de diffraction de DtMan E425C (3,5 A).

Au moment de I'écriture de ce manuscrit, la résolution de la structure de DtMan E425C n’était
pas compléte, néanmoins une analogie avec le modéle préliminaire obtenu pour DtMan wt a
pu étre réalisée pour confirmer la possibilité de formation d’'une liaison S-S. La structure du
site actif de 'enzyme type sauvage étant bien défini il a été possible d’identifier chaque acide
aminé le constituant. En effet plus la résolution d’'une structure protéique est élevée (faible
valeur en A) meilleure sera la définition de la densité électronique autour de chaque résidu de
la protéine. Dans le cas de DtMan la densité électronique du résidu voisin a I'acide/base E425
a pu étre attribuée a la Cystéine C387 (Figure 69). En mutant le résidu E425 par une Cystéine,
la proximité avec le résidu C387 n’est pas modifiée et compte-tenu de la réactivité de 'atome
de soufre, a cette distance la formation d’'un pont disulfure est possible.

/ // \ E425

(acide/base)

C387

7/ Es08 / ‘j ’/l
=~ | (nucléophile) ! (

Figure 69 : Représentation de la densité électronique entre les résidus C387, E425 et E508
de DtMan wt.

Grace aux différents essais de cristallisation nous avons pu mettre en évidence que la
présence ou non d’un agent réducteur semble avoir une influence sur la conformation de
DtMan E425C, et donc sur son activité catalytique, puisque deux types de cristaux ont pu étre
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observés. D’autre part la résolution en paralléle de la structure de DtMan wt a confirmé la
possibilité de formation d’'un pont disulfure pour le mutant E425C compte-tenu de la proximité
de la Cystéine 387 avec le résidu acide/base.

IV. Conclusion

Pour ce second chapitre consacré a la conception de mutants thioglycoligase de GH de D.
thermophilum, plusieurs aspects ont été abordés :

- Dans le cas de DtGly, I'objectif était de sélectionner le meilleur candidat thioligase
pour I'application a la synthése d’acides aminés glycosylés. Aprés identification des résidus
acide/base E159 et nucléophile E324 de I'enzyme, deux mutants thioligases ont pu étre
obtenus par mutagénése dirigée et exprimés chez E. coli : DtGly E159A et E159Q. La perte
de l'activité hydrolytique due a la mutation du résidu acide/base a pu étre confirmée chez les
variants de DtGly qui semble tout deux de bons candidats thioligases. Néanmoins le
rendement de production du mutant E159Q étant plus efficace ce dernier a été retenu pour le
reste de I'étude. L’activité thioligase de I'enzyme a été criblée sur un panel de thiols
aliphatiques et aromatiques de pKa varié. A l'issue de ce premier test, il a pu étre démontré
qgqu'en présence d’accepteurs de pKa < 7 l'enzyme retrouvait une activité catalytique
comparable a lactivité hydrolytique de I'enzyme sauvage. Par la suite, ces résultats
prometteurs nous ont poussés a étudier la relation structure/activité de DtGly E159Q, sur un
panel d’accepteurs thioaryliques, afin d’anticiper la réaction de glucosylation d’acides aminés.
La synthése efficace des thioglycosides correspondants a révélé la flexibilité de I'enzyme vis-
a-vis des fonctions portées par I'accepteur. Malgré tout, des difficultés ont été rencontrées
dans le cas du 4-AMB (acide 4-mercaptobenzoique), caractérisé par un groupement
carboxylate a pH basique, suggérant une répulsion d’ordre électrostatique entre I'accepteur et
la poche catalytique de I'enzyme. Cette hypothése a été validée en retrouvant I'activité
thioligase de I'enzyme pour les accepteurs dont la fonction acide carboxylique avait été
protégée sous la forme d’un ester de méthyle.

Cette premiéere étude a permis de mettre en évidence le potentiel du mutant DtGly
E159Q pour la synthése de thioglycosides et pourra donc étre appliqué pour la synthése
enzymatique d’acides aminés glycosylés. D’autre part en tenant compte de I'étude de relation
structure/activité et de I'essai infructueux de thioglycosylation réalisé sur la L-Cystéine, il est
apparu évident que la synthése d’'un acide aminé non naturel était nécessaire puisqu’aucun,
parmi les 20 présents dans la nature, ne posséde a la fois une fonction thiol et un noyau
aromatique.

- Dans le cas de DtMan l'approche suivie, plus fondamentale, a consisté a évaluer
I'effet de mutations sur le contréle du ratio hydrolyse/transglycosylation de 'enzyme qui ne
présente en type sauvage aucune activité transglycosidase. Afin d’augmenter son potentiel de
synthése, il a été envisagé de supprimer I'activité hydrolytique de I'enzyme par mutation du
résidu acide/base (E425) pour permettre le déplacement de I'équilibre réactionnel en présence
d’'un nucléophile fort. Dans cette optique une banque de 7 mutants de DtMan E425 a été
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genéree et exprimée chez E. coli. Leur caractérisation a permis de mettre en évidence la perte
globale de I'activité hydrolytique. Quatre mutants ont alors été sélectionnés pour les essais de
thioglycosylation en présence de I'espéce nucléophile para-Chlorothiophénol. Cependant au
terme des différentes expériences aucune activité thioligase n’a pu étre mise en évidence
comme escompté. Cette étude permet de comprendre que le ratio hydrolyse/synthése d’une
enzyme ne peut pas étre contrélé par simple modification de son site actif et que d’autre part
que toute glycosidase ne peut étre convertie en thioglycoligase par simple mutation de son
résidu acide/base. Une aptitude en transglycosylation de 'enzyme en type sauvage, et donc
une bonne reconnaissance de l|'accepteur, semble étre un prérequis nécessaire pour
I'élaboration de mutants thioglycoligases. Ainsi malgré la connaissance des mécanismes,
d’apparence simple, des glycosidases, il n’existe aucune régle prédéfinie permettant de
moduler a fagon I'activité catalytique de ces enzymes.

- L’étude de cristallogenése de DtMan E425C couplée au modéle préliminaire de
DtMan wt a permis de mieux comprendre le comportement atypique de ce mutant en fonction
de I'ajout ou non d’un agent réducteur. En effet la proximité directe du résidu Cystéine C387
avec le résidu E425 permet dans le cas du mutant E425C la formation du liaison S-S. Ce pont
disulfure ainsi crée produit une modification de la conformation de la protéine, comme en
atteste les différentes formes de cristaux obtenus (baton ou cubique) et par conséquent a une
répercussion sur l'activité catalytique de I'enzyme. Contrairement aux autres mutants
caractérisés par un pH Opt = 9, DtMan E425C présente une activité maximale d’hydrolyse a
pH acide. Compte-tenu de cette propriété, si 'enzyme avait présenté une activité thioligase il
aurait pu étre intéressant d'utiliser ce pont disulfure comme un interrupteur moléculaire de
I'activité thioligase pour la synthése one-pot d’oligothiosaccharides. Dans un milieu réactionnel
contenant une transglycosidase (par exemple DtGly) et DtMan E425C il serait possible de
réaliser la synthése d'un disaccharide par transglycosylation et I'ajout successif de DTT
permettrait la glycosylation d’'une 3°™® unité sucre via une liaison S-glycosidique par DtMan
E425C (Schéma 51).

OH DtGly OH OH HO OH
H 0 ok DiMan E425C off  H C g/o OpNP HO&&/
o oGP HQg OpNP %o 0" w—"\-Op o OpNP
OH OH OH OH

Tampon, 37 °C

HO—\ oH DTT
HO& Hie
HO OpNP

DtMan E425C on

HO OH OH
HO {7\40 oW/OpNP
OH OH

Schéma 51 : Application potentielle du mutant DtMan E425C.
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Chapitre 3 — Validation du concept de thioglycosylation
enzymatique d’un acide aminé

Suite au développement et a la caractérisation d’'une banque de glycosidases natives
thermorésistantes de D. thermophilum, deux candidates potentielles, DtGly et DtMan, ont été
retenues pour la production de mutants thioligases. Par mutagénése dirigée 9 enzymes
mutées (dont 2 pour DtGly et 7 pour DtMan) ont pu étre obtenues en remplagant le résidu
acide/base par un acide aminé catalytiquement inactif. Aprés avoir mis en évidence la perte
générale de l'activité d’hydrolyse suite a la mutation, une étude a été effectuée pour déterminer
leur activité en thioglycosylation et a permis de sélectionner le meilleur candidat thioligase,
DtGly E159Q. Ce biocatalyseur s’est en effet révélé efficace pour la synthése de
thioglucosides a partir d’accepteurs de type thioarylique. La derniére phase de ce projet est
désormais atteinte et vise a valider le concept innovant de S-glycosylation enzymatique
d’acides aminés a partir d’'une thioglycoligase (Schéma 52). En démontrant la faisabilité de ce
type de couplage le potentiel des thioligases pourrait alors étre étendu a la production de
thioglycoprotéines, ou aucune méthodologie de synthése par voie enzymatique n’a été décrite
ace jour.

e e s e e e e

# Acide aminé thioglycosylé\ \

- e e e -

Protéine Protéine S-Glycosylée

Schéma 52 : Validation du concept de thioglycosylation enzymatique d’acides aminés, vers
la synthése de protéines S-glycosylées.

l. Introduction a la glycosylation enzymatique de protéines

La glycosylation est une des modifications post-traductionnelles rencontrées chez les
protéines. Considérée comme l'une des plus complexes son étude suscite un vif intérét dans
le monde scientifique tant les relations établies entre les glycanes et les protéines sont
étroites.(Varki, 1993) D’un point de vue chimique la diversité de cette transformation est due
a la possibilité d’assembler une grande variété de monosaccharides pour former des glycanes
de longueurs, séquences ou de configurations anomériques (o, ) variées. Ces
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oligosaccharides peuvent alors étre fixées sur différents sites de glycosylation de la protéine
et subir de nouvelles fonctionnalisations (phosphorylation, acétylation, méthylation,...). Enfin
d’un point de vue biologique, la composition des glycanes est dépendante du type de cellules
ou de tissus ou la modification post-traductionnelle a lieu, rajoutant ainsi un degré de diversité
supplémentaire a la glycosylation des protéines.(Thayer, 2006) La présence
d’oligosaccharides sur les séquences peptidiques est associée a de nombreux processus
biologiques, du correct repliement des protéines a leur sécrétion, ainsi que dans les
phénoménes d’adhésion cellulaire, de transduction du signal ou encore dans la réponse
immunitaire. Par conséquent, des erreurs de glycosylation peuvent engendrer I'apparition de
pathologies diverses. Les protéines sont souvent exprimées sous la forme de mixtures
hétérogénes ce qui complique la purification et l'isolation de formes homogénes pourtant
nécessaires pour la compréhension des relations structure/activité. Pour répondre a ce
challenge, de nombreuses méthodologies ont été développées pour permettre la synthése
spécifique in-vitro ou in-vivo de protéines glycosylées et in fine produire de nouveaux agents
thérapeutiques.(Gamblin, 2009)

La glycosylation est le résultat de I'action concomitante d’une large variété d’enzymes, les GT
et GH, et par conséquent la reproduction in-vitro d’'une telle machinerie enzymatique est
impossible. Néanmoins de nombreux exemples ont été décrits prouvant l'intérét de ces
biocatalyseurs pour la synthése ou la modification d’oligosaccharides complexes. L’utilisation
de ces outils enzymatiques a alors été étendue pour la production de N- ou O-glycopeptides
et glycoprotéines. Ainsi les GT peuvent étre employées de maniére séquentielle pour
permettre le transfert d’'unités sucre sur des glycanes simples. En suivant cette stratégie, la
synthése chimio-enzymatique d’un fragment de la P-sélectine ligand-1 (P-selectin
glycoprotein-ligand-1, PSGL-1) a été rapportée a partir d'un O-glycopeptide synthétique,
produit par SPPS, dont le disaccharide a été allongé de trois unités sucres par des
glycosyltransférases (Schéma 53).(Koeller, 2000a; Koeller, 2000b)

Ac-Tyr-Asp-Phe-Leu-Pro-Glu-Thr-Glu-MHa
i
OR

13 UDP-Gal, f1,4-GalT
2} CMP-Meuhc, o2 3-5iaT (from rat liver for R=H,
bacteral for R=S047)
3) GDP-Fug, o1, 3-FucT
UHI,-DH OH

OH

w0 /
Fodl o0 M

MNHAC
Ac-Tyr-Asp-Pha-Leu-Pro-Glu-Thr-Glu-NHz
1
OR

Schéma 53 : Elaboration séquentielle d’'un fragment peptidique du PSGL-1.(Thayer, 2006)
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Les GT permettent également le couplage direct d’'une unité sucre sur une protéine, par
exemple en 2007 Ramakrishnan et coll. ont montré que la polypeptide-R-N-
acetylgalactosaminyltransférase pouvait étre utilisée pour catalyser le transfert du motif
GalNAc vers le résidu Thréonine ou Sérine dun peptide via une liaison N-
glycosidique.(Ramakrishnan, 2007) Les transglutaminases sont aussi rencontrées pour
réaliser ce type de couplage, 'enzyme réagit de maniére spécifique sur le résidu Glutamine
de la protéine a modifier conduisant a la formation d’'un complexe protéine-transglutaminase.
La présence dans le milieu réactionnel d’'un donneur de glycoside portant une fonction amine
primaire, nucléophile, permet le clivage de ce complexe pour former la N-glycoprotéine
correspondante (Schéma 54).(Villalonga, 2014)

pHT75
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; |
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Hox.—‘._k\-o-
OH
NEOGLYCOENZYME

Schéma 54 : Synthése de N-glycoprotéines catalysée par les transglutaminases.

Les glycoside hydrolases présentent également un intérét pour la production de protéines
glycosylées. Grace a leur activité d’hydrolyse elles permettent la déglycosylation partielle de
glycoprotéines naturelles qui peuvent par la suite étre modifiées par réaction de
transglycosylation a partir de GT, comme décrit précédemment, ou de GH natives ou mutées.
Parmi ces derniéres, les endo-B-N-acétylglucoaminidases (ENGases) ont suscité un fort
intérét. Ces enzymes sont naturellement responsables de la libération de N-glycanes par
clivage de la liaison $-(1,4) du motif N,N’-diacétylchitobiose de coeur des N-glycoprotéines.(Li,
2005) Néanmoins certaines représentantes, telles que [I'Endo-A de Arthrobacter
protophormiae (Takegawa, 1991) ou 'Endo-M de Mucor hiemalis (Yamamoto, 1994) sont
capables du transfert de chaines intactes plus ou moins longues de N-glycanes sur des
séquences peptidiques présentant un motif GIcNAc (Schéma 55).
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Schéma 55 : Synthése de N-glycoprotéines par réaction de transglycosylation catalysée par
'Endo-A d’A. protophormiae.(Villalonga, 2014)

Comme pour I'ensemble des GH, les rendements de transglycosylation des ENGases sont
souvent limités par la formation du produit d’hydrolyse. Pour résoudre ce probléme, en 2005
I'équipe du Prof. Wang a démontré que l'activité de synthése des ENGases pouvait étre
optimisée en utilisant des donneurs de glycosides activés présentant un groupement
oxazoline. En suivant cette méthodologie I'équipe a rapporté la synthése de fragments
peptidiques tri- et pentaglycosylés dérivés de la protéine transmembranaire gp 41 du virus
HIV-1 a partir de 'Endo-A avec des rendements de 73 et 75 % respectivement.(Li, 2005) Enfin
une autre stratégie d’optimisation des ENGases repose sur la génération de mutants
glycosynthases complétement dépourvus d’activité d’hydrolyse. Yamamoto et coll. ont
rapporté pour la premiére fois la production de mutants glycosynthase de I'Endo-M en
remplacant le résidu N175 par mutagénése dirigée. Le criblage des différents variants obtenus
a permis d’identifier 'Endo-M N175A capable de transférer la séquence MangGIcNAc-
oxazoline sans hydrolyser le glycopeptide naturel résultant. La méme approche a été suivie
pour produire des mutants glycosynthase de I'Endo-A. L’équipe du Prof. Fairbanks a
notamment rapporté le potentiel en transglycosylation du variant Endo-A E173H alors capable
de synthétiser une forme homogéne de la ribonucléase B avec une faible activité d’hydrolyse
résiduelle (Schéma 56).(Heidecke, 2008)
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Schéma 56 : Synthése enzymatique du glycoforme homogéne MansGIcNAc; de la
ribonucléase B via des ENGases natives et mutées.(Heidecke, 2008)

Les GT et GH sont donc des outils prometteurs et efficaces pour la synthése de formes
homogénes de glycoprotéines. Néanmoins a I'heure actuelle les efforts se sont
essentiellement focalisés sur 'emploi d’enzymes capables de catalyser la formation de liaisons
N- et O-glycosidiques. Rares sont les exemples dans la littérature traitant de l'utilisation de ces
biocatalyseurs la création de liaisons S-glycosidiques malgré I'intérét des thioglycoprotéines.
En raison, les S-GT naturelles n'ont été que trés recemment découvertes, trois représentantes
sont a ce jour décrites parmi lesquelles la ThuS capable de reproduire in-vitro le
thioglycopeptide Thurandacine.(Wang, 2014) Chez les glycosidases, le développement du
concept de thioglycoligases en 2003 par I'équipe du Prof. Withers a permis de prouver I'intérét
de ce type d’enzyme pour la synthése de thioglyconjugués, cependant leur application n’a
encore jamais été décrite pour le couplage direct d’'une unité sucre sur un résidu protéique via
un atome de soufre.

Dans cette optique nous nous sommes appliqués a explorer le potentiel de thioglycosylation
de notre mutant DtGly E159Q pour la synthése d’un acide aminé S-glycosylé. Cependant
'essai infructueux réalisé sur la Cystéine, seul acide aminé naturel présentant une fonction
thiol, ainsi que les études de relation structure/activité ont révélé la nécessité d'utiliser des
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accepteurs présentant un motif thioarylique avec une fonction thiol de pKa < 7. Nous nous
sommes alors orientés vers la synthése de la Thiotyrosine comme modéle pour la
glycosylation enzymatique d’acides aminés catalysée par la thioligase DtGly E159Q. Ce
dernier chapitre sera donc consacré a la synthése de I'acide aminé non-naturel (AAn)
Thiotyrosine ainsi qu’a son utilisation en tant qu’accepteur dans la réaction de thioglucosylation
enzymatique catalysée par DitGly E159Q (Schéma 57).

OH OH
COOH
Q tGly E159Q 0 COOH
H%&OPNP ¥ HS\©\/k - H%S%/S
OH NH ? OH NH,

Glucose activé Thiotyrosine Thiotyrosine glucosylée

Schéma 57 : Glycosylation enzymatique de la Thiotyrosine par DtGly E159Q.

Il. Synthése de I’accepteur de glycoside, la Thiotyrosine

1. Synthése de I’acide aminé non-naturel

Historiqguement la synthése de la Thiotyrosine (Ttyr) a été décrite pour la premiére fois
en 1983 par Hescher et coll. en deux étapes a partir de la L-Phénylalanine.(Hescher, 1983)
Cette méthode, reprise quelques années plus tard par I'équipe du Prof. DeGrado, repose sur
la chlorosulfonation de I'acide aminé commercial suivi de sa réduction par un mélange Sn.HCI
(Schéma 58).(Lu, 1997) Néanmoins, malgré la simplicité de la synthése proposée, cette
derniére n’a pas été retenue dans le cadre de ce projet de par la relative toxicité de I'étain ainsi
que les mesures de sécurité a prendre lors de sa manipulation.

SO,ClI SH
COOH HSO4CI COOH 5 COOH
T “HOI
HoN H,N €N

L-Phenylalanine L-Thiotyrosine

2

Schéma 58 : 1% synthése en 2 étapes de la Thiotyrosine. (Hescher, 1983; Lu, 1997)

Par la suite diverses méthodes ont été décrites permettant la fonctionnalisation d’acides
aminés aryliques par couplages catalysés via des métaux de transition et ce avec de bons
rendements tout en assurant la régiosélectivité de la réaction.(Forbes, 2012; Meyer, 2010;
Rajagopalan, 1996) C’est donc en s’inspirant de ces méthodes que la synthése de la Ttyr a
été envisagée, a partir d’'un dérivé halogéné commercial de la L-Phénylalanine (Schéma 59).
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Schéma 59 : Schéma de rétrosynthése de la Thiotyrosine.

De maniére générale la littérature fait référence a la synthése d’AAns a partir de dérivés
protégés sur les fonctions amine et acide carboxylique. Le groupe Boc est classiquement
utilisé pour protéger la fonction amine, tandis que la fonction acide carboxylique est masquée
par estérification. Ainsi la premiére étape de la voie de synthése proposée ici a consisté a la
protection de la fonction acide carboxylique du dérivé de la L-Phénylalanine en milieu basique
en présence de lodomethane (Schéma 60).(Meyer, 2010) Le composé 27 résultant a été
obtenu avec un excellent rendement de 85 %. La mesure du pouvoir rotatoire (27, [a]*% =
+103 ; ¢ = 1, EtOAc) comparée a celui du produit de départ ([a]*> = + 22,5 ; ¢ = 1, EtOAc) a
permis de confirmer la conservation du caractére dextrogyre.

COOH Mel, NaHCO, COOMe
| NHBoc DMF, t.a., 18h | NHBoc
27

Schéma 60 : Estérification du dérivé halogéné commercial de la Tyrosine.

Par la suite, I'incorporation de I'atome de soufre a été réalisée en suivant deux méthodes de
couplage, I'une utilisant le Cu(l) (A, Schéma 61) et la seconde le Pd(0) (B), de maniére a
sélectionner la plus efficace pour le reste de la synthése. Dans le premier cas, la réaction de
couplage s’effectue a partir de I'acide thioacétique en présence du systéme catalytique
Cul/1,10-phenanthroline et d’une base forte (DIPEA) dans le toluéne a reflux. En 2013, Soria-
Castro et coll. ont proposé une méthode de synthése efficace de thioacétates aryliques en
présence de Cu(l) a partir de différents sels de thiolates. Leur utilisation ne nécessite donc pas
I'ajout d’'une base forte (telle que la DIPEA), la fonction thiol étant déja sous forme thiolate, et
conduit a la formation des produits correspondant avec de trés bons rendements.(Soria-
Castro, 2013) Dans cette optique le thioacétate de potassium a été retenu pour le couplage
sur le composé 27 en présence du systéme Cul/1,10-phenanthroline sous atmosphére inerte
afin d’éviter 'empoisonnement du catalyseur par 'oxygéne de l'air. Le composé 28 résultant a
été obtenu avec un faible rendement de 25 % mais ceci reste en accord avec les résultats
décrits dans la littérature. En effet, Forbes et coll. ont rapporté la synthése de dérivés
thioacétate de la Phénylalanine a partir de peptides courts en solution ou greffés sur support
solide avec des rendements de 29 % et 96 % respectivement.(Forbes, 2012) Le couplage au
Cuivre(l) est donc plus adaptée a la modification d’acides aminés dans les procédés de SPPS
gu’a celle d’acides aminés libres en solution ce qui est notre cas.
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Schéma 61 : Création de la liaison C-S par couplage métallo-catalysé. (A) catalyse au
Cuivre () et (B) catalyse au Palladium (0).

La seconde méthode testée repose sur le couplage d’un thiol via le systéme Pd.dbas / DPPF
en présence de triéthylamine (EtsN). A partir des deux solutions Pdzdbas / DPPF et 27 / EtsN
réunies dans le DMF, préalablement dégazé, le tert-butylthiol est ajouté sous atmosphére
inerte comme décrit dans la littérature.(Rudolf, 2013) Aprés 1h de réaction a 75 °C le produit
de départ est totalement consommé, apres purification le composé 29 est obtenu avec un
excellent rendement de 93 %. Ainsi ce 2°™ systéme catalytique s’avere plus approprié a la
fonctionnalisation de la L-Phénylalanine libre en solution (i.e. non supportée). La déprotection
générale du composé 29 a été conduite en milieu acide concentré a reflux pendant une nuit
selon les conditions déja décrites dans la littérature (Schéma 62).(Rudolf, 2013)

COOMe reﬂUX, 18h /NH2
BocHN HoN
29 30

A( HCI (37 %) f@s\
S _— HOOC s
COOH

Schéma 62: Déprotection par traitement acide de la Thiotyrosine.
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Au terme de ces trois étapes (protection, couplage, déprotection), la Ttyr (30) a pu étre obtenue
avec un bon rendement global de 59 %. Les analyses RMN et HRMS ont permis de mettre en
évidence la forme disulfure de la Thiotyrosine. En effet sur le spectre RMN (Figure 70) aucun
pic n’a pu étre attribué au proton de la fonction thiol, tandis que le spectre de masse révéle un
pic majoritaire a [M + H]* = 393 m/z (ESI+) qui correspond a la masse de la forme dimérique
de la Thiotyrosine (Mmonomere = 197 g.mol).

7.33
7.31
4.15
4.14
4.12

P £
R 2
<:
<

—8.49
7.50
7.48
3.14
3.13

9000

COOH
PN W
AR E 'éHz ( ' / ( 8000
( I
‘ | 7000
| ] »

6000

B (d) 5000
7.32
C (s) A (d) D (t) E (d)
8.49 7.49| 4.14 3.14
W H ] 4000
3000
2000
| 1000
' (AT )L_, kA_JLL_f AN Lo
& S g &
" ©© S o]
< "o ~ =
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
11.5 11.0 10.5 10.0 95 9.0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00

f1 (ppm)

Figure 70 : Spectre RMN de la Thiotyrosine dans le DMSO.

Comme décrit dans le chapitre 2, les réactions de thioglycosylation catalysées par
DtGly E159Q en présence d’accepteurs portant une fonction —COOH ne sont favorisées que
lorsque cette derniere est protégée sous forme d’ester. Ainsi I'estérification de Ttyr a été
envisagée dans un premier temps en présence de lodométhane en milieu basique (entrée 1,
Schéma 63). Malheureusement aucun produit n’a pu étre détecté a I'issu de la réaction. Deux
autres alternatives ont alors été suivies. La premiére a nécessité 'emploi de SOCI; dans le
MeOH (entrée 2) mais une fois de plus aucun produit de réaction n’a pu étre isolé. En suivant
le protocole d’estérification dans le MeOH en présence d’une quantité catalytique de H,SO4
(décrit dans le chapitre 2, p. 127) la formation de la Ttyr estérifiée 31 a pu étre observée en
CCM et par RMN du produit brut mais aprées purification seuls 4 mg (2,4 % de rendement) de
produit ont été isolés (entrée 3).
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Schéma 63 : Essais d’estérification de la Thiotyrosine.
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La Thiotyrosine estérifiée (TtyrME), de poids moléculaire M = 211 g.mol-, a été identifiée par
RMN néanmoins I'analyse HRMS a révélé une fois de plus la présence de la molécule sous la
forme du dimeére avec une masse [M+H]* = 421 m/z (Figure 71).

7.47
7.45

<
<

7.21
7.19

COOMe
E‘S\Q\/‘E\D
NH

¢ 2

A~ '[

3.74
l;n
3.71
\-3.68

12000

11000

10000

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

{-2000

1000

- N et Lo
[ EH
g 2 Lo %
& AacA o F-1000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.5 11.0 105 10.0 95 9.0 85 80 75 7.0 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0S5

Figure 71 : Spectre RMN de TtyrME 31 dans le MeOD.
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Au bilan la Thiotyrosine, Ttyr 30, a été synthétisée en suivant une voie de synthése en trois
étapes avec un rendement global de 59 % tandis que la forme protégée sous la forme d’'un
ester a été préparée en quatre étapes avec un faible rendement final d’ 1 % (Schéma 64).

| COOH

\©\/kNHBoc
N-(tert-butoxycarboxyl)
-4-jodo-L-phenylalanine

2 2
Thiotyrosine Thiotyrosine estérifiée
Ttyr TtyrME
3 étapes 4 étapes
59 % 1%

Schéma 64 : Bilan des synthéses de la Thiotyrosine et de la Thiotyrosine estérifiée.

Avant d’envisager les essais de thioglycosylation de DtGly E159Q sur 'AAn des études
préliminaires ont été réalisées afin d’évaluer le comportement de TtyrME en solution et ainsi
déterminer les conditions les plus favorables au couplage glycosidique. Pour cela, les
différents essais ont été réalisés a partir de la Ttyr non protégée, la forme estérifiée disponible
en faible quantité a été réservée pour les couplages enzymatiques.

2. Etude de la Thiotyrosine en solution

La réaction de thioglycosylation enzymatique n’est favorisée qu’en présence
d’accepteur nucléophile fort, c’est-a-dire une entité présentant une fonction thiol facilement
déprotonable (proton acide) et qui se trouvera sous la forme de thiolate majoritairement en
solution. L’objectif de cette étude est donc d’établir les conditions de réaction garantissant la
présence de TtyrME en solution et surtout de I'espéce thiolate. Compte-tenu de la faible
quantité de TtyrME disponible (i.e., 4 mg), les essais ont été réalisés avec la Thiotyrosine non
protégée, Ttyr. Classiquement la rupture de liaisons disulfures peut étre réalisée en ajoutant
un agent réducteur, tel que le f-Mercaptoéthanol (BME), dans le milieu réactionnel. Ainsi I'ajout
de ce type de composé dans une solution contenant Ttyr sous forme de dimére devrait
permettre de cliver la liaison S-S. L'influence du pH sur la formation de I'espéce thiolate a été
etudiée, en plagant la Thiotyrosine dans des milieux tamponnés a pH 5 et pH 8 en présence
de BME. Une solution contréle a été préparée en solubilisant Ttyr dans du méthanol. Les trois
solutions ont été réalisées a partir d’'une solution mére de Ttyr (20 mM) dans le MeOH (Tableau
21).
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Solution 1 Solution 2 Controle
Ttyr ImM, BME 10 mM Ttyr ImM, BME 10 mM Ttyr 1 mM
Tampon phosphate 20 MM pH 8 Tampon phosphate 20 mM pH 5 MeOH

Tableau 21 : Composition des solutions 1 et 2 de Tyr en milieu tamponné a pH 5 et pH 8 et
de la solution contréle.

Pour suivre le comportement de la Thiotyrosine suivant ces différentes conditions, les
propriétés UV actives de la molécule ont été exploitées. Ainsi aprés incubation pendant 45 min
a 37 °C, le spectre d’absorbance UV-visible de chaque échantillon a été enregistré (Figure
72). La comparaison des trois spectres permet de mettre en évidence la forte dépendance de
Ttyr vis-a-vis du pH. En effet a pH 5 'AAn présente un profil UV-visible comparable a celui du
contrdle (dimére de Ttyr) avec 2 pics d’absorbance relevé a Amax = 208 et 251 nm. En revanche
a pH basique la molécule présente un pic intense d’absorbance a Amax = 273 nm ce qui est
caractéristique de la présence d’'une nouvelle espéce en solution. En effet a pH basique (>
pKasu = 6,4) et en présence de BME, la forme thiolate Ttyrs. est favorisée. La conjugaison
entre les trois doublets non-liants du soufre et le systéme 1 du noyau aromatique confére une
propriété UV-visible unique a la molécule. Dans le cas de Ttyrsn et Ttyrs.s, cette délocalisation
électronique n’est pas possible, ou reste limitée aux deux formes mésomeéres du cycle
aromatique, les deux molécules présentent donc une activité UV-visible similaire. Cette
observation est conforme aux données déja décrites dans la littérature puisqu’en 2012 Forbes
et coll. ont rapporté I'influence du pH sur la Thiotyrosine en solution. A pH acide la forme thiol
est favosirée avec un Anax = 249 nm tandis qu’a pH basique la forme thiolate est présente en
solution avec un Amax = 276 nm.(Forbes, 2012) Les résultats présentés au terme de cette étude
sont convaincants puisque la forme thiolate de Ttyr peut étre assurée en solution a pH basique
en présence de 10 équivalents BME.

3,5 ‘
3,0 -
25 D\ =
I \ ——1 : Ttyr 10bME pH8
1’5 \ 2 : Ttyr 10bME pH5
110 . Amax Ttyr (Sf) 3: Ttyr MeOH
0,5 Ko TE

max Ttyr (SH) ——
0,0

——

200 220 240 260 280 300 320 340
A (nm)

Figure 72 : Spectres d’absorbance de la Thiotyrosine en solution aprés 45 min d’incubation
a 37 °C.
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Enfin une derniére étude a été réalisée afin d’évaluer la stabilité de I'agent réducteur
en solution au cours du temps. En effet les synthéses de thioglucosides catalysées par DtGly
E159Q ont été réalisées sur des temps longs de réaction (i.e. 18h, Chapitre 2) pour assurer la
consommation totale du produit de départ. Il est donc nécessaire que la forme monomérique
Ttyr soit présente tout au long de la réaction enzymatique. Pour cela deux agents réducteurs
ont été testés, le BME et le dithiothréitol (DTT), et introduits en fort excés dans la solution pour
assurer la conversion totale du dimére Ttyrs.s sous la forme de thiolate (ratio 1:10, Ttyr / agent
réducteur). Les solutions ont été préparées de la méme maniére que précédemment a partir
d’une solution mére de Ttyr a 20 mM dans le méthanol (Tableau 22).

Solution 1 Solution 2
Ttyr ImM, BME 10 mM Ttyr ImM, DTT 10 mM
Tampon phosphate 20 MM pH 8 Tampon phosphate 20 mM pH 8

Tableau 22 : Composition des solutions 1 et 2 pour I'étude de stabilité du BME et du DTT en
solution.

La présence de l'espece thiolate en solution a été suivie par mesure des spectres
d’absorbance UV-visible des deux solutions aprés t = 20 min, 45 min et 18 h d’incubation a 37
°C sous agitation (Figure 73).
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Figure 73 : Spectres d’absorbance de la Thiotyrosine en solution a pH basique en présence
de BME ou de DTT.

Le pic d’absorbance du thiolate Ttyrs. (Amax = 273 nm) est observé dans les 2 solutions aprés
20 min et 45 min d’incubation a pH basique. En revanche dans le cas du B-mercaptoéthanol

la formation de I'espéce thiolate semble ne plus étre assurée aprés 18 h d’incubation a 37 °C.
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Le pic d’absorbance mesuré a Amax = 243 nm est caractéristique du dimére de Ttyr a pH 8
comme décrit préecédemment. Pour des temps d’incubation trop longs le BME, composé volatil,
n'est plus présent en solution. En absence d’agent réducteur, la formation de la liaison
disulfure est de nouveau possible. En présence de DTT la forme déprotonée Ttyrs. est
observée méme aprés 18h de réaction, cet agent réducteur plus stable en solution a donc été
choisi pour les essais de thioglycosylation de la Thiotyrosine.

Ill. Couplage glycosidique de la Thiotyrosine catalysé par DtGly E159Q

1. Optimisation des conditions et de suivi de Ila réaction
enzymatique

A partir de l'ensemble des données collectées précédemment les essais de
glycosylation de la Thiotyrosine catalysés par DtGly E159Q ont pu étre envisagés. Pour
assurer la présence de I'espéce monomérique et thiolate de Ttyr la réaction doit se tenir a pH
basique (pH = 8) en présence de DTT (ratio 1:10 accepteur / agent réducteur). Enfin, une
période d’incubation (= 1h) du mélange donneur / accepteur / agent réducteur devra étre
respectéee pour assurer la conversion du dimére Ttyrs.s en forme Ttyrs. avant d’initier la réaction
de thioglycosylation par ajout du biocatalyseur. D’autre part, compte-tenu de la faible quantité
disponible de la forme ester de I'acide aminé, le volume réactionnel des échantillons a été
limité a 1 ml. Enfin le suivi de 'avancement de la réaction est réalisé par LC-MS a partir de
prélevements réalisés a différents temps d’incubation. La méthode d’analyse, sensible, permet
en effet de suivre la disparition des produits de départ et I'apparition méme en faible quantité
du produit de thioglycosylation, tout trois UV-actifs. Dans un premier temps le passage en
chromatographie en phase liquide (LC) permet de séparer les différents composés de
I’échantillon en fonction de I'affinité phase stationnaire / phase mobile. Par la suite, le couplage
avec la spectrométrie de masse (MS) permet d’identifier chacun de ces composés en fonction
des ions de masse m/z détectés (Schéma 65). L’ionisation d’'une molécule est dépendante du
type de fonction(s) qu’elle présente : par exemple une molécule portant un groupement acide
carboxylique (facilement déprotonable) aura une meilleure ionisation en mode négatif tandis
gu’une molécule portant une fonction amine aura tendance a capter un proton et donc donnera
une meilleure réponse en mode positif. Pour anticiper ce phénoméne et assurer une bonne
détection des différents composés du milieu réactionnel, les analyses en spectrométrie de
masse ont été réalisées selon les deux modes d’ionisation, ESI (+) et ESI (-).
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Schéma 65 : Suivi de la réaction de thioglycosylation enzymatique par LC-MS.

Pour optimiser les conditions de détection et de séparation des différents constituants
du milieu réactionnel un premier essai de thioglycosylation enzymatique a été réalisé a partir
de la Ttyr non protégée disponible en plus grande quantité que la TtyrME (i.e., 4 mg). Les
conditions de réaction mettent en jeu un rapport donneur / accepteur / réducteur de 1:2:20
(soit 1 mM de pNPGIc /2 mM de Ttyr/ 20 mM de DTT) dans un tampon phosphate 20 mM pH
8. Ces quantités ont été introduites a partir de solutions mére de pNPGlc (10 mM dans H-0),
Ttyr (40 mM dans MeOH) et DTT (100 mM dans H20O). Le milieu réactionnel est laissé incuber
1h a 37 °C et sous agitation avant I'ajout de DtGly E159Q 45 nM (Schéma 66).
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Schéma 66 : Essai de thioglycosylation de la Thiotyrosine.

La réaction est conduite a 37 °C pendant 20h et différents prélévements sont effectués a t =
1h, 2h, 3h, 4h et 20h, pour stopper la réaction enzymatique une solution d’arrét est ajoutée
(mélange ACN/ acide formique, 1:10) a chaque prélévement (ratio 1:1). Aprés filtration les
échantillons sont injectés et analysés sur la chaine LC-MS. Deux autres échantillons
« contrble » ont également été préparés dans les mémes conditions (Tableau 23). Aprés 20h
d’incubation a 37 °C un prélevement de chaque contréle est effectué et analysé en LC-MS
aprés ajout de la solution d’arrét et filtration. L’objectif de linjection en LC-MS de ces
échantillons contréle est d’obtenir les temps de rétention de chaque constituant de la réaction
enzymatique (pNPGlc, Ttyr et DTT). lls pourront alors étre facilement identifiés sur les
chromatogrammes enregistrés pour les essais de thioglycosylation.
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Controle 1 Controle 2
Ttyr / DTT (1 :10) pNPGIc (1 mM)
Tampon phosphate 20 mM pH 8 Tampon phosphate 20 mM pH 8

Tableau 23 : Composition des solutions controle 1 et 2.

Dans le cas du controle 1 Ttyr / DTT, aprés 20h d’incubation & 37 °C la combinaison des
chromatogrammes de masse et UV enregistrés permettent de mettre en évidence 7 pics.
L’absorbance maximale de Ttyr est atteinte a A = 273 - 276 nm, pour identifier les pics
correspondant a la Thiotyrosine, un second chromatogramme UV a été extrait a A = 276 nm
et a permis de discriminer trois pics de temps de rétention tr = 1,44 ; 6,75 et 10,17 dont le
premier pic a tr = 1,44 correspond au pic d’injection (A, Figure 74).
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LC-MS, controle 1 (Ttyr + DTT) tincubation. = 20h
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Figure 74 : Analyse LC-MS du contrdle 1, identification de la Thiotyrosine. (A)
Chromatogrammes de Masse (TIC) et UV (Diode array) du controle 1 ; (B) Extraction des
spectres de masse des pics atr = 6,75 et 10,17 min.
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L’extraction des spectres de masse des signaux sortant a tr = 6,75 et 10,2 min permettent
d’identifier des pics de masse [M-H]- = 196 m/z et [M-H]- = 391 m/z respectivement (B, Figure
74). Le poids moléculaire du monomeére de Ttyr est de 197 g.mol-1 tandis que le dimére Ttyrs.
s posséde une masse de 392 g.mol'. Ainsi dans le contréle 1, le signal caractérisé par un
temps de rétention tr = 6,75 min a pu étre attribué a la Thiotyrosine, tandis que le second
signal de plus faible intensité (tr = 10,2 min) correspond au dimére de la Thiotyrosine.
L’analyse de cet échantillon par LC-MS permet également de mettre en évidence la stabilité
de Ttyr en solution aprés 20h d’incubation a 37 °C et le pouvoir réducteur du DTT qui limite la
formation du dimére de 'AAn comme décrit précédemment.

La méme stratégie a été suivie pour analyser I'’échantillon contrdle 2 contenant 1 mM
de pNPGIc. Aprés 20h d’'incubation a 37 °C, les chromatogrammes de Masse (TIC) UV (A =
276 nm) obtenus ont révélé un seul signal majoritaire de temps de rétention tr = 8,3 min (A,
Figure 75). L'extraction du spectre de masse correspondant présente un pic majoritaire de
masse [M-H]- = 346 m/z supérieure a celle attendue ([M-H] = 300 m/z, pNPGilc) (B, Figure
75). Cette augmentation de masse est due a I'acide formique (M = 46 g.mol"), présent dans
I'éluant de séparation et la solution d’arrét. En chromatographie phase liquide cette molécule
est reconnue pour générer facilement des adduits avec les molécules passant sur la colonne
de séparation. Ainsi selon notre méthode de séparation, le pNPGIc est identifié avec un temps
de rétention de 8,3 min et le spectre de masse correspondant est caractérisé par le signal [M-
H+HCO2H] = 346 m/z.
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LC-MS, controle 2 (pNPGlIc seul) tincubation = 20h
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Figure 75 : Analyse LC-MS du contrdle 2, identification du pNPGlc. (A) Chromatogrammes
de Masse (TIC) et UV (Diode array) du contrdle 2 ; (B) Extraction du spectre de masse du
pic a tr = 8,29 min.
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Les temps de rétention du pNPGlIc et de Ttyr connus, I'analyse des chromatogrammes
de I'essai de thioglycosylation en présence de DtGly E159Q a pu étre réalisée. Pour rappel, la
réaction a été initiée aprés 1h d’incubation a 37 °C par I'ajout de DtGly E159Q (45 nM). Des
prélévements ont alors été réalisés aprés 1, 2, 3, 4 et 20h d’incubation. Visuellement une faible
coloration jaune du milieu réactionnel est observée aprés 20h d’incubation. Compte-tenu des
résultats précédemment décrit sur l'activité thioligase de DtGly (cf. Chapitre 2, p.123) une
faible coloration jaune est le résultat de I'activité d’hydrolyse résiduelle de I'enzyme. Les
chromatogrammes enregistrés pour les différents échantillons se sont tous révélés similaires.
Afin de proposer une comparaison homogéne avec les contrbles 1 et 2, seul le résultat LC-
MS de I'échantillon tincubation = 20h est présenté ici. Ainsi sur les chromatogrammes de masse
et UV du tincubation = 20h les sighaux de tr = 6,7 ; 8,3 et 10,4 min ont pu rapidement étre identifiés
a la Ttyr, au pNPGlc et au dimére TtyrS-S respectivement (A, Figure 76). En revanche, deux
nouveaux signaux sont observés a tr = 5,3 min et 12,53 min. Sur le chromatogramme UV (A =
276 nm) seul le signal a tr = 12,5 min est conservé, il s’agit donc d’'un composé aromatique, a
linverse du composé caractérisé par tr = 5,3 min dont on peut observer I'extinction du signal.
L’extraction des spectres de masse de ces 2 pics a permis d’attribuer le signal a tr = 5,3 min
a l'agent réducteur DTT (M = 154 g.mol") avec [M-H]- = 153 m/z, tandis que le produit sortant
de la colonne aprés 12,5 min a été identifi¢ comme le pNPOH (M = 139 g.mol") avec [M-H] =
138 m/z (B, Figure 76). Parmi les autres pics restants I'extraction des spectres de masse
correspondants n’a pas permis l'identification du produit de thioglycosylation ([M+H]* = 360
m/z). La thioglycosylation enzymatique n’a pas eu lieu comme attendu.
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A LC-MS, Réaction enzymatique tincubation. = 20h
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Figure 76 : Analyse LC-MS de la réaction enzymatique aprés 20h d’incubation. (A)
Chromatogrammes de Masse (TIC) et UV (Diode array) ; (B) Extraction des spectres de
masse des pics a tr = 5,3 et 12,45 min.
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La méthode de séparation et de détection mise au point par LC-MS permet de séparer
et d’identifier efficacement les différents réactifs impliqués dans la réaction de thioglycosylation
catalysée par DtGly E159Q. D’autre part, en tenant compte de la polarité du pNPGIc et de Ttyr
ainsi que de leur temps de rétention il est évident que le produit de thioglycosylation ne pourra
étre attendu a un tr > 9 min. Grace a 'ensemble des informations collectées, I'essai de réaction
enzymatique en présence de la forme protégée de la Thiotyrosine 31 (TtyrME) a alors pu étre
réalisé.

2. Thioglucosylation enzymatique de TtyrME catalysée par DtGly
E159Q

En respectant les conditions décrites précédemment, la réaction de thioglycosylation
enzymatique de la Thiotyrosine estérifiée a été effectuée dans un rapport donneur / accepteur
/ réducteur de 1:2:20 (soit 1 mM de pNPGIc / 2 mM de TtyrME / 20 mM de DTT) dans un
tampon phosphate 20 mM pH 8. Ces quantités ont été introduites a partir de solutions mére
de pNPGIc (10 mM dans H20), TtyrME (40 mM dans MeOH) et DTT (100 mM dans H»0).
Aprés 1h d’incubation a 37 °C la réaction est initiée par I'ajout de DtGly E159Q 45 nM (Schéma
67).
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Schéma 67 : Essai de thioglycosylation enzymatique de la Thiotyrosine estérifie.

Des prélévements sont effectués aprés t = 1h, 2h, 4h et 20h d’incubation a 37 °C sous
agitation. Aprés ajout de la solution d’arrét (ratio 1:1) et filtration, les échantillons sont analysés
en LC-MS. De la méme maniére trois échantillons « contréle » ont été préparés dans les
mémes conditions (Tableau 24). Dans chacun des cas un prélévement a été effectué aprés
20h d’incubation a 37 °C et 'ensemble a été analysé apres filtration.

Controle 1 Controéle 2 Controle 3
TtyrME 2 mM, pNPGlc 1 mM pNPGlc 1 mM
Tampon phosphate 20 Tampon phosphate 20 mM TtyrME 2 mM, DTT 20 mM
mM pH8 pH8 Tampon phosphate 20 mM pH8

Tableau 24 : Composition des solutions contréle de la réaction de thioglycosylation par
DtGly E159Q.

En suivant la méme stratégie d’analyse que celle décrite précédemment, les
chromatogrammes de masse et UV du contrble 3 ont pu étre caractérisés a partir de 'analyse
des contrbles 1 et 2 (présentés dans la partie expérimentale p. 240). La premiére observation
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qui peut étre faite a la vue des chromatogrammes de masse est que l'ionisation des molécules
présentes dans I'’échantillon est fortement influencée par le mode utilisé, ESI (+) ou ESI (-). En
effet en mode négatif six pics peuvent étre identifiés alors que le chromatogramme enregistré
en mode positif refléte de l'extinction (ou faible intensité) de la majorité des signaux a
I'exception du signal a tr = 1,6 min alors attribué au pic d’injection. D’autre part, les trois pics
caractérisés par un tr = 7,32 ; 8,41 et 12,7 min ont pu étre attribués a la Thiotyrosine estérifiée
(TtyrME), au pNPGIc ainsi qu’au produit d’hydrolyse résiduel pNPOH respectivement (A,
Figure 77). Malgré les 2 équivalents de TtyrME ajoutés dans la solution, le signal de l'acide
aminé est d’une intensité beaucoup plus faible que celui du pPNGlc. Cette différence
d’intensité n’a pas été observée précédemment (i.e., essai pNPGIc/ Ttyr/ DTT) et semble étre
due a une mauvaise homogeénéisation de la solution avant d’effectuer le prélévement. Les
chromatogrammes UV rendent compte de la méme observation. Le signal de la Thiotyrosine,
qui présente un maximum d’absorbance a A = 276 nm, est de plus faible intensité que celui du
pNPGiIc (B, Figure 77). De plus leur analyse révéle la présence d’un 4™ pic non identifié a tg
= 5,45 min qui n’absorbe par a A = 276 nm (extinction du signal sur le chromatogramme UV A
= 276 nm). Le spectre de masse correspondant est constitué d’'une multitude de pics dont
aucun n’est caractérisé par une masse correspondant aux produits de départ. Enfin, 'absence
de pic de masse [M+H]* = 374 m/z permet de montrer que la réaction de thioglycosylation
spontanée entre le pNPGIc et TtyrME n’est pas possible.
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A LC-MS, contrdle 3 tincubation = 20h
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Figure 77 : Analyse LC-MS du contrdle 3 apres 20 h d’'incubation. (A) Chromatogrammes de
Masse (TIC) et UV (Diode array) du contréle 3 ; (B) Extraction du spectre de masse du
signal a tr = 5,45 min.
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A partir de ces résultats préliminaires, le suivi de la réaction de thioglycosylation
enzymatique a pu étre réalisé. Le milieu réactionnel composé du pNPGIc, de TtyrME et du
DTT est donc laissé incuber 1h a 37 °C avant I'ajout de DtGly E159Q (45 nM). Quelques
minutes aprés l'ajout du biocatalyseur, une vive coloration jaune du milieu réactionnel est
observée. Compte-tenu de I'étude sur I'activité thioligase de DtGly E159Q décrite dans le
chapitre 2 de ce manuscrit (p. 123), la coloration rapide de la réaction est caractéristique de la
présence d’un bon accepteur capable d’augmenter le turn-over de I'enzyme et donc de
favoriser le couplage glycosidique. Pour confirmer ce fait les résultats de LC-MS des
prélevements effectués a tincuvation = 1, 2, 4 et 20h ont été analysés. Au vu des profils UV de
chaque échantillon, un premier constat peut étre établi, la réaction enzymatique ne semble
pas ou peu évoluer au cours du temps (Figure 78) Ainsi pour faciliter la lecture des résultats
et proposer une comparaison homogéne avec le controle 3, seule I'analyse de I'’échantillon
tincubation = 20h est présentée pour 'attribution des signaux observés. Cette derniére peut alors
étre utilisée comme modéle pour les autres prélevements de tincuation = 1, 2, 4h (disponibles
dans la partie expérimentale, p. 241 et 242).
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Figure 78 : Chromatogrammes UV enregistrés pour les préléevements effectuésat=1, 2,4
et 20h d’'incubation a 37 °C.

L’observation des chromatogrammes de masse enregistrés en mode ESI (+) et ESI (-) permet
de mettre en évidence 7 pics parmi lesquels ont été identifiés : le pic d’injection (tr = 1,55 min),
TtyrME (tr = 7,29 min), le pNPGilc (tr = 8,41 min), le dimére de TtyrME (tr = 10,51 min) et le
pNPOH (tr = 12,7 min) (A, Figure 79). Les signaux de tr = 2,1 et 9,1 min sont également
rencontrés sur les chromatogrammes UV ainsi que le signal a tr = 5,45 min précédemment
décrit.
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Afin de déterminer si I'un de ces pics pouvait étre attribué au produit de thioglycosylation (M =
373 g.mol"), une recherche d’ions a été réalisée a partir de 'ensemble des chromatogrammes
ESI (+) et ESI (-) enregistrés pour les prélévements de 1 a 20h d’incubation. L’objectif de cette
extraction est donc de mettre en évidence un signal caractérisé par un ion de masse [M+H]*
= 374 m/z ou [M-H] = 372 m/z et si tel est le cas de déterminer le temps minimum de réaction
nécessaire pour qu’il se forme. En mode ESI (+) les deux signaux de tr = 2,14 et 5,66 min ont
pu étre isolés et ce sur le chromatogramme de chaque échantillon (B, Figure 79).
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Figure 79 : Analyse LC-MS de la réaction enzymatique aprés 20h d’incubation. (A)
Chromatogrammes de Masse (TIC) et UV (Diode array) ; (B) Recherche d’ions de masse

[M+H]* = 374 m/z aprés 1, 2, 4 et 20h d’incubation.
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Les spectres de masse extraits pour ces 2 signaux confirment la présence d’'un pic
majoritaire de masse [M+H]* = 374 m/z, caractéristique de la glycosylation de la Thiotyrosine
estérifiée, et prouvent par conséquent la réalisation du couplage enzymatique (Figure 80).
Néanmoins par cette analyse il n’est pas possible de dire a quel pic correspond 'acide aminé
glycosylé. En effet, 'essai de thioglycosylation réalisé a partir d’'une faible quantité de produit
de départ n’a pas permis d’isoler les 2 fractions correspondants de tr = 2,14 et 5,66 min et
donc leur caractérisation par RMN.
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Figure 80 : Spectre de masse ESI(+) des fractions tr = 2,12 min (A) et tr = 5,66 min (B).
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Malgré tout, pour tenter de les différencier un spectre d’absorbance de chaque signal
a été enregistré et comparé avec celui de Ttyr précédemment obtenu (p.161). Pour rappel, en
solution la Thiotyrosine est caractérisée par un pic d’absorbance a A =250 nmeta A =276 nm
quand I'espéce thiolate est en solution. Le profil UV-visible de la fraction tr = 2,14 min présente
trois pics d’absorbance a A = 196, 220 et 250 nm tandis que la fraction tr = 5,66 min n’est
caractérisée que par un seul pic d’absorbance a A = 196 nm (Figure 81). La réaction n’ayant
pas été conduite sur une quantité suffisante pour permettre l'isolation et la caractérisation de
chaque fraction (fractions tr = 2,14 et 5,66 min) ce résultat préliminaire semble donc étre un
faisceau de preuve que la réaction de thioglycosylation enzymatique de la Thiotyrosine a bien
eu lieu. Pour confirmer la réalisation de ce couplage, plusieurs essais devront étre effectués
en augmentant :

- i) la concentration en biocatalyseur ; les chromatogrammes identiques pour les
différents échantillons montre que la réaction n’est pas totale et ne semble plus
évoluer aprés 1h d’incubation. En présence d’une plus grande quantité de DtGly
E159Q, si la réaction a lieu une nette diminution du pic de la Thiotyrosine devrait
étre observée en faveur de celui correspondant au produit ;

- i) la quantité en réactif ; ceci permettrait de purifier les produits de la réaction
enzymatique et de les identifier par RMN et HRMS.
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IV. Conclusion

L’objectif de ce dernier chapitre était de montrer que le couplage glycosidique d’'un
acide aminé était possible a partir d’'une thioligase. Pour ce faire, a partir de I'étude de relation
structure/activité de notre enzyme modeéle DtGly E159Q, nous nous sommes orientés vers la
synthése d’'un acide aminé aromatique non-naturel présentant une fonction thiol de faible pKa
et dont la fonction acide carboxylique est masquée sous la forme d’'un ester. Ainsi la
Thiotyrosine (Ttyr) 30 a pu étre obtenue au terme d’'une synthése en trois étapes avec un
rendement global de 59 % tandis que la forme estérifiée TtyrME 31 a été produite en 4 étapes
avec un faible rendement final d’1 %. L’analyse RMN a permis de confirmer la structure des
deux composés tandis que I'analyse HRMS a mis en évidence leur organisation sous la forme
de dimeére en solution. Pour anticiper les essais de thioglycosylation enzymatique une étude a
été réalisée a partir de Ttyr pour déterminer les conditions de réaction nécessaires pour
assurer la présence de la forme thiolate, I'espéce réactive, en solution. Ainsi en milieu
tamponné a pH 8 et contenant 10 équivalents de l'agent réducteur DTT (par rapport a
'accepteur) la forme déprotonée de Ttyr est assurée pendant 18h a 37 °C. Les spectres
d’absorbance UV-visible enregistrés pour la Thiotyrosine et sa forme déprotonée ont révélé
deux longueurs d’onde caractéristiques a Amax = 250 nm et Amax = 273 nm pour chaque espéce
respectivement. Par la suite une méthode de suivi de la réaction de thioglycosylation par LC-
MS a été mise au point a partir d’'une réaction modele en présence de pNPGIlc comme donneur
activé et de Ttyr pour jouer le role de 'accepteur de glycoside. La méthode a été validée et
permet la séparation et la détection des différents acteurs de la réaction enzymatique. D’autre
part nous avons pu mettre en évidence qu’aucun produit de thioglycosylation n’avait été formé
par catalyse enzymatique ou par réaction spontanée entre le donneur et I'accepteur de
glycoside.

Enfin I'essai de thioglucosylation de TtyrME catalysée par DtGly E159Q a 37 °C a été
réalisé et le suivi par LC-MS a permis d’identifier I'apparition d’'un nouveau signal avec un
temps de rétention de 2,12 min. Le spectre de masse correspondant a présenté un ion de
masse attendue ([M+H]+ = 374 m/z) et le profil UV-visible enregistré est comparable a celui
de la Thiotyrosine avec un pic d’absorbance a A = 250 nm. Ce résultat préliminaire permettrait
d’attribuer ce pic a la TtyrME S-glycosylée de masse M = 372 g.mol"' néanmoins seule une
caractérisation compléte de la molécule permettrait d’affirmer que la réaction enzymatique a
bien eu lieu. D’autre part, 'analyse des différents prélévements effectués at =1, 2, 4 et 20h
d’incubation a révélé que la réaction était non totale et stoppée aprés 1h d’incubation. Pour
pallier a ces deux inconvénients, des améliorations sont a envisager et permettront alors de
confirmer ces résultats prometteurs de thioglycosylation enzymatique d’'un acide aminé :

- optimiser la synthése de la Thiotyrosine pour permettre sa production en grande
quantité ou envisager une nouvelle voie d’accés qui faciliterait sa purification,
notamment en l'intégrant dans une courte séquence peptidique ;

- optimiser le couplage enzymatique en augmentant la concentration en enzyme
pour favoriser une réaction totale comme précédemment décrits pour la synthése
des thioglycoconjugués par DtGly E159Q.
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Conclusion Générale & Perspectives

L’objet de ce travail de thése a résidé dans le développement d’outils enzymatiques
pour le couplage thioglycosidique d’acides aminés dans le but de proposer in fine une nouvelle
voie d’acces aux protéines S-glycosylées. Dans la communauté scientifique, la glycosylation,
modification la plus complexe rencontrée chez les protéines, suscite un vif intérét tant les liens
sucres — protéines sont étroits et influencent de nombreux processus biologiques. Une variété
de méthodologies ont alors été développées afin de permetire la production de formes
homogénes de ces glycoprotéines et permettre leur étude. Les formes S-glycosidiques ont
trouvé un intérét particulier dans ce domaine de par notamment la réactivité de I'atome de
soufre qui facilite le couplage spécifique sucre — acide aminé mais également grace a la
résistance de ce type de liaison vis-a-vis de I'hydrolyse chimique et enzymatique.

La découverte récente de formes naturelles de S-glycoprotéines a permis
lidentification et la caractérisation de S-glycosyltransférases responsables de leur
biosynthése. Cependant peu de données sont disponibles a I'heure actuelle sur ce type
d’enzymes et les GT sont de maniere générale difficile d’accés sous forme recombinantes.
Nous nous sommes alors intéressés a la seconde catégorie d’enzymes capables de créer des
liaisons thioglycosidiques, les thioglycoligases, qui ont prouvé leur potentiel en synthése pour
la préparation de thioglycoconjugués.

Dans un premier temps, nous nous sommes appliqués a sélectionner des enzymes
natives qui constitueraient notre banque de biocatalyseurs. Notre choix s’est alors porté sur
les GH de la bactérie thermophile Dictyoglomus thermophilum. A partir de son génome trois
geénes ont pu étre clonés (dicth_0289, dicth 0359 et dicth_1692) conduisant par la suite a la
surexpression et la caractérisation des protéines thermophiles correspondantes : une a-L-
rhamnosidase (DtRha), une B-D-glycosidase (DtGly) et une B-D-mannosidase (DtMan). Parmi
ces derniéres, DtGly a retenu notre attention puisqu’elle a présenté une versatilité vis-a-vis du
substrat en reconnaissant jusqu’a cing motifs sucres différents (Glc, Gal, Fuc, Xyl et Man).
L’ensemble des biocatalyseurs a été testé sur un panel d’alcools aliphatiques pour déterminer
leur potentiel en synthése. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence I'activité
transglycosidase de DtGly en catalysant la production de glycosides d’alkyle avec des
rendements de 30 a 99 %. Dans un souci de valorisation, cette enzyme a été utilisée pour la
mise au point d’une voie de synthése chimio-enzymatique en deux étapes de
glycéroglycosides. La détermination de leur activité biologique par microchallenge test, réalisé
par I'entreprise GLYcoDiag, a permis de mettre en évidence les propriétés antifongiques du 1-
O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-glycérol (14), propriétés trés recherchées a I'heure actuelle pour
lutter contre les phénomeénes de résistances des souches fongiques aux antibiotiques. Des
essais de cristallogenése ont été réalisés sur les trois glycosidases et ont permis 'obtention
de cristaux dans le cas de DtRha et DtMan, dont I'analyse au Synchrotron SOLEIL a permis
d’obtenir une image de diffraction de 3 A pour DtRha et les données collectées pour DtMan
nous ont permis d’obtenir un modéle préliminaire avec une résolution de 2,7 A
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Dans un second temps, a partir de notre banque de GH sauvages, nous nous sommes
tournés vers la production des thioglycoligases correspondantes par mutagenése dirigée. Neuf
mutants ont ainsi pu étre obtenus, 2 variants dans le cas de DtGly et 7 pour la fMan DtMan,
et caractérisés avec une perte générale de I'activité d’hydrolyse suite au remplacement du
résidu acide base par un acide aminé catalytiquement inactif. L’activité thioligase du mutant
DtGly E159Q a été confirmée sur un panel d’accepteurs de type thioarylique et constitue donc
le 9me exemple de thioligase connu a ce jour. L’étude des relations structure/activité de la
protéine a démontré une perte d’activité vis-a-vis d’accepteurs portant des groupements
fonctionnels  polarisables. L’hypothése dune répulsion dordre électrostatique
protéine/accepteur a alors été suggérée puisque la protection de ces groupes par une fonction
non polarisable (ester de méthyle) a permis de retrouver l'activité initiale de thioligase de
'enzyme. Malgré tout, un premier essai de thioglycoslation enzymatique a été réalisé sur la
Cystéine mais comme nous pouvions le prévoir aucun produit n’a été obtenu. La fonction thiol
caractérisée par un pKa élevé n’est pas un bon nucléophile et la fonction acide carboxylique
non protégée n’'est pas compatible avec I'activité de 'enzyme. La validation du concept de
synthése enzymatique d’acides aminés S-glycosylés a donc été envisagée a partir d’'un acide
aminé non-usuel. Dans le cas de I'hydrolase DtMan une approche plus fondamentale était
recherchée et avait pour but de déterminer si l'activité transglycosidase de I'enzyme native
était une condition nécessaire pour obtenir une bonne thioligase. Aprés I'étude réalisée sur les
7 variants de DtMan nous avons pu répondre a notre problématique en montrant que la simple
mutation du résidu acide/base permettait certes de réduire l'activité d’hydrolyse de I'enzyme
mais n’avait aucun effet sur son activité de synthése. Une activité intéressante a néanmoins
été rencontrée dans le cas du mutant DtGly E425C dont 'activité d’hydrolyse était dépendante
de la présence d’un agent réducteur. Ce comportement a laissé supposer de la formation d’un
pont disulfure dans le site actif de 'enzyme. Une étude de cristallogenése du mutant a été
réalisée a partir des conditions de cristallisation préalablement optimisées pour DtMan wt. Un
cristal en présence de DTT a pu étre analysé au Synchrotron SOLEIL mais la résolution du
modeéle n’était pas compléte au moment de I'écriture de ce manuscrit. Néanmoins la résolution
partielle de la structure de DtMan type sauvage rend compte de la présence d'un résidu
Cystéine a proximité du résidu acide/base et confirme la possibilité d’'un pont disulfure pour le
mutant E425C.

Enfin, la derniére partie du travail de thése a été consacrée a la validation du concept
de glycosylation enzymatique d’'un acide aminé catalysée par le mutant thioligase DtGly
E159Q. Pour répondre aux critéres de relation structure/activité de I'enzyme, I'acide aminé
non-naturel Thiotyrosine (Ttyr), présentant un groupement thioarylique de pKa < 7, a été
réalisée. Cette synthése a été effectuée en trois étapes a partir d’'un dérivé halogéné
commercial de la L-Phénylalanine. L’incorporation de la fonction thiol a été réalisée par
couplage catalysé au Palladium (0) et au terme d’une étape de déprotection générale, Ttyr a
été obtenue avec un rendement global de 59 %. Pour favoriser la réaction de thioglycosylation,
la fonction carboxylique a été protégée sous la forme d’'un ester, conduisant a I'analogue
TtyrME de la Thiotyrosine avec un rendement final de 12 % sur quatre étapes. De par la
réactivité de la fonction thiol, les deux molécules se trouvent sous la forme de dimeére en
solution. Pour s’assurer de la présence de la forme thiolate lors de la réaction enzymatique
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une étude de Ttyr en solution a été réalisée. Au terme de cette étude il a été établi que la
réaction de couplage enzymatique devait étre conduite dans un milieu tamponné a pH 8 en
présence de 10 équivalents de DTT par rapport a la Thiotyrosine. Compte-tenu de la faible
quantité en accepteur TtyrME disponible, les essais de thioglycosylation n’ont pas pu étre
conduits dans des conditions classiques de synthése, une méthode de suivi de réaction a donc
d0 étre développée. Pour mettre au point ce suivi un test a été réalisé en présence de
Thiotyrosine pour jouer le role de I'accepteur ce qui a permis de séparer et d’identifier
efficacement chaque acteur de la réaction enzymatique par LC-MS. Cette méthode a par la
suite été appliquée a la réaction de thioglucosylation de TtyrME et a permis de mettre en
évidence l'apparition, aprés 1h d’'incubation, d’'un nouveau composé dont le spectre de masse
présente un ion de masse équivalente a celle de la TtyrME S-glycosylée. L’analyse a
également révélé que la réaction n’évoluait plus aprés cette heure d’incubation, I'ajout d’une
concentration plus forte en enzyme pourrait alors favoriser la réaction vers une conversion
totale du donneur de glycoside et confirmer le couplage enzymatique. Ce premier résultat
préliminaire s’avere donc étre un faisceau d’indices prometteur pour la validation du concept
de S-glycosylation d’un acide aminé catalysée par une thioglycoligase.

Au vu de ces travaux plusieurs perspectives a plus ou moins long terme sont a envisager :

- Utiliser les outils de bio ingénierie pour améliorer les propriétés de transglycosidase
de DtRha et de DtMan par évolution dirigée. Une telle stratégie qui aboutit a la
génération de banques importantes de mutants nécessite la mise au point d’une
méthode de criblage permettant la sélection rapide et efficace des meilleurs
variants. Une fois identifiés, ceux-ci pourront étre modifiés pour obtenir les
thioligases correspondantes et ainsi agrandir la boite a outils enzymatique pour la
glycosylation d’acides aminés.

- Améliorer la synthése de la Thiotyrosine notamment I'étape de protection de la
fonction acide carboxylique. Une alternative serait d’intégrer la Thiotyrosine dans
une séquence peptidique synthétisée par SPPS. Pour ce faire il serait intéressant
de s’inspirer des méthodologies de synthése chimique et hémisynthétique de
peptides contenant un acide aminé non-naturel.

- Pour réaliser une étude compléte et prouver que le concept de thioglycoligase est
applicable a la S-glycosylation de protéines, il serait intéressant de s’inspirer des
travaux du Prof. Schultz en produisant in-vivo une protéine mutée contenant la

Thiotyrosine par extension du code génétique.

Incorporation d’un acide aminé non-naturel sur une séquence peptidique par
synthése chimique ou hémisynthétique.

Les techniques conventionnelles de synthése de peptides et protéines ont été
appliquées a lincorporation d’acides aminés non-naturels. Par la méthode de synthése
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peptidique en phase solide (SPPS) il est aisé d’introduire un nouvel acide aminé soit i) a partir
de I'AAnN synthétisé en solution et greffé sur le peptide cible supporté en cours d’élongation ou
i) AAn est directement produit lors de la synthése de la chaine peptidique en phase
solide.(Oh, 1999; Roy, 1997) Malgré la simplicité de la méthode, celle-ci se limite a la synthése
de peptides ou protéines de petites tailles (< 50 AA ). Pour accéder a des protéines plus larges
les méthodes de ligation chimique ont été utilisées pour assembler plusieurs fragments
peptidiques. En 1998 Low et coll. reconstituérent la rubredoxine par Ligation Chimique Native
(NCL) en remplagant le résidu Tyr10 par différents analogues et étudier leurs effets sur les
propriétés redox de la protéine.(Low, 1998)

Des méthodes d’hémisynthése ont également été proposées pour synthétiser une protéine
d’intérét dont le principe général repose sur la production du peptide contenant un ou plusieurs
AAns par SPPS d’une part et la production de la protéine recombinante cible d’autre part. Le
couplage des deux fragments peut alors se faire par voie enzymatique ou par voie chimique
via :

- Ligation chimique, en introduisant des groupements bio-orthogonaux sur les
positions terminales des fragments 1 et 2 (Schéma 68). en résulte alors la protéine
hémisynthétique avec un site de ligation non-naturel de type thioester, thioether,
disulfure,... ;(Han, 2004)

- Un couplage suivant la méthode de Ligation Chimique Native (LCN), ou une liaison
peptidique native peut étre créée par la présence d’un résidu Cys sur la position N-
term du peptide 1 et d’une fonction a-thioester sur la position C-term de la protéine
recombinante 2 (Schéma 68). Cette technique est aussi appelée Ligation de
Protéine Exprimée (LPE). Raines et coll. ont utilisé cette méthode pour générer un
mutant de la RNAse A et ont montré I'augmentation de la thermostabilité de
'enzyme par modification des résidus Asn113-Pro114 via deux acides aminés
B.(Arnold, 2002)
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Schéma 68 : Incorporation d’AAns par hémisynthése de protéines.

Ainsi dans notre cas, il pourrait étre envisagé de construire un peptide par SPPS contenant la
Thiotyrosine qui pourrait ensuite étre glycosylée par DtGly E159Q. L’avantage d’intégrer ’AAn
dans une séquence peptidique est que i) la fonction acide carboxylique est engagée dans la
liaison peptidique, I'étape de protection qui était limitante dans la synthése de Ttyr n’est plus
nécessaire et ii) la préparation de peptides par SPPS aujourd’hui automatisée est une
méthode rapide et efficace et permet la production de séquences peptidiques pures sans
passer par des étapes de purification fastidieuses. Le peptide ainsi glycosylé pourra par la
suite étre utilisé en hémisynthése pour reconstituer une protéine S-glycosylée plus large.

Biosynthése de protéines mutées et expansion du code génétique

Dans un premier temps les techniques se sont basées sur I'incorporation d’analogues
des acides aminés usuels sur des protéines bactériennes. Cette méthode a été proposée par
Munier et coll. en 1956 et repose sur I'utilisation de souches d’E. coli auxotrophes incapables
de biosynthétiser 'acide aminé naturel cible. Aprés induction, I'expression protéique qui a lieu
dans un milieu enrichi par I'analogue de I'acide aminé cible conduit a la génération de la
protéine mutée présentant I'acide aminé non-naturel.(Munier, 1956) Cette méthode s’est
notamment révélée utile pour lincorporation de sondes pour I'analyse RMN ou RX de
protéines. L'exemple le plus connu reposant sur la substitution de la Méthionine par la
Sélenométhionine pour la résolution de structures de protéines aux RX.(Hendrickson, 1997)
Malgré la simplicité de la méthode celle-ci présente I'inconvénient d’incorporer ’AAn sur tous
les sites ou l'acide aminé cible est codé. Ces modifications peuvent alors avoir des
répercussions importantes sur la structure et la fonction de la protéine ainsi construite. Une
alternative a par la suite été proposée par I'équipe du Prof. Schultz basée sur I'utilisation

207



Conclusion générale & Perspectives

d’ARNt et Aminoacyl-ARNt synthétase (AARS) orthogonales. Cette méthode décrite dans un
premier temps pour la synthése in-vitro de protéines mutées fut par la suite étendue a leur
biosynthése in-vivo a travers I'extension du code génétique d’un organisme héte qui
représente a I’heure actuelle une avancée technique considérable.

La biosynthése des protéines peut se résumer selon les 3 étapes suivantes : i) transcription
de 'ADN en ARN messager (ARNm); ii) traduction de '’ARNm produisant la séquence
protéique et iii) modifications post-traductionnelles.

L’incorporation d’un acide aminé sur la séquence protéique lors de la traduction génétique
implique de nombreux facteurs, dont les 3 acteurs suivant : i) une ARN transférase (ARNt)
présentant I'anti-codon complémentaire du codon lu sur TARNm ; ii) 'acide aminé spécifique
de codon et iii) '’Aminoacyl-ARNt-synthétase (AARS) correspondante permettant la fixation de
I’AA sur 'ARNt (Figure 82).

Chaque codon du code génétique, parmi les 64 disponibles, correspond a un acide aminé
spécifique a I'exception des 3 codons stop. Ces derniers, de séquence UAA (codon ocre),
UAG (codon ambre) et UGA (codon opale), marquent la fin de la traduction génétique car il
n’existe aucun ARNt correspondant.

La méthodologie proposée par Schultz et coll. repose sur la mutation de I'anti-codon d’'une
ARNLt alors capable de reconnaitre le codon ambre (UAG). Cet ARNt muté appelé ARNt
suppresseur est alors capable de traduire le codon stop ambre par n’importe quel acide
aminé. L’AAn est dans un premier temps fixé sur ’ARNt suppresseur par aminoacylation
chimique, 'ARNt ainsi modifié peut lire le codon UAG intégré dans la séquence ADN du géne

208



Conclusion Générale & Perspectives

d’intérét en résulte alors la protéine correspondante avec I’AAn incorporé sur le site spécifié

(Figure 82).(Noren, 1989)
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Figure 82 : Incorporation génétique d’'un acide aminé non-naturel.

Pour cette synthése in-vitro, 'ensemble du matériel transcriptionnel et traductionnel est extrait
d’'un organisme sélectionné (bactérie, levures, cellule de mammifére,...). L’efficacité
d’incorporation de 'AAn est assurée par le design d’'un ARNt suppresseur orthogonal aux
ARNt-synthétases provenant de I'organisme héte. Dans le cas contraire l'incorporation de
I’AAnN est en compétition avec l'introduction d’'un acide aminé usuel en réponse au codon stop.
La premiére application de cette méthode fut la production de mutants de la p-lactamase par
substitution de la Phe66 par les analogues p-nitrophenylalanine, p-fluorophenylalanine ou
homophenylalanine.(Noren, 1989) Depuis les travaux pionniers de Noren et coll. la
méthodologie de mutagénése in-vitro de protéines a fait I'objet de nombreuses études et
permis lincorporation d’'une variété d’AAns permettant la résolution de mécanismes
enzymatiques ou de structures protéiques en autre.(Wang, 2005)

Si la méthode se révéle efficace elle est toutefois limitée par de faibles rendements,
limpossibilité d’étudier les protéines mutées in-vivo, et la nature de la chaine latérale de ’'AAn
conditionnée par I'étape d’aminoacylation chimique. Pour contourner ces limitations I'équipe
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du Prof. Schultz proposa d’étendre son concept a la mutagénése in-vivo de protéines. La
méthode repose alors sur I'altération de la machinerie biosynthétique d’un organisme hbte
pour qu’il puisse produire de lui-méme le couple AARS/ARNt permettant I'introduction de 'AAn
correspondant. Comme décrit précédemment, pour assurer une traduction fidéle le couple
AARS/ARNt se doit d’étre orthogonal au systéme existant dans I'organisme héte. Le couple
peut alors étre produit par design génétique, en utilisant un plasmide présentant les génes
codant pour le couple AARS/ARNt désiré ou en le prélevant d’'un organisme différent de
I'organisme hobte (par exemple un systeme AARS/ARNTt extrait d’E.coli pourra étre utilisé chez
les levures). De la méme maniéere I'acide aminé exogéne a 'organisme hbte doit alors étre
congu pour permettre son transport a travers la membrane cellulaire et ainsi favoriser son
incorporation dans la séquence protéique par le systéeme orthogonal AARS/ARNL. A partir de
cette méthode élégante de nombreux AAns ont pu étre encodés dans le code génétique
d’organismes procaryotes et eucaryotes (Figure 83).(Wu, 2009)
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Figure 83 : Répertoire d’AAns intégrés dans le code génétique d’organismes procaryotes et
eucaryotes.(Wu, 2009)

En 2003 Mehl et coll. ont décrit la premiere souche d’E.coli présentant un code génétique
codant pour 21 acides aminés. Cette bactérie est alors capable de i) synthétiser I'acide aminé
p-Aminophenylalanine (pAF) « naturellement » a partir de sources carbonées simples, ii)
d’incorporer pAF via le systeme pAF-AARS/ARNtPAF sur la séquence protéique en réponse au
codon ambre TAG avec d’excellents rendements et une haute fidélité.(Mehl, 2003)
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De nombreuses méthodes analogues a I'extention du code génétique proposée par
Schuliz et coll. ont également été développées. Notamment Hohsaka et Sisido ont mis au point
une meéthode originale en basant leurs travaux sur la création de nouveaux codons constitués
de 4 bases, UAGN, ou 5 bases ,UAGN1N2, (N = A, G, T ou C) au lieu des 3 bases classiques.
L’extension de la taille des codons sens et anti-sens permet ainsi l'incorporation de plusieurs
AAns et d’augmenter le panel d’AAns pouvant étre encodé par un organisme héte.(Hohsaka,
2000; Johnson, 2010)

En s’inspirant de la méthodologie développée par le Prof. Schultz, elle pourrait étre appliquée
a la biosynthése d’'une protéine contenant un ou plusieurs résidus Thiotyrosine. Ce travail
impliquerait alors le design du plasmide codant pour le couple AARS/ARNt associé a la
Thiotyrosine, la transformation chez E. coli ou un autre systeme d’expression et enfin la
surexpression de la protéine cible contenant un ou plusieurs résidu non-naturel (Figure 84).
Le concept de S-glycosylation d’'un acide aminé par une thioglycoligase pourra alors étre
étendu au modeéle de la protéine et ainsi proposer une voie d’acceés innovante aux protéines
S-glycosylées.

Géne TS

l Insertion/mutation

L 4
Gene muté Clonage
TAG TAG \ Vecteur d'Expression
Transcription in vitro
ARNt couplé a un acide aminé synthétique
ARNm C | | —

UAG UAG

Surexpression in vitro L 1]

UAG UAG

Peptide/protéine incorporant l'acide aminé non-naturel

Figure 84 : Production in-vivo d’'une protéine contenant un ou plusieurs résidus Thiotyrosine,
site(s) de glycosylation enzymatique.
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Les travaux réalisés durant cette these ont fait I'objet de plusieurs publications et
communications scientifiques :

Unraveling the substrate recognition mechanism and specificity of the unusual
glycosyl hydrolase family 29 BT2192 from Bacteroides thetaiotaomicron.
Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R.; Biochemistry (2014), 53, 1447-1455

Enzymatic thioglycosylation: current knowledge and challenges.
Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R.; Carbohydr. Chem. (2014), 40, 178-194

Improved synthesis of ethyl 1-Thio-a-D-galactofuranoside
Jayasuiya, A. B., Peng, W., Guillotin, L., Lowary, T.; Carbohydr. Chem. : Proven Synth.
Methods, (2015), 3, 143-146

Ce travail a également été valorisé lors de plusieurs congres nationaux et internationaux
sous la forme de communications orales et de posters:

Communications orales :

Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R. Génération de nouvelles thioglycoligases pour la
synthése de thioglycoconjugués. 25m Journées du Groupe Francgais des Glycosciences
(GFG), 12-15 Mai 2014, Paris (75).

Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R. Développement d’outils enzymatiques pour la
synthése de protéines S-glycosylées. Journées de la Société Chimique de France (SCF),
section régionale Centre Ouest, 18-20 Février 2015, Orléans (45). Prix de la meilleure
communication

Communications par poster :
Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R. BT2192, une a-L-fucosidase aux propriétés
remarquables. (SFBBM), 4-6 Septembre 2013, Paris (75).

Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R. BT2192, une a-L-fucosidase aux propriétés
remarquables. 26 colloque Biotechnocentre, 10-11 Octobre 2013, Seillac (41). Prix du
meilleur poster.

Guillotin, L., Lafite, P. and Daniellou, R. Thioglycoligases : innovative biocatalytic tools for S-

glycosylated proteins synthesis. 11th Carbohydrate Bioengineering Meeting (CBM), 10-13 Mai
2015, Espoo (Finlande). Prix du meilleur poster.
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Experimental part

Molecular Biology, Biochemistry & Enzymology
Experimental procedures

DNA Cloning

The open reading frame encoding DtMan wt, DtRha wt and DtGly wt, were amplified from D.
thermophilum DSM 3960 genomic DNA (DMSZ Institute, Germany) by PCR using Phusion
High-Fidelity DNA polymerase (ThermoFisher) and designed primers containing selected
restriction enzymes (FastDigest, ThermoFisher) as described below. PCR products were
directly ligating into the pET-28a(+) vector using T4 DNA Ligase (Rapid DNA ligation Kkit,
Fermentas) and final constructs were transformed in E. coli DH5a affording plasmid pET-28-
a(+) containing desired D. thermophilum glycosidase gene.

. Restriction
Primers
enzymes

Forward (F) 5’-AATTGCTAGCATGGAAATATTGAAGCTTGATG-3’

Nhe |/Not |
Reverse (R) 5’-TTTGCGGCCGCTTAAGACTTTATAACCT-3’
Forward (F) 5’- TTGCTAGCATGAAGTCAAGTAATATTTACTCACCCTT-3’

Nhe I/Sal |
Reverse (R) 5'- TTGTCGACTTATATCTTTTCCATATAAAAGTTGTATGATCC-3’
Forward (F) 5’- AATTGCTAGCATGCTTAAATACAGGTTTCCTG-3’

Nhe |/Not |
Reverse (R) 5’'- TTTGCGGCCGCCTATTTAAGAAAC-3’

Plasmid DNA purification, analysis and sequencing

A single positive colony of transformed E. coli DH50 was selected and used to prepare an
inoculum. The bacteria were grown in LB medium (10 ml LB-growth containing Kanamycin
antibiotic (34 mg/ml, 1/1000) at 37 °C, 250 rpm, and overnight. Then cells were harvested and
plasmid DNA was extracted and purified using E.N.Z.A Minikit (OmegaBiotech).

Plasmid DNA constructs were analysed through agarose electrophoresis. Gels were prepared
with 0.8 -1 % agarose in TBE 1x buffer (TBE 5x: 53 g TrisBase, 27.5 g Borate, 1.21 g EDTA)
containing SYBRSafe for UV visualization (A = 254 nm). Migration was performed at 75 — 100
mV electrical field.

DNA sequencing of purified plasmids was performed by EurofinsGenomics laboratories
(Germany) and results were analysed with CLC Bio software (http://www.clcbio.com/). All
sequence alignments are available in the Appendix part p. 249/254/258.

219



Experimental part

Expression and purification of proteins

Pure plasmid DNA constructs were transformed in E. coli Rosetta-(DE3) using heat shock
method. 5 ul of pure plasmid DNA was added to 50 ul chemically competent Rosetta strain
defrost aliquot at 4 °C. Solution was incubated at 4 °C for 20 minutes before proceeding 90
sec heat shock treatment at 42 °C and mixture was immediately transferred to ice. Cells were
then grown in LB medium containing Kanamycin (34 ug/ml) and Chloramphenicol (30 ug/ml)
antibiotics, 1h at 37 °C and dropped off on LB-agar plates containing Kan/Can. A single colony
was selected and cultivated in LB medium containing usual antibiotics at 37 °C until ODsoo
reach 0.6. The culture was then induced by adding IPTG at 0,2 mM final concentration and
incubated for 20 hours at 37°C, 250 rpm.

Cells were harvested by centrifugation, resuspended in 100 mL (1/10 culture volume) cocktail
solution (TrisHCI 50 mM pH8, NaCl 200 mM, lysozyme and protease inhibitor), and lysed by
freeze/thaw cycles and sonication. After centrifugation step (32 000 x g for 20 min) clarification
of supernatant was carried out by heat treatment (15 min at 70°C) in order to remove non-
thermostable proteins. Final centrifugation (32 000 x g for 20 min) was done and supernatant
protein concentrations were determined by the Bradford method.(Bradford, 1976; Compton,
1985)

Purification and analysis of proteins

The His-tagged D. thermophilum proteins were purified from the cell free extracts on AKTA
FPLC Purifier (GE Healthcare) using IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography)
columns (GE Healthcare). 1 ml columns were equilibrated with Tris-HCI (50mM) —NaCl
(200mM) buffer (pH8) and the bound proteins were eluted using an imidazole gradient (10-
500mM)). For crystallization assays, proteins were further purified through SEC (Size
Exclusion Chromatography) purification using tris-HCI (50mM)-NaCl (200mM) buffer (pH8) as
eluent. The purity of proteins was confirmed by SDS-PAGE electrophoresis.

Bradford Protein assays

Standard calibrators were prepared in concentration ranging from 0 to 0.5 mg/ml using a BSA
stock solution (1 mg/ml). 10 ul of calibrators and protein samples (0 — 0.5 mg/ml) were added
in a 96 well-plate in triplicate. To each well 200 ul of Bradford reagent were added (Bio-Rad).
After 5 min incubation at room temperature, absorbance was measured at 595 nm. Protein
samples concentrations were calculated according experimental calibration curve.(Bradford,
1976; Compton, 1985)

Enzyme activity assays
All D. thermophilum wt enzymes’ activity were assayed in triplicate in a 96 well-plate at 37°C
in 200 pL reaction mixtures containing substrate (1 mM), 20 pL of diluted enzyme and Tris

buffer (200 mM, pH 7.0). Residual spontaneous hydrolysis of the substrate was determined on
sample containing dH»0O instead of enzyme. For para-nitrophenol (pNP) containing substrates,
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after 30 min reaction, 100 pL of sodium carbonate 1 M were added, and produced pNP was
quantified by absorbance measurement at 405 nm.

Kinetic parameters determination

The kinetic parameters Ky, kcat and kca/ Km were quantified by incubation of 200 ul reaction
mixture containing substrate (0,01 — 10 mM), 20 ul of diluted enzyme, and buffer (according to
pH Opt of each enzyme) a 96 well-plate at 37 °C. Residual spontaneous hydrolysis of the
substrate was determined on sample containing dH20 instead of enzyme. The release of pNP
was measured at 405 nm during 30 min. All kinetics parameters were calculated by fitting of
saturation curves with standard Michaélis-Menten, using Prism 6 software (GraphPad).

For experiments run at 70 °C (DtMan wt and mutants), reaction mixtures were prepared in 500
Ml in microtubes following the same protocol as above. 100 ul aliquots were withdrawn in a 96
well-plate after 10, 20 and 30 min incubation and pNP release was measured at 405 nm. All
kinetics parameters were calculated by fitting of saturation curves with standard Michaélis-
Menten, using Prism 6 software (GraphPad).

Effect of pH and temperature on enzyme activity

The optimum pH for D. thermophilum enzymes was determined by measuring appropriate
pNPGlycoside hydrolysis under several pH values ranging from pH 4 to pH 10. The buffers
used were :

- Acid citric/sodium phosphate buffer(20 mM) from pH 4.0 to 6.0;
- Imidazole/HCI buffer (20 mM) for pH 7.0;

- Tris/HCI buffer (20 mM) for pH 8.0;

- TrisBase buffer (20 mM) for pH9;

- Sodium carbonate buffer (20 mM) for pH10.

100 uL samples containing 1mM pNPGlycoside, 10 pL buffer and 5uL of diluted DtMan (wt
and mutants), DtRha or DtGly (wt and mutants), were incubated 5 min at 37°C. Then reactions
were quenched by adding 50 yL Na>COs3 (1M) and absorbance was measured at 405nm.

The dependence of the enzyme activity on temperature was determined by measuring the
hydrolysis of pNPGlycosides for several temperatures ranging from 40°C to 100°C. Samples
were prepared following the same protocol than pH-dependence study but only at the
determined enzyme optimum pH. After 5 min incubation, reaction was quenched by adding 50
ML Na>COs (1M) and relative activity was calculated according to absorbance measured for
each temperature at 405 nm.

221



Experimental part

Influence of co-solvent

In order to anticipate further uses of DtMan wt, DtRha wt or DtGly wt in organic media, the
influence of various co-solvents on those enzymes’ activity was studied. MeOH, CH3CN,
DMSO and DMF in proportion (¥/v) ranging from 5 to 50% were used. Reaction mixture were
prepared in a 96 well-plate containing substrate (1 mM), 20 pl of diluted enzyme, buffer
(according to pH Opt of each enzyme) and organic solvent 5 — 50 % /. After 1h incubation at
37 °C, pNP released was quantified at 405 nm and resulting enzyme activity was compared
with control sample without organic solvent.

Sequence analysis

DtMan wt, DtRha wt and DtGly wt peptidic sequences were retrieved from Uniprot database
(www.uniprot.org; accession numbers are B5YAN4, B5YC64 and B5YCI2 respectively) and
were blasted using the implemented Blast software in Uniprot against Uniprot and Swiss Prot
Databases. Sequences alignments between DtGlycosidase and their respective GH family
were performed using Clustal Omega at the EBI server (EBI,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).(Goujon, 2010; Sievers, 2011)
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Directed mutagenesis to DtGly and DtMan thioglycoligase mutants

The position of catalytic residues of DtGly wt and DtMan wt was determined by sequence
alignment using Clustal Omega at the EBI server and CLC Bio software. Primers containing
desired mutation on acid/base residue position (DtGly Glutamate E159; DtMan Glutamate
E425) were designed on with Agilent tools website (www.genomics.agilent.com) as described
below (mutated codons are highlighted in bold) :

Mutant

DtGly
E159A

DtGly
E159Q

Primers

5’- GAATTACTGGATGACTATAAATGCGCCCAATGCTTATGCCTTT-3’

5- AAAGGCATAAGCATTGGGCGCATTTATAGTCATCCAGTAATTC-3’

5'-CATAAGCATTGGGCTGATTTATAGTCATCCCAGTAATTCACAAGAT-3'

5'-ATCTTGTGAATTACTGGATGACTATAAATCAGCCCAATGCTTATG-3'

Forward (F)
Reverse (R)
Forward (F)

Reverse (R)
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Mutant Primers
Forward
5’-CTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATGCGAACCATTGGGGATATTA-3’
DtMan (F)
E425A Reverse
5-TAATATCCCCAATGGTTCGCATTATTTCCACACCAAAGAACTATAG-3’ (R)
Forward
5 -AATCATCCTTCTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATTGCAACCATTGGGGATATTACG-3’
DtMan (F)
E425C Reverse
5’-CGTAATATCCCCAATGGTTGCAATTATTTCCACACCAAAGAACTATAGAAGGATGATT-3’ (R)
Forward
5’ -CTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATCAGAACCATTGGGGA-3’
DtMan (F)
E425Q Reverse
5’-TCCCCAATGGTTCTGATTATTTCCACACCAAAGAACTATAG-3’ R)
Forward
5’-CTTCTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATGGAAACCATTGGGGATATTACGC-3’
DtMan (F)
E425G Reverse
5’-GCGTAATATCCCCAATGGTTTCCATTATTTCCACACCAAAGAACTATAGAAG-3’ R)
Forward
5’-ATCCTTCTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATAACAACCATTGGGGATATTA-3’
DtMan (F)
E425N Reverse
5 -TAATATCCCCAATGGTTGTTATTATTTCCACACCAAAGAACTATAGAAGGAT-3’ (R)
Forward
5’ -AATCATCCTTCTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATTCAAACCATTGGGGATATTACG-3’
DtMan (F)
E425S Reverse
5'-CGTAATATCCCCAATGGTTTGAATTATTTCCACACCAAAGAACTATAGAAGGATGATT-3’ (R)
Forward
5’-TCATCCTTCTATAGTTCTTTGGTGTGGAAATAATTATAACCATTGGGGATATTAC-3’
DtMan (F)
E425Y Reverse
5’-GTAATATCCCCAATGGTTATAATTATTTCCACACCAAAGAACTATAGAAGGATGA-3’ (R)

Site-directed mutagenesis were carried out using QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis
kit (Agilent) and pure plasmids pET28-a(+)-DtGlc wt or pET28-a(+)-DtMan wt as DNA
template. Mutagenesis products were directly transformed into XL10-Gold Ultracompetent
cells (Agilent) by heat shock method. After Agarose electrophoresis analysis, each mutant
sequence DNA was sequenced (Eurofins genomics) and confirmed to be identical to the known
wild-type enzyme sequence DNA except the target codon of catalytic Glutamate replace by
the desired amino acid codon. All sequence alignments are available in the Appendix part p.
262 and p. 267.

Mutant enzymes were expressed and purified following the general method of expression and
purification of protein described earlier in this experimental part.
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Thioglycoligase activity screening

DtGly E159X mutants and DtMan E425X mutants thioligase activity was assayed in microtubes
in water bath at 70 °C. 500 pl reaction mixture containing 1 mM substrate (pNPGIlc or pNPMan),
2 to 10 equiv. of various thiol-containing acceptors (from 50 mM mother liquor in MeOH) and
in buffer (according to pH Opt of wild-type enzymes). Residual hydrolysis activity of enzymes
was determined on samples without acceptor. 100 pl aliquots were withdrawn in a 96 well-
plate after 5, 10, 20 and 30 min incubation and pNP release was measured at 405 nm. Plotting
of Abs vs incubation time allowed to quantified enzyme’s Vmax and thus the corresponding kcat
value.

Crystallization, data collection, and model refinement

Cristallogenesis studies were carried out with the 100 screening conditions Structure Screen
1 kit (Molecular Dimensions) or 96 screening conditions JBScreen Classic HTS | kit (Jena
Bioscience). Protein crystal were grown at 20 °C by sitting-drop vapor diffusion in 2 ul drops
containing equal amount of pure protein (5 to 20 mg/ml) and screening buffer. After selection
of crystal hits, crystallization conditions were optimized by modifying the precipitant and/or the
additive concentration. After equilibration of the drops against the crystallization solution,
crystals were cryoprotected in mineral oil (MiteGen LV Qil), before freezing in liquid nitrogen.
Data were collected on beamline Proxima-1 or Proxima-2 at Soleil Synchrotron Facility, scaled
and reduced with the X-Ray Detector Software XDS.(Kabsch, 2010) For DtMan wt model
refinement, Man2A from Bacteroides thetaiotaomicron crystal structure (pdb 2JE8)(Tailford,
2007) was used as a template for molecular replacement in PHASER program.(McCoy, 2007)
The model is currently completed by iterative cycles of manual model building and real space
refinement using the program Coot(Emsley, 2010) and crystallographic refinement using
Phenix.refine.(Adams, 2010) Pymol software was used for generation of all protein structure
images (http://www.pymol.org).

Antimicrobial assay

The potential antimicrobial activity of the products was assessed by the micro-challenge test
method originally described in abdellaoui et al., 2010.(El Abdellaoui, 2010)

The microorganisms used include all the strains recommended in the current reglementary
method for cosmetic preservative efficacy testing (EN 1SO11930): Pseudomonas aeruginosa
(Pa) ATCC 9027, Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 6538, Escherichia coli (Ec) ATCC 8739,
Candida albicans (Ca) ATCC 10231 and Aspergillus brasiliensis (Ab) ATCC 16404. These
microorganisms were grown 24-48h at 35°C on tryptone soja broth (Biokar, ref BKO46HA) for
the bacteria, Yeast Mold broth (Difco, ref 271120) for Candida albicans or Sabouraud broth
(Biokar, ref BKO26HA) for Aspergillus brasiliensis, before preparation of a pure saline inoculum
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containing between 10%-107 (fungus and yeast) or between 107-108 (bacteria) cfu mL-". Prior
to the contamination, each sample was first solubilized in water at 5 mg.mL-", then in 0.85 %
saline to obtain different concentrations from 12.5 yg.mL-1to 500 pug.mL-". Phenonip 0.5 %
and 0.85 % saline solutions were respectively used as positive and negative controls. Samples
and controls were deposed in duplicate, in five deep-wells plates (one for each tested
microorganism) and contaminated with 10 ul of inoculum of each microorganism. The plates
were covered with adhesive breathable film and incubated at 22°C. Microbial counts were done
at day 1 (24h), days 7 and 14 for each sample. Counting was performed with a TTC
micromethod for the yeast and bacteria and with the conventionnal agar plating method on
Sabouraud gelose (Biokar, BM17308) for Aspergillus brasiliensis. Triphenyltetrazolium
chloride (TTC) micromethod was performed as follow : in sterile 96 wells (250 pl) microplates,
20 pl of each sample were ten fold serialy diluted in 180 pl of Letheen broth (LB) (Difco, ref
268110) containing 1.5% Tween 80 (Sigma, ref P1754) and TTC (Sigma, ref T8877) For the
strain Candida albicans, Sabouraud broth was used instead of LB. The microplates were
incubated 48 h at 32,5°C and the microoganisms growth was monitored as color change from
colorless to pink/red. The reciprocal highest dilution indicating growth allows the determination
of the log number of each microorganism at each time.
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Organic & Enzymatic synthesis
Experimental procedures

Chromatography (TLC/FC)

Thin Layer Chromatography (TLC) analysis were performed on E. Merck 60 F2s4 Silica Gel non
activated plates. Eluents used were a mixture of dichloromethane-methanol, petroleum ether-
ethyl acetate and acetonitrile-water. Ratios are described in experimental part. Compounds
were visualized by UV (A = 254nm) and/or spraying with orcinol stain (5 % H2SO4 in ethanol
solution containing 5 % orcinol (w/v)) or vanillin stain (1 % H2SO4 in ethanol solution containing
5 % vanillin (w/v)) and followed by charring at 150 °C. Column Flash Chromatography were
conducted using Silica gel 60 (230-400 mesh, 40-63 um).

Optical rotation

Specific rotation was measured on a Model 341 Perkin-Elmer polarimeter using a sodium lamp
(A=589 nm) at 20 °Cina 1 dm cell.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

'H and 3C NMR spectra were recorded on an Avance |l Bruker spectrometer at 250 MHz ('3C,
62.9 MHz) or an Avance |l HD NanoBay Bruker at 400 MHz ('3C: 100 MHz). Chemical shifts
(86) are given in parts per million from tetramethylsilane (TMS) as internal standard. The
following abbreviations are used for the proton spectra multiplicities : s : singlet, d : doublet, t :
triplet, q : quartet, m : multiplet, b : broad, dd : doublet of doublet.
General carbon numbering:

Carbon numbering of carbohydrates were done according to the general method and
remembered below.

Carbohydrates scaffold
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HRMS

Electronic ionspray methodology was used to record mass spectra. HRMS spectra were
recorded on a Maxis Bruker 4G.

HPLC

Chromatographic analysis were carried out on the Waters 2690 separation module (Waters)
equipped with the Waters 2996 Photodiode Array (PDA) Dectector. HPLC separation was
performed with an Alltima C18 column (150x 4.6 mm; 5u). Separation was done at a flow rate
of 1 mL/min. The mobile phase employed for the separation was composed of water (solvent
A) and acetonitrile (solvent B) both acidified with 0.1% formic acid and it was used according
to the following elution gradient 0-2 min: 5% B; 2-25 min: 5-35% B; 25-29 min: 35-70% B; 29-
37 min: 70-5% B. The injection volume was 20 pL. The diode-array detector recorded the UV
spectra from 190 to 300 nm. The acquisition and data processing were done with the software
Millenium.
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Alkyl O-glycoside synthesis

General Procedure 1 :

To a solution of pNP-B-D-glycopyranoside (1.0 equiv.) in citric acid/ sodium phosphate buffer
(20 mM, pH 6, 2 mL) were added glycoside acceptors (50 equiv.). The reaction mixture was
stirred and warmed up to 37°C, the wild type enzyme DtGly (0.35 mg.mL"", 20 nmol, 3 mL)
was added and the reaction was monitored by TLC (ACN/ H20, 6:1) until full disappearance of
glycoside donor (typically 8h). Then the mixture was concentrated under reduced pressure and
purified.
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Methyl 1-O-B-D-glucopyranoside (7) (Katsumi Kurashima, 2003)

H /& C7H140¢
%O O— Exact Mass: 194,08
OH
1

MW: 194,18 g.mol”’

The title compound 71 was prepared from pNP-B-D-glucopyranoside (20.7 mg, 69 pmol)
according the general procedure 1. The expected product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as uncoloured oil (8.3 mg; 54 %), Rr= 0.43 (ACN/H:0,
6:1), [a]*°> = -24 (c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 4.4 (d, J12 =8 Hz, 1H, H-1); 3.95 (dd, Js6= 1.2 Hz, Jssr = 12.4
Hz, 1H, H-6’); 3.75 (dd, Jss = 6 Hz, Jsss» = 11.6 Hz, 1H, H-6"); 3.6 (s, 3H, OCH5); 3.5 (m, 2H,
H-3, H-5); 3.4 (bt, Jsu= J4s= 9.6 Hz, 1H, H-4); 3.29 (bt, J12.= 8,9 Hz, 1H, H-2), assignments
were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D,0), 6 = 103,2 (C-1), 75,9 (C-5), 75,8 (C-3), 73,1 (C-2), 69,7 (C-4), 60,8
(C-6), 57,2 (OCHga), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]* C7H14NaOs m/z theoretical : 217.0682
m/z measured : 217.0678

[M+ HJ C7H150s m/z theoretical : 195.0863

m/z measured : 195.0859
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Ethyl 1-O-B-D-glucopyranoside (2) (Katsumi Kurashima, 2003)

OH
o CaH160
H b 81166
%&o\a‘/ Exact Mass: 208,09
OH
2

MW: 208,21 g.mol’

Title compound 2 was obtained from pNP-B-D-glucopyranoside (20.0 mg, 66 pmol) following
the general procedure 1. A flash chromatography (DCM/MeOH, 9:1) afforded the expected
compound as colourless oil (7.9 mg; 57 %), Ri= 0.51 (ACN/Hz0, 6:1), [a]*°> = -34,3 (c = 1,
H.0).

Analytica data :

'"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 4.5 (d, J12 = 8 Hz, 1H, H-1); 4.0 (m, 1H, OC.H’); 3.94 (dd, Jss=
4 Hz, Jsyer= 12.4 Hz, 1H, H-6); 3.75 (m, 2H, OC.H”, H-6"); 3.5 (m, 2H, H-3, H-5); 3.4 (bt, J34
= Jys = 9.2 Hz, 1H, H-4); 3.29 (bt, J23= 9.2 Hz, 1H, H-2); 1.26 (bt, Ja = 8 Hz, 3H, OCH2CH}3),
assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D;0), 6 = 101.9 (C-1); 75.9 (C-5), 75.8 (C-3); 73.1 (C-2); 69.7 (C-4); 66,2
(OCsH2CHs); 60. 8 (C-6); 14.3 (OCH2CsH3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1sNaOs m/z theoretical : 231.0839
m/z measured : 231.0837

[M+ HJ CgH170s m/z theoretical : 209.1019

m/z measured : 209.1021
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Isopropyl 1-O-$-D-glucopyranoside (3) (Li, 2003)

OH
0 CoH150
H 9186
O-a
%6% \(b‘ Exact Mass: 222,11
OH b
3

MW: 222,24 g.mol"

Title compound 3 was synthesized from pNP-B-D-glucopyranoside (24.0 mg, 80 pmol)
following the general procedure 1. The desired product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeQOH, 9:1) as colourless oil (5.9 mg; 33 %). Ri= 0.64 (ACN/H.0, 6:1),
[a]?% = -26 (c = 1, H20).

Analytical data :

'H NMR (400 MHz, D20), 6 =4.56 (d, J12 = 8 Hz, 1H, H-1); 4.14 (m, 1H, OC.H); 3.93 (bdd,
Jeier = 12.3 Hz, 1H, H-6’); 3.73 (dd, Jss= 2 Hz, Jsss» = 12.3 Hz, 1H, H-6"); 3.5 (m, 2H, H-3, H-
5); 3.4 (bt, Jss = Jus = 9.6 Hz, 1H, H-4); 3.24 (bt, J1» = 8 Hz, 1H, H-2); 1.27 (d, Ja»= 6 Hz, 3H,
OCHCHSs); 1.24 (d, Jan = 6 Hz, 3H, OCHCyHSs), assignments were confirmed by gCOSY.

13C NMR (100 MHz, D20), § = 100 (C-1); 76 (C-3, C-5); 73.2 (C-2); 73 (OCsHCHj3); 69.7 (C-4);
60.8 (C-6); 22 (OCH2CpH3); 21 (OCH2CyH3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1gNaOs m/z theoretical : 245.0996
m/z measured : 245.0994

[M+ HJ CoH190s m/z theoretical : 223.1176

m/z measured : 223.1177
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Butyl 1-O-B-D-glucopyranoside (4) (Katsumi Kurashima, 2003)

OH
@) C+oH-00
H%O&&o\)\) 10Hzd0%
a c Exact Mass: 236,13
OH
4

MW: 236,26 g.mol"

The title compound 4 was prepared from pNP-B-D-glucopyranoside (20.0 mg, 66 pmol)
according the general procedure 1. The expected product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as a colourless oil (10 mg; 64 %). Ri= 0.63 (ACN/H20,
6:1), [a]*°> = -35,6(c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), § =4.5 (d, J12 = 8 Hz, H-1); 3.95 (m, 2H, OC.H'CH,, H-6’); 3.73 (m,
2H, OC,HCH>, H-6"); 3.5 (m, 2H, H-3, H-5); 3.4 (bt, J34 = 9.2 Hz, 1H, H-4); 3.28 (bt, J12= 8
Hz, J2;3= 9.2 Hz, 1H, H-2); 1.63 (m, 2H, CH>CyH>CH); 1.4 (m, 2H, CH2C:H2CHj3); 0.93 (bt, Jou
= 7.6 Hz, 3H, CH.C4H3), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D20), 6 = 102.2 (C-1); 75.9-75.8 (C-3, C-5); 73.2 (C-2); 70.4 (OC,H.CH>);
69.7 (C-4); 60.8 (C-6); 30.9 (CpH2CHy); 18.45 (C,H2CHj3); 13.0 (CH2C4H3), assignments were
confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CoH20NaOs m/z theoretical : 2569.1152
m/z measured : 259.1151

[M+ HJ C10H2106 m/z theoretical : 237.1332

m/z measured : 237.1332
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Hexan-6-0l-1-O-B-D-Glucopyranoside (5) (K. Kurashima, 2004)

OH
HQ‘S&/O\/b\/d\/f\OH C12H24O7
c e Exact Mass: 280,15
OH

MW: 280,32 g.mol"

a
5

The title compound 5 was synthesized from pNP-B-D-glucopyranoside (20.0 mg, 66 pmol)
according the general procedure 1. The expected compound was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colorless oil (15,6 mg; 86 %). Ri= 0.49 (ACN/H.0, 6:1),
[a]*°5 = -32,1(c = 1, H20).

Analytical data :

'"H NMR (400 MHz, D20), & =4.48 (d, J1,» = 8Hz, 1H, H-1); 3.94 (m, 2H, H-6’, OC.H'CH,); 3.74
(m, 2H, H-6", OC.HCHy); 3.63 (t, Jor = 6.8Hz, 3H, CiH.OH); 3.49 (m, 2H, H-3, H-5); 3.42 (bt,
Js4=Js5=9.6 Hz, 1H, H-4); 3.28 (d J12= 8Hz, 1H, H-2); 1.65 (m, 2H, CH2C,H>); 1.59 (m, 2H,
CCH2CcCH->); 1.40 (m, 4H, C.H.C4CH>), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D;0), 6 = 102.3 (C-1); 76 (C-5); 75.9 (C-3); 73.2 (C-2); 70.6 (-OC.Hy);
69.8 (C-4); 61.8 (CH20H); 60.9 (C-6); 31.3 (CcH2CH20H); 28.8 (CH2CsH2); 24.8 (CcH2CqH2),
assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  Ci2H24NaOy m/z theoretical : 303.1414
m/z measured : 303.1414

M+ HJ C12H2507 m/z theoretical : 281.1595

m/z measured : 281.1592
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Methyl 1-O-B-D-galactopyranoside (6) (Hancock, 2005)

OH
OH
0 C7H1406
HO O— Exact Mass: 194,08
OH MW: 194,18 g.mol"
6

The title compound 6 was prepared from pNP-B-D-galactopyranoside (20 mg, 66 pmol)
according the general procedure 1. The desired product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeQOH, 9:1) as colourless oil (7.4 mg; 58 %). Ri= 0.38 (ACN/H20, 6:1),
[a]?5 =-2 (c =1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), & = 4.35 (d, J12 = 8 Hz, 1H, H-1); 3.95 (d, J34 = 3.2 Hz, 1H, H-4);
3.80 (m, 2H, H-6); 3.73 (m, 1H, H-5); 3.7 (dd, J34 = 3.6 Hz, J>3 = 10 Hz, 1H, H-3); 3.6 (s, 3H,
OCH3); 3.53 (dd, J1,2 =8 Hz, J23 = 10 Hz, 1H, H-2), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D;0), & = 103.8 (C-1); 75.2 (C-5), 72.8 (C-3); 70.7 (C-2); 68.7 (C-4); 61
(C-6); 57.2 (OCHs), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CsH14NaOs m/z theoretical : 217.0683
m/z measured : 217.0680

[M+ HJ C7H1506 m/z theoretical : 195.0863

m/z measured : 195.0863

235



Experimental part

Ethyl 1-O-B-D-galactopyranoside (7) (Stevenson, 1993)

OH oH
o) b CgH1606
O .
HO \a/ Exact Mass: 208,09
OH MW: 208,21 g.mol’
7

The title compound 7 was synthesized starting from pNP-B-D-galactopyranoside (20 mg, 66
pmol) according the general procedure 1. The desired product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (9.7 mg; 57 %). Ri= 0.46 (ACN/H.0, 6:1),
[a]?%5 =-6,3 (c = 1, H20).

Analytical data :

'"H NMR (400 MHz, D20), 6 =4.44 (d, J1»=8 Hz, 1H, H-1); 4.0 (m, 1H, OC.H>'CHs); 3.83 (bdd,
Jss = 3.2 Hz, 1H, H-4); 3.76 (m, 4H, OC.H>"CHs, H-6, H-5); 3.66 (dd, J34 = 3.2 Hz, J23 = 8 Hz,
1H, H-3); 3.53 (bt, J12 = J23=8 Hz, 1H, H-2); 1.26 (bt, Jap = 8 Hz, 3H, OCH,CyH3), assignments
were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D20), 6 = 102.4 (C-1); 75.1 (C-5), 72.8 (C-3); 70.6 (C-2); 68.6 (C-4); 66.1
(OCH2CHj3); 60.9 (C-6); 14.2 (OCH2CHs), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1sNaOs m/z theoretical : 231.0839
m/z measured : 231.0836

[M+ HJ CgH170s m/z theoretical : 209.1019

m/z measured : 209.1018
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Experimental part

Isopropyl 1-O--D-galactopyranoside (8) (Ooi, 1985)

OH

OH
0 " CgH1506
HO o\a( Exact Mass: 222,11
b

OH MW: 222,24 g.mol’
8

The title compound 8 was prepared from pNP-B-D-galactopyranoside (20 mg, 66 pmol)
according the general procedure 1. The desired product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOQOH, 9:1) as colourless oil (4,4mg; 31%). Rr= 0.48 (ACN/H20, 6:1),
[a]?%5 =-19 (c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D;0), 6 = 4.50 (d, J12 = 7.9 Hz, 1H, H-1a); 4.14 (m, 1H, OC,H); 3.95 (d,
Js34=3.1 Hz, 1H, H-4); 3.86-3.63 (m, 4H, H-3, H-5, H-6); 3.49 (bt, J-3 = 8.9 Hz, 1H, H-2); 1.28
(d, Jaw = 6 Hz, 3H, CpH3); 1.24 (d, Jan = 6 Hz, 3H, CyHs), assignments were confirmed by
gCoOSY.

3C NMR (125 MHz, D,0), § = 101 (C-1); 75 (C-5); 73 (OCsH); 72.9 (C-3); 70.8 (C-2); 69 (C-
4); 60.9 (C-6); 22.4 (CpH3); 21 (CpHs3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1gNaOs m/z theoretical : 245.0996
m/z measured : 245.0994

[M+ HJ CoH190s m/z theoretical : 223.1176

m/z measured : 223.1175
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Experimental part

Butyl 1-O-B-D-galactopyranoside (9) (Ooi, 1985)

OH OH
o) C10H2006
b d
HO O\a/\c/ Exact Mass: 236,13
OH MW: 236,26 g.mol’
9

The title compound 9 was prepared from pNP-p-D-galactopyranoside (16.8 mg, 61 pmol)
according the general procedure 1. The desired product was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (11.4 mg; 79%). Rr= 0.61 (ACN/H20, 6:1),
[a]?°0 = +2 (c = 1, H20).

Analytical data :

'"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 4.41 (d, J12= 8 Hz, H-1); 3.96 (m, 2H, OC,H'CH2, H-4); 3.79 (m,
2H, H-6); 3.7 (m, 3H, OC.H"CHz, H-3, H-5); 3.53 (bt, J12= 8 Hz, J23=9.2 Hz, 1H, H-2); 1.63
(m, 2H, OCH2CnH2CH2); 1.4 (m, 2H, Cc.H2CHz3); 0.93 (t, Jow = 7.6 Hz, 3H, CH2C4Hs),
assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (100 MHz, D20), 6 = 102.8 (C-1); 75.1 (C-5), 72.9 (C-3); 70.9 (C-2); 70.4 (OC,H.CH>);
68.7 (C-4); 60.9 (C-6); 31.0 (OCH2CxH2); 18.7 (C:H2CHa); 13.2 (CH2CyH3), assignments were
confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CoH20NaOs m/z theoretical : 2569.1152
m/z measured : 259.1151

[M+ HJ C10H2106 m/z theoretical : 237.1333

m/z measured : 237.1331
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Experimental part

6-Hydroxyhexyl 1-O-B-D-galactopyranoside (710) (Stevenson, 1993)

OH OH
0 b d f C12H2407
HO O———————0H Exact Mass: 280,15
a c e y
OH MW: 280,32 g.mol
10

The title compound 70 was synthesized from pNP-p-D-galactopyranoside (21.0 mg, 66 umol)
according the general procedure 1. The expected compound was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (19.5 mg; 99 %). Rr= 0.43 (ACN/H20,
6:1), [a]?°o = +5 (c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D;0), § =4.43 (d, J12.= 8Hz, 1H, H-1); 3.96 (m, 2H, H-4, OC,H'CH); 3.80
(m, 2H, H-6); 3.71 (m, 3H, H-3, H-5, OC,H"CH>); 3.64 (t, Jes= 6.8 Hz, 2H, CH.C:H.0OH); 3.53
(bt, J34= 9.6 Hz, 1H, H-4); 3.28 (bt, J23= 9.6 Hz, 1H, H-2); 1.68 (m, 2H, CH,CpH>); 1.59 (m,
2H, CH,CcH2); 1.41 (m, 4H, C.H-CyH-), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), = 103 (C-1); 75 (C-5); 73 (C-3); 71 (C-2); 70 (OCsH.CHy); 69 (C-
4); 62 (CszOH); 61 (C-G); 31 (CeH2CH20H); 29 (OCHszHz); 25 (CCHzcde), assignments
were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  Cq2H24NaO7 m/z theoretical : 303.1414
m/z measured : 303.1413

[M+ HJ C12H2507 m/z theoretical : 281.1595

m/z measured : 281.1593
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Experimental part

1,2-Isopropylidene 1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-glycerol (11)

OH
o)
H(ﬁo&h&o a C1oH2,0g
OH
C

b o Exact Mass: 294,13

al e MW: 294,30 g.mol’
11 o
.

The title compound 7171 was synthesized from pNP-B-D-glucopyranoside (33.2 mg, 110 pmol)
according the general procedure 1. The expected compound was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colorless oil (18.2 mg; 56 %). Ri= 0.50 (ACN/H-0, 6:1),
[a]*° =-31 (c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 4.52 (m, 2H, H-1, OCH,CyH); 4.21 (bt, Jou» = 8.4 Hz, 1H, C.H'O),
3.98 (m, 2H, H-6’, OC,H'CH); 3.88 (bt, Jo» = 8 Hz, 1H, , CHC:H"O); 3.83 (dd, Jan = 3.2, Java’
=10.8Hz, 1H, OC,H"CH); 3.77 (dd, Js6'= 5.6 Hz, Js6>= 12 Hz, 1H, H-6"); 3.48 (m, 3H, H-3, H-
5, H-4); 3.35 (bt, J12=8Hz, 1H, H-2); 1.52 (s, 3H, CoH3); 1.45 (s, 3H, Ce'Hs), assignments were
confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), & = 110 (Cq); 102.4 (C-1); 76 (C-5); 75.6 (C-3); 74 (OCH.CH); 73
(C-2); 70 (OC:Hz); 69.6 (C-4); 65 (C:H20); 60.7 (C-6); 25.5 (CeH3); 24 (Ce'Hs), assignments
were confirmed by gHSQC and HMBC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  C42H22NaOg m/z theoretical : 317.1207
m/z measured : 317.1208

[M+ HJ* C12H230s m/z theoretical : 295.1387

m/z measured : 295.1396
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Experimental part

1,2-Isopropylidene 1-O-(B-D-galactopyranosyl)-(S)-glycerol (12)

OH

OH
@)
HO o-a C12H2208

OH b Exact Mass: 294,13

c MW: 294,30 g.mol"
d "
. o%e
el

The title compound 712 was synthesized from pNP-p-D-galactopyranoside (27.4 mg, 91 umol)
according the general procedure 1. The expected compound was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (19.7 mg; 73 %). Rr= 0,48 (ACN/H20,
6:1), [a]?°o = +5 (c = 1, H20).

Analytical data :

'"H NMR (400 MHz, D20), § = 4.50 (m, 1H, OCH2CyH); 4.45 (d, J12= 8Hz, 1H, H-1); 4.2 (t, Jp
= 8 Hz, 1H, CHC.H'O); 3.98 (m, 2H, H-4, OC.H'CH); 3.87 (bt, Jpr» = 8 Hz, 1H, CHC.H"O); 3.8
(m, 3H, H-6, OC,H'CH); 3.7 (m, 2H, H-3, H-5); 3.56 (bt, J23 = 6.4 Hz, 1H, H-2); 1.5 (s, 3H,
CeHs); 1.43 (s, 3H, CeHs), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 8 = 110 (CH3C4CHs); 103 (C-1); 75 (C-5); 74 (OCH2C,HCH>); 73
(C-3); 71 (C-2); 70 (OCsH2CH); 69 (C-4); 65 (CHC.H20); 61 (C-6); 26 (CeHs); 24 (CeH3),
assignments were confirmed by gHSQC and gHMBC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  Cq2H2NaOs m/z theoretical : 317.1207
m/z measured : 317.1208

[M+ HJ C12H230s m/z theoretical : 295.1387

m/z measured : 295.1396
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Experimental part

1,2-Isopropylidene 1-O-(B-D-xylopyranosyl)-(S)-glycerol (713)

@)
H%Mo a C11H200,
OH
c

b o Exact Mass: 264,12
d MW: 264,27 g.mol’
13 o "
eI

The title compound 13 was synthesized from pNP-B-D-xylopyranoside (21.3 mg, 114 pmol)
according the general procedure 1. The expected compound was obtained after a flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (10.6 mg; 51 %). Rr= 0.68 (ACN/H-0,
6:1), [a]*°0 =-32 (c = 1, MeOH).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D;0), 6 = 4.48 (m, 1H, OCH.CyH); 4.45 (d, J12= 8 Hz, 1H, H-1); 4.19 (t,
Joe = 8 Hz, 1H, CHC:H'O); 3.98 (dd, J4s = 5.2 Hz, Js5» = 11.6 Hz, 1H,H-5); 3.92 (bdd, Jan =
6.4 Hz, Jaz» = 10.8 Hz, 1H, OC,H’CH); 3.89 (bt, Jcy = 6.8 Hz, 1H, CHC.H"O); 3.79 (bdd, Ja
= 3.6 Hz; Jae» = 10.8 Hz, 1H, OC,H>"CH); 3.65 (m, 1H, H-4); 3.46 (t, J23 = 9.2 Hz, 1H, H-3);
3.34 (m, 2H, H-57, H-2), 1.49 (s, 3H, CeH53); 1;42 (s, 3H, CeHs3), assignments were confirmed
by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 8 = 110 (CHs-C,-CHs); 103 (C-1); 76 (C-3); 74 (OCH2-CypH-); 73 (C-
2); 70 (OCsH2-CH-); 69 (C-4); 65.4 (-CH-C:H20); 65 (C-5); 26 (-CeH3); 24 (-CeHa),
assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  C41H20NaO7 m/z theoretical : 287.1101
m/z measured : 287.1102

[M+ HJ* C11H2107 m/z theoretical : 265.1282

m/z measured : 265.1282
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Experimental part
Glyceride-O-glycosides synthesis

General Procedure 2 :

1,2-Isopropylidene-1-O-(B-D-glycopyranosyl)-glycerol was dissolved in a solution of acetic acid
(70%) in water (3ml). The reaction was warmed up to 60 °C and left to stir until full deprotection
was evident by TLC (~ 3h). Then the mixture was concentrated, co-evaporated with toluene (3
times) and purified
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Experimental part

1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-glycerol (14) (Tyl, 2004)

CoH1g0s
Exact Mass: 254,10
MW: 254,24g.mol""!

The title compound 74 was prepared from 1,2-Isopropylidene-1-O-(B-D-glucopyranosyl)-(S)-
glycerol 11 (15.5 mg, 53 ymol) according the general procedure 2. The expected product was
obtained after a flash chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as uncoloured oil (8,3 mg, 62 %), Rs
= 0.21 (ACN/H20, 6:1), [a]*°> = - 25 (c = 1, H20).

Analytical data :

'H NMR (400 MHz, D;0), 6 = 4.49 (d, J12 = 8 Hz, 1H, H-1); 3.95 (m, 3H, H-6’, OCH2CyH,
CHC.H'OH); 3.73 (m, 3H, H-6", CHC:H"OH, OC,H'CHOH); 3.64 (bdd, Ja» = 5.6, Jaza = 11.6
Hz, 1H, OC,H"CHOH); 3.52 (bt, J2;3 = 9.2Hz, 1H, H-3); 3.47 (dd, Jss = 2, Js6” = 6.4 Hz, 1H, H-
5); 3.42 (bd, J3u = 9.6 Hz, 1H, H-4); 3.33 (bt, Jos = 8.8 Hz, 1H, H-2), assignments were
confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D;0), & = 102 (C-1); 76 (C-3); 75.6 (C-5); 73 (C-2); 71 (C,HOH); 70
(CcH20H); 69.6 (C-4); 62 (OC,H>); 61 (C-6), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1gNaOs m/z theoretical : 277.0894
m/z measured : 277.0892

M+ HJ* CoH190s m/z theoretical : 255.1074

m/z measured : 255.1073
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Experimental part

1-O-(B-D-galactopyranosyl)-(S)-glycerol (15) (Tyl, 2004)

OH OH
Q CgH1g0g
HO O )
Exact Mass: 254,10
OH OH MW: 254,24g.mol’
15 H

The title compound 15 was prepared from 1,2-Isopropylidene-1-O-(-D-galactopyranosyl)-(S)-
glycerol 12 (20.6 mg, 70 ymol) according the general procedure 2. The expected product was
obtained after a flash chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (8.9 mg, 50 %), Rs
=0.18 (ACN/H20; 6:1), [a]?% = +7 (c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 4.44 (d, J12 = 8 Hz, 1H, H-1a); 3.95 (m, 3H, H-4, OCH.C,H,
CHC.H'OH); 3.86-3.77 (m, 3H, H-6, CHC.H"OH); 3.75-3.62 (m, 3H, H-3, H-5, OC,H>); 3.58
(bt, J12 =8 Hz, 1H, H-2), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 3 = 103 (C-1); 75 (C-5); 72.6 (C-3); 70.8 (C,HOH); 70.7 (C:H20H);
70.4 (C-2); 68.6 (C-4); 62.3 (C-6); 61 (OC,H.), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1sNaOs m/z theoretical : 277.0894
m/z measured : 277.0894

[M+ HJ CgoH190s m/z theoretical : 255.1074

m/z measured : 255.1075
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Experimental part

1-O-(B-D-xylopyranosyl)-(S)-glycerol (16)

(@)
H%MO\Z CgH1607

OH Exact Mass: 224,09

OH MW: 224,21 g.mol’
16 H

The title compound 16 was prepared from 1,2-Isopropylidene-1-O-(B-D-xylopyranosyl)-(S)-
glycerol 13 (15.2 mg, 57.6 uymol) according the general procedure 2. The expected product
was obtained after a flash chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as uncoloured oil (8 mg, 62 %),
Rr=0.39 (ACN/H20; 6:1), [a]*’p = - 38.2 (c = 1, MeOH).

Analytical data :

'H NMR (400 MHz, D20), & = 4.44 (d, J12= 8 Hz, 1H, H-1a); 3.93 (m, 3H, H-5", OCH2CuH,
CHC.H'OH); 3.76 (bdd, Jpr = 3.6 Hz, Jorr= 10.4 Hz, 1H, CHC.H"OH); 3.64 (m, 3H, H-4,
OCaHy); 3.47 (bt, J2i3=9.2 Hz, 1H, H-3); 3.33 (m, 2H, H-2, H-5”), assignments were confirmed
by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D;0), & = 103.2 (C-1); 75.6 (C-3); 72.9 (C-2); 70.7 (C,HOH); 70.3
(CpH20H); 69.2 (C-4); 65 (C-5); 62.3 (OC,H>), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CgH1gNaOs m/z theoretical : 247.0788
m/z measured : 247.0788

[M+ HJ CoH190s m/z theoretical : 225.0969

m/z measured : 225.0967
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Experimental part
Enzymatic thioglycosylation

General procedure 3 :

To a solution of pNP-B-D-glucopyranoside (1.0 equiv.) in TrisBase/ Tris HCI buffer (20 mM,
pH9, 2ml) were added successively 10 equiv. of glycoside acceptor and the thioglycoligase
mutant DtGly E159Q (5.22 mg.ml-', 49 nmol, 500 pl). The reaction was allowed to stir at 37 °C
overnight. TLC (ACN/ H20, 6:1) revealed full disappearance of starting material, reaction
mixture was concentrated under reduced pressure and purified.
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Experimental part

4-Chlorophenyl 1-thio-B-D-glucopyranoside (17) (Samoshin, 2014)

MW : 306,76 g.mol"

OH
0 C4oH5CIO5S
H%&S 12M15 . 5
Exact Mass: 306,03
OH Cl
17

Tittle compound 717 was obtained using pNP-B-D-glucopyranoside (0.03 mmol, 1.0 equiv.) and
commercial 4-Chlorothiophenol (0.3 mmol, 10 equiv.) as glycoside acceptor according the
general procedure 3. The desired product was obtained after Cs flash chromatography
(H20/MeOH, 100:0 — 50:50) as white solid (8.3 mg, 90 %), Rr= 0.25 (ACN/H0, 6:1), [a]?*%p = -
65 (c = 1, MeOH).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 7.55 (d, Juar = 8 Hz, 2H, Har); 7.31 (d, Jhar = 8 Hz, 2H, Ha/); 4.57
(d, J12 =10 Hz, 1H, H-1); 3.86 (m, 1H, H-6’); 3.68 (m, 1H, H-6"); 3.33 (m, 3H, H-3,H-4, H-5);
3.16 (bt, J12 =10 Hz; 1H, H-2), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 6 = 134,4 (Car); 134,3 (CHa); 134 (Car); 130 (CHar); 89 (C-1); 80 (C-
5), 74 (C-3); 71 (C-2); 71 (C-4); 63 (C-6), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + H]*  C42H16CIOsS m/z theoretical : 306.0631
m/z measured : 306.0256
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Experimental part

Phenyl 1-thio-B-D-glucopyranoside (78) (Samoshin, 2014)

MW : 272,32 g.mol"’!

OH
H%ﬁs C12H1605S
E Mass: 272,07
OH xact Mass ,0
18

Tittle compound 18 was obtained using pNP-B-D-glucopyranoside (0.03 mmol, 1.0 equiv.) and
commercial thiophenol (0.3 mmol, 10 equiv.) as glycoside acceptor according the general
procedure 3. The desired product was obtained after C+s flash chromatography (H.O/MeOH,
100:0 — 50:50) as white solid (9 mg, 98 %), Rr= 0.3 (ACN/H20, 6:1), [a]?®o = - 70 (c = 1, H20).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 7.55 (d, Juar = 8 Hz, 2H, Har); 7.31 (d, Jhar = 8 Hz, 2H, Ha); 7.22
(m, 1H,Har); 4.57 (d, J12 =10 Hz, 1H, H-1); 3.86 (m, 1H, H-6’); 3.67 (m, 1H, H-6"); 3.33 (m, 3H,
H-3,H-4, H-5); 3.22 (bt, J1» = 10Hz; 1H, H-2), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 6 = 134,4 (Car); 134,3 (CHar); 134 (Car); 130 (CHar); 89 (C-1); 80 (C-
5), 74 (C-3); 71 (C-2); 71 (C-4); 63 (C-6), assignments were confirmed by gHSQC.
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Experimental part

4-Aminophenyl 1-thio-B-D-glucopyranoside (79) (Brachet, 2013)

OH
Q N
H%@S C12H17NOsS
Exact Mass: 287,08
OH NH,
19

MW : 287,33 g.mol’!

Tittle compound 79 was obtained using pNP-B-D-glucopyranoside (0.13 mmol, 1.0 equiv.) and
commercial 4-aminothiophenol (1.6 mmol, 10 equiv.) as glycoside acceptor according the
general procedure 3. The desired product was obtained after flash chromatography
(DCM/MeOH, 9:1) as white solid (45.8 mg, 100 %), Rs= 0.33 (ACN/H20, 6:1).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 7.44 (d, Juar = 8 Hz, 2H, Ha); 6.85 (d, Jhar = 8 Hz, 2H, Har); 4.57
(d, J1i2 =12 Hz, 1H, H-1); 3.90 (dd, Js' = 1,2 Hz, Jss» = 16 Hz 1H, H-6'); 3.72 (dd, Jss = 4 Hz,
Jever = 16 Hz, 1H, H-6"); 3.51 (bt, J23 = J34 = 8 Hz, 1H, H-3); 3.44 (m, 2H, H-4, H-5); 3.28 (bt,
Jos = 8Hz, 1H, H-2), assignments were confirmed by gCOSY.

13C NMR (125 MHz, D20), & = 147 (Car); 135 (CHar); 119 (Car); 117 (CHar); 88 (C-1); 80 (C-5),
77 (C-3); 72 (C-2); 69 (C-4); 61 (C-6), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  C12H17NNaOsS m/z theoretical : 310.0720
m/z measured : 310.0720

[M+ H]* C12H18sNO7S m/z theoretical : 288.0900

m/z measured : 288.0899
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Experimental part

Esterification of 4-Mercaptoaryl glycoside acceptors

General Procedure 4 :

To a solution of commercial 4-Mercaptoaryl acid in methanol was added a catalytic amount of
H.SO4 conc(18 M). The reaction mixture was allowed to stir under reflux for 18 hours. Resulting
solution was concentrated under reduced pressure then diluted with EtOAc (10 ml), wash with
H20 (3 x 15 ml) and Na2COs szt (3 x 15 ml). Organic layers were combined, dried over MgSO4
and concentrated
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Experimental part

4-Mercaptobenzoic methyl ester (27) (Novoa, 2014)

COOMe CgHgO,S
Exact Mass: 168,02
HS 21 MW: 168,21 g.mol™

Tittle compound 27 was obtained following the general method 3 starting from commercial 4-
Mercaptobenzoic acid (1.0 g, 6.5 mmol). The desired compound was obtained after flash
chromatography (PE/EtOAc, 1:1) affording white solid (408,6 mg, 40 %), Rs= 0.58 (EP/EtOAc,
2:1).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, CDCls), 6 = 7.9 (d, Juar = 7.2 Hz, 2H, Har); 7.3 (d, Juar = 7.2 Hz, 2H, Ha);
3.9 (s, 3H, OCHs); 3.6 (s, 1H, SH), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, CDCls), & = 167 (COOCHs3); 138 (Car); 130 (CHar); 128 (CHar) 127 (Car);
52 (OCHj3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + H]*  CgHeO2S m/z theoretical : 169.0318
m/z measured : 169.0317
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Experimental part

4-Mercaptophenylacetic methyl ester (22)

COOMe CoH10025
Exact Mass: 182,04
HS MW: 182,24 g.mol""

22

The desired compound 22 was obtained according the general procedure 4 starting from
commercial 4-Mercaptophenylacetic acid (319 mg, 1.90 mmol). Flash chromatography
(PE/EtOACc, 1:1) yielded tittle compound 22 as colourless oil (100 mg, 30 %), R = 0.48
(PE/EtOAC, 2:1).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, CDCl3), & = 7.25 (d, Juar = 6.8 Hz, 2H, Har); 7.16 (d, Juar = 7.6 Hz, 2H, Ha);
3.7 (s, 3H, OCHjs); 3.61 (s, 2H, CH>);, assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, CDCls), 6 = 174 (COOCHj3); 135 (Car); 133 (Car); 131 (CHar); 130 (CHar);
52 (OCHs3). 41 (s, 2H, CH.), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + H]*  C1gH1904S> m/z theoretical : 363.0719
m/z measured : 363.0720

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CisH1sNaO4S2 m/z theoretical : 385.0539
m/z measured: 385.0539
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Experimental part

4-Mercaptohydrocinnamic methyl ester (23) (Sasaki, 2011)

a

. COOMe C1oH12055
Exact Mass: 196,06
HS

23 MW: 196,26 g.mol’!

Tittle product 23 was recovered from commercial 4-Mercaptohydrocinnamic acid (300 mg, 1.65
mmol) following the general method 4. Flash chromatography (PE/EtOAc, 1:1) affording tittle
compound 23 as white solid (300 mg, R =93 %), Rr= 0.68 (PE/EtOAc, 2:1).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, CDCls), 6 = 7,22 (d, Juar = 7,2 Hz, 2H, Ha); 7.11 (d, Jrar = 7.6 Hz, 2H, Ha);
3,7 (s, 3H, -OCHs); 2,89 (bt Jap = 7,6 Hz, 2H, CuH>); 2,64 (bt Jap = 7,6 Hz, 2H, C.H>),
assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (101 MHz, CDCl3), 86 = 175 (COOCHSs); 130,3 (CHar); 130 (CHar); 129,5 (Car); 52
(OCHa); 36,5 (CpH2); 31,3 (CsH2), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + H]*  C20H2304S> m/z theoretical : 391.1032
m/z measured : 391.1032

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CzH22NaO4S; m/z theoretical : 413.0852
m/z measured : 413.0850
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Experimental part

4-Thio-1--D-glucopyranoside benzoate methyl ester (24)

MW: 330,35 g.mol’

OH
(0]
HQ—B&&S C14H1g07S
OH ONG Exact Mass: 330,08
24 o

Tittle compound 24 was obtained using pNP-B-D-glucopyranoside (0.11 mmol, 1.0 equiv.) and
4-Mercaptobenzoate methyl ester 27 (1 mmol, 10 equiv.) as glycoside acceptor according the
general procedure 3. The desired product was obtained after flash chromatography
(DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (34 mg, 90 %), Ri= 0.62 (ACN/H.0, 6:1), [a]*> = - 115 (c
=1, MeOH).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 6 = 7.93 (d, Juar = 7.6 Hz, 2H, Har); 7.59 (d, Jhar = 7.6 Hz, 2H, Ha);
4.82 (d, J12 = 10 Hz, 1H, H-1); 3.93 (bs, 1H, H-6’); 3.90 (s, 3H, OCH3); 3.71 (dd, Jss* = 5.2,
Jss» = 12 Hz, 1H, H-6"); 3.38 (m, 4H, H-2, H-3,H-4, H-5), assignhments were confirmed by
gCoSsY.

3C NMR (125 MHz, D20), & = 168 (COOCH?3); 143(Car); 131 (CHar); 130 (CHar); 129 (Char); 88
(C-1); 82 (C-3), 79 (C-5); 74 (C-2); 71 (C-4); 63 (C-6); 53 (OCH?3), assignments were confirmed
by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CisH1sNaO7S m/z theoretical : 348.1111
m/z measured : 348.1110

[M+ HJ* C14H1907S m/z theoretical : 331.0846

m/z measured : 331.0845
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Experimental part

4-Thio-1-B-D-glucopyranoside phenylacetic methyl ester (25)

C15H2007S

OHO o
H
%&/ S O/ Exact Mass: 344,09
OH
25

MW: 344,38 g.mol’

Tittle compound 25 was obtained using pNP-B-D-glucopyranoside (0.13 mmol, 1.0 equiv.) and
4-Mercaptophenylacetic methyl ester 22 (0.55 mmol, 4.2 equiv.) as glycoside acceptor
according the general procedure 3. The desired product was obtained after flash
chromatography (DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (34.9 mg, 78 %), Rr= 0.64 (ACN/H-0,
6:1), [a]*°0 = -137 (c = 1, MeOH).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), & = 7.54 (d, Juar = 7.6 Hz, 2H, Ha); 7.24 (d, Juar = 7.6 Hz, 2H, Ha);
4.6 (d, J12 =10 Hz, 1H, H-1); 3.88 (bdd, Jss» = 12 Hz , 1H, H-6’); 3.68 (m, 4H, H-6", OCH?3);
3.66 (s, 2H, CHy); 3.37 (m, 3H, H-3, H-4, H-5); 3.24 (bt, J2;3 = 9.2 Hz, 1H, H-2), assignments
were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 8 = 174 (COOCHS3); 135 (Car); 134 (Car); 133 (CHar); 131 (CHar); 89
(C-1); 82 (C-5), 80 (C-3); 74 (C-2); 71 (C-4); 63 (C-6); 52 (OCHj3); 41 (CHy), assignments were
confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CisH20NaO7S m/z theoretical : 367.0822
m/z measured : 367.0823

[M+ HJ* C15H2107S m/z theoretical : 345.1003

m/z measured : 345.0993
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Experimental part

4-Thio-1-B-D-glucopyranoside hydrocinnamic methyl ester (26)

OH
LT I
OH Exact Mass: 358,11
a MW: 358,41 g.mol"!
26

Tittle compound 26 was obtained using pNP-B-D-glucopyranoside (0.13 mmol, 1.0 equiv.) and
4-Mercaptohydrocinnamic methyl ester 23 (1 mmol, 8 equiv.) as glycoside acceptor according
the general procedure 3. The desired product was obtained after flash chromatography
(DCM/MeOH, 9:1) as colourless oil (40.6 mg, 87 %), Rr= 0.66 (ACN/H20, 6:1), [a]*’> =-122 (c
=1, MeOH).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), 8 = 7.52 (d, Jnar = 8 Hz, 2H, Har); 7.19 (d, Jhar = 8 Hz, 2H, Ha/); 4.58
(d, J12=9.6 Hz, 1H, H-1); 3.88 (bdd, Jss»= 12 Hz , 1H, H-6’); 3.69 (m, 4H, H-6", OCH5); 3.37
(m, 3H, H-3, H-4, H-5); 3.23 (bt, J12 = 9.6 Hz, 1H, H-2); 2.92 (t, Ja» = 7.6 Hz, 2H, CuH-); 2.65
(t, Jaw = 7.6 Hz, 2H, C.H>), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D20), 8 = 175 (COOCHS3); 141 (Car); 133 (CHar); 132 (Car); 130 (CHar); 89
(C-1); 82 (C-5), 80 (C-3); 74 (C-2); 71 (C-4); 63 (C-6); 52 (OCHas); 35 (CpH2); 30(CaH2),
assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CysH20NaO7S m/z theoretical : 381.0978
m/z measured : 381.0977

[M+ HJ* C15H2107S m/z theoretical : 359.1159

m/z measured : 359.1158
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Experimental part
Thiotyrosine synthesis

General method :

Methyl (S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-iodophenyl) propanoate (27) (Meyer,
2010)

a

b _COOMe C15HagINO,
NHBoc Exact Mass: 405,04
I

. -1
27 MW: 405,23 g.mol

To a solution of N-(tert-butoxycarboxyl)-4-iodo-L-phenylalanine (1.28 mmol, 1 equiv.) and
NaHCO; (2.88 mmol, 2.25 equiv.) in DMF (5ml) was added Mel (6.4 mmol, 5 equiv.). The
mixture was allowed to stir at rt for 18 hours. The resulting mixture was poured into water
(15mL) and extracted with EtOAc (3 x 10 ml). Organic layers were combined, washed with
brine (3 x 10 ml), dried over MgSO4 and concentrated. Crude extract was further purified
through flash chromatography (hexanes/ EtOAC, 9:1) affording the title compound 27 as white
solid (440 mg; 85 %), Ri= 0.61 (PE/EtOAc, 2:1), [a]?®o = +103 (c = 1, EtOAc).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, D20), § = 7.61 (d, Juar = 7.8Hz, 2H, Ha); 6.87 (d, Juar = 7.8 Hz, 2H, Hy);
4.97 (d, J=7.1 Hz, 1H, CHNH); 4.56 (m, 1H, CHNH); 3.71 (s, 3H, OCHjs); 3.02 (m, 2H, CH>CH);
1.42 (s, 9H, 3CHj3), assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, D;0), 8 = 172.1 (COOCHs3); 155.1 (COOC(CHa)s); 137.7 (CHar); 135.9
(Car); 131.5 (CHar); 92.65 (Car); 80.2 (C(CHs3)3); 54.3 (NHCH); 52.5 (OCHs); 38.1 (CH.CH); 28.4
(C(CHzs)3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  CisH20NalNO4 m/z theoretical : 428.0329
m/z measured : 428.0326

M+ HJ C15H21INO4 m/z theoretical : 406.0509

m/z measured : 406.0506
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Experimental part

Methyl (S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-iodophenyl) propanoate (28) (Soria-
Castro, 2013)

COOMe
S NHBoc Exact Mass: 353,13

)\ MW: 353,43 g.mol"!
0

To a solution of Methyl (S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-iodophenyl) propanoate 27 (0.14
mmol, 1.0 equiv.) in dry and degassed toluene (3 ml) was added under argon Cul (0.018 mmol,
10% mol.), 1,10-Phenanthroline (0.033 mmol, 20 % mol.) and potassium thioacetate
KSCOCHs3 (0.2 mmol, 1. equiv.). The mixture was allowed to stir vigorously at 100 °C under
Argon for 24 hours. The resulting mixture was cooled to room temperature. DCM (10 ml) and
water (10 ml) were added and the mixture was stirred. The organic layer was separated and
aqueous layer was extracted with DCM (3 x 10 ml). Organic layers were combined, washed
with NaHCOs, dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. Crude extract
was adsorbed on silica and further purified through flash chromatography (hexanes/ EtOAC,
8:2) affording the title compound 28 as dark pink oil (22 mg; 25 %), Ri= 0.63 (PE/EtOAc, 2:1),
[a]?°p = +63 (c = 1, EtOAC).

Analvtical data :

"H NMR (400 MHz, D20), § = 7.34 (d, Juar = 7.8Hz, 2H, Har); 7.18 (d, Jrar = 7.6 Hz, 2H, Hy);
4.99 (d, J = 7.2 Hz, 1H, CHNH); 4.59 (bd, J = 6.4 Hz, 1H, CHNH); 3.71 (s, 3H, OCH3); 3.10
(m, 2H, CH>CH); 2.41 (s, 3H, COCH5:); 1.42 (s, 9H, 3CHz3), assignments were confirmed by
gCOSY.

3C NMR (101 MHz, CDCl3), 8 = 194, 172, 155 (CO); 137.7 (Car); 134.5 (CHar); 130.1 (CHar);
126.7 (Car); 80.1 (C(CHs)3); 54.3 (NHCH); 52.3 (OCHj3); 38.2 (CH2CH); 30.2 (COCHz3); 28.4
(C(CHs)3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  C47H2sNaNSOs  m/z theoretical : 376.1189
m/z measured : 376.1188

[M+ H]* C17H24NSOs m/z theoretical : 354.1370

m/z measured : 354.1371
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Experimental part

Methyl (S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-tert-butylsulfanylphenyl) propanoate (29)
(Rudolf, 2013)

COOMe
C19Hp9NO4S
S NHBoc Exact Mass: 367,18
MW: 367,50 g.mol’
29
The tris(di-

benzylideneacetone)dipalladium(0)-chloroform adduct (24 pmol, 0.019 equiv.) was added to
dry DMF (4 ml) followed by 1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocene (94 ymol, 0.073 equiv.) and
the mixture was allowed to stir at rt for 10 min. A mixture of methyl (S)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-(4-iodophenyl) propanoate 28 (1.28 mmol, 1 equiv.) and EtsN (2.94
mmol, 2.3 equiv.) in dry DMF (4 ml) was added dropwise and the resulting mixture was allowed
to stir at rt for 10 min before addition of 2-methyl-2-propanethiol (1.66 mmol, 1.3 equiv.).
Reaction was stirred at 75 °C under argon and monitored by TLC (PE/EtOAc, 8:2) until full
disappearance of starting material (approx. 45min). The mixture was diluted with EtOAc wash
with H20. Aqueous phase was extract with EtOAc (2 x 10 ml). Organic layers were combined,
washed with NaHCO3 (3 x 10ml), brine (3 x 10 ml), dried over MgSO4 and concentrated. Crude
extract was further purified through flash chromatography (hexanes/ EtOAC, 9:1) affording the
titte compound 29 as thick yellow oil (438 mg; 93 %), Ri= 0.68 (EP/EtOAc, 2:1), [a]*% = + 44
(c=1, DCM).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, CDCls), & = 7.45 (d, Jnar = 8Hz, 2H, Ha); 7.09 (d, JHar = 8 Hz, 2H, Ha); 4.99
(d, J=7.5Hz, 1H, CHNH); 4.62-4.55 (m, 1H, CHNH); 3.69 (s, 3H, OCH?3); 3.07 (ddd, J = 39.7,
13.7,6.0 Hz, 2H, CH-CH); 1.41 (s, 9H, 3CH3); 1.27 (s, 9H, 3CH3), assignments were confirmed
by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, CDCls), 8 = 172.3 (COOCHj3); 155.1 (COOC(CHa)s); 137.7 (CHa); 136.9
(Car); 131.5 (Car); 129.55 (CHar); 80.2 (SC(CHa)s); 54.5 (NHCH); 52.4 (OCHj3); 45.9 (OC(CHs)s3);
38.4 (CH2CH); 31.1 (SC(CHs)3) 28.4 (OC(CHs)3), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + Na]*  Ci9H20NNaO4S m/z theoretical : 390.1710
m/z measured : 390.1708

[M+ HJ C19H30NO4S m/z theoretical : 368.1890
m/z measured : 368.1890
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Experimental part

Bis-(4-mercapto-L-Phenylalanine) Disulfide (30) (Rudolf, 2013)

a

HOOC COOH
- b C18H20N204S,
H, NH, Exact Mass: 392,09
S—S

MW: 392,49 g.mol™

2

30

Concentrated HCI (37 %, 5 ml) was added to N-(tert-butoxycarbonyl)-4-(S-tert-butylthio)-L-
Phenylalanine methyl ester 29 (91 mg, 0.25 mmol) and the mixture was allowed to stir at reflux
until full disappearance of starting material (3h). After cooling to rt, the solution was diluted with
H20 (20ml) and washed with EtOAc (3 x 20 ml). The aqueous phase was lyophilized to yield
the title compound 30 as slightly brown solid (32.1 mg; 65 %), R¢= 0.19 (disulfide), 0.38 (thiol)
(ACN/H20, 6:1), [0]?*°0 =- 5 (c = 1, MeOH).

Analytical data :

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6), 5 = 8.49 (s, 6H, CHNH>); 7.49 (d, Jhar = 8.2 Hz, 4H, Ha); 7.32
(d, Jrar = 8.2 Hz, 4H, Ha); 4.14 (m, 2H, CoHNH>); 3.14 (d, Jap = 6.3 Hz, 4H, CaH2CoH),
assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6), & = 170.16 (COOCH); 134.8-134.9 (Ca); 130.4-127.1(CHa);
52.7 (CH2CpH); 34.78 (C:H2CH), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ES|+) . [M + H]+ C1gH21N204S, m/z theoretical : 393.0936
m/z measured : 393.0937

[M + 2H]J?* C1gH22N204S; m/z theoretical : 197.0505

m/z measured : 197.0508
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Experimental part

Thiotyrosine methyl ester disulfide (37)

a
MeOOC COOMe CaoHasN,04S,

NH, NH, Exact Mass: 420,12

S—S MW : 420,54 g.mol"
31

Tittle compound 371 was obtained according the general procedure 4 starting with Thiotyrosine
30 (150 mg, 0.4 mmol). Purification through flash chromatography (PE/EtOAc, 1:1) yielded
tittle 37 compound as uncoloured oil (4 mg, R = 2.4 %), Rr = 0.18 (thiol), 0.52 (disulfide)
(ACN/H20, 6:1).

Analytical data :

"H NMR (400 MHz, CDCl3), 8 = 7,46 (d, Juar = 8 Hz, 2H, Ha/); 7,20 (d, Juar = 8 Hz, 2H, Ha); 3,72
(t, Jaw = 8 Hz, 1H, CpH); 3,68 (s, 3H, -OCH?s); 2,98 (dd, Jan = 8 Hz, Jp» = 12 Hz, 2H, CaH>),
assignments were confirmed by gCOSY.

3C NMR (101 MHz, CDCl3), 5 = 176 (COOCHs3); 138,2 (Car); 136,6 (Car); 131,2 (CHa4r); 129,3
(CHar); 56,6 (CpH); 52,4 (OCHs3); 41,2 (C.Hz), assignments were confirmed by gHSQC.

HRMS (ESI+) : [M + H]*  C20H2304S> m/z theoretical : 421.1250
m/z measured : 421.1252
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Experimental part

Thioglycosylation assays of DtGly E159Q with Thiotyrosine

Reaction conditions

Thioglycosylation reaction were conducted using pNPGIc as donor, unprotected Thiotyrosine
(Ttyr) or Thiotyrosine methyl ester (TtyrME) as glycoside acceptor and Dithiothreitol (DTT) as
reducing agent. 1 ml solution reaction was prepared with the system donor / acceptor /
reducing agent in the ratio 1:2:20 (with 1 mM pNPGlIc, 2 mM Ttyr or TtyrME and 20 mM DTT)
in phosphate buffer 20 mM pH 8. The mixture was allowed to stir at 37 °C for 1h before addition
of the biocatalyst DtGly E159Q (45 nM). Then reaction was incubated at 37 °C under stirring
for 20h. Aliquots (100 pl) were withdrawn after t = 1h, 2h, 4h and 20h and reaction was stopped
by adding quenching solution (100 pl) ACN/HCO2H (1:10). Three control solutions were
prepared in the same conditions containing : i) 1 mM donor; ii) 2mM acceptor / DTT in the ratio
1:10; iii) 1 mM donor / acceptor / DTT in the ratio 1:2:20. Solutions were incubated at 37 °C
under stirring for 20h and aliquots were withdrawn in the same conditions as described
previously. All aliquots were filtrated before LC-MS analysis.

LC-MS analysis

An Agilent 1100 (Palto Alto, CA, USA) system was coupled to a Micromass Quatro Ultima
triple-quadrupole mass spectrometer (Waters, Saint Quentin, France) equipped with a Z-spray
dual orthogonal ESI source. Data were performed using Mass Lynx 1.4.1 software
(Waters,Saint Quentin,France).

HPLC separation was performed with an Alltima C18 column (150x 4.6 mm; 5u). Separation
was done at a flow rate of 1 mL/min. The mobile phase employed for the separation was
composed of water (solvent A) and acetonitrile (solvent B) both acidified with 0.1% formic acid
and it was used according to the following elution gradient program: 0-2 min: 5% B; 2-22 min:
5-70% B; 24-26 min: 30-95% B. The injection volume was 20 uL. The diode-array detector
recorded the UV spectra from 190 to 300 nm. The 1 mL/min flow from the HPLC-DAD device
was then split to obtain a flow rate of 0.3 mL/min directed to the MS system. Measurements
were performed in positive and negative ion modes with a 4 kV capillary voltage, a 35 V cone
voltage, a 300°C desolvation temperature, a 150°C source temperature, a cone gas (nitrogen)
flow rate of 86L/h and a desolvation gas (nitrogen) flow rate of 64 L/h. MS acquisitions were
done in full-scan mode from m/z 100 to m/z 1000.

e The following pictures represent the Mass (TIC) and UV chromatograms obtained for

control 1, control 2 and the thioglycosylation reaction performed with DtGly E159Q with
TtyrME (Figure 84 —88) :
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re 84 : TIC and UV chromatograms of control 1 (TtyrME) after 20h incubation at 37 °C.
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re 85 : TIC and UV chromatograms of control 2 (pNPGlc) after 20h incubation at 37 °C.
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Figure 86 : LC-MS analysis of enzymatic thioglucosylation of TtyrME with DtGly E159Q 45

nM after 1h incubation at 37 °C.
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Figure 87 : LC-MS analysis of enzymatic thioglucosylation of TtyrME with DtGly E159Q 45

nM after 2h incubation at 37 °C.
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Figure 88 : LC-MS analysis of enzymatic thioglucosylation of TtyrME with DtGly E159Q 45

nM after 4h incubation at 37 °C.
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Annexe 01 : Alignement des séquences peptidiques de BSAYN4 et de la mannosidase
cristallisée BtMan2A. Les protéines sont identifiées selon leur code Uniprot ainsi que leur code PDB
donné entre parenthéses. L’homologie des résidu est indiqué suivant le gradient bleu —rouge (bleu =
résidus non homologues, rouge = résidus homologues).
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Annexe 02 : Alignement des séquences ADN du clone pET28-a(+) ditch_1692 clone
(sens F et anti-sens R) et du géne ditch_1692.

5000 5020 & 04D
1 I I

dicth_1692 sequence AATTAATACG ACTCACTATA GGGGAATTGT GAGCGGATAA CAATTCCCCT CTAGAAATAA 5040

PEE Al INECF St ~— > === samcsamaies sommsleimas SaonlSaeraa e sdelmalenion gees s AATAA B
clone pET28-a(+)dicth_ 1692 R SEQUENCE - - - = = = == = = == = === == == = oo oo oo e soso s e me — e 3
COMNSENASUS - - - - = = == = = oo oo e oo s s C s e s s s s— s s m s - s AATAA
100%
Conservation
%

dicth_1692 sequence TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACC ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC 5100
pET28-a{+)dicth_1692 F sequence TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACC ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC 68
E O el LR M SRl = - csh s sEE T SRS ERESLEE SRESSASTER SaRETEte s SIS SRR SR S s S ens 3
Consensus TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACC ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC
100e

Conservation
o

§ 120 £ 140 5180
I I I

dicth_1692 sequence AGCAGCGGCC TGGTGCCGCG CGGCAGCCAT ATGGCTAGCA TGGAAATATT GAAGCTTGAT 5160
pET28-a(+)dicth_1592 F sequence AGCAGCGGCC TGGTGCCGCG CGCGCAGCCAT ATGGCTAGCA TGGAAATATT GAAGCTTGAT 128
NSO R A N SR = s s R aans SRS STRTRAY  AERSSUREeE SealTasaTs SoaSRDaEns SE e s ans 3

Consensus AGCAGCGGCC TGGTGCCGCG CGGCAGCCAT ATGGCTAGCA TGGAAATATT GAAGCTTGAT
100%

Conservation
o

5180 5200 -
I I

-

dicth_1692 sequence GGAGAGTGGG AGTTTAAAGC AGTTAAAGAT AAAAAGTGGC GTAAAGCGAA GGTTCCTGGA 5220
pET28-a{+)dicth_1692 F sequence GGAGAGTGGG AGTTTAAAGC AGTTAAAGAT AAAAAGTGGC GTAAAGCGAA GGTTCCTGGA 188
e O e L SRRl - = ssa T sne s SESESEESSE PEERASETRS SHSNHEaRSeEEs SSseEsssds BESssaTaEs 3

Consensus GGAGAGTGGG AGTTTAAAGC AGTTAAAGAT AAAAAGTGGC GTAAAGCGAA GGTTCCTGGA
100%

Conservation
e

5240 5260 5280
i I i

dicth_1692 sequence TGTGTACATT TAGATTTGAT GGAGAATGGT CTTATTCCTG ATCCTTTTGT GGGAGAAAAC 5280
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence TGTGTACATT TAGATTTGAT GGAGAATGGT CTTATTCCTG ATCCTTTTGT GGGAGAAAAC 248
clone pET28-a(+)dicth_1692 R S8quUence - - - - - = - - -5 - o b oo ool oL LLLLLLL LLLLLLoLsL LoLLssiois Sosooasaoo 3

Consensus TGTGTACATT TAGATTTGAT GGAGAATGGT CTTATTCCTG ATCCTTTTGT GGGAGAAAAC
oces

Conservation
o

5300 5320 L]
L] I ]

dicth_1692 sequence GAATTAGAGG TACAGTGGGT AGAGAAAGAA GATTGGATAT ATAGAAAGAA ATTTCAAGTT 5340
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence GAATTAGAGG TACAGTGGGT AGAGAAAGAA GATTGGATAT ATAGAAAGAA ATTTCAAGTT 308
e g e Rl i 3

Consensus GAATTAGAGG TACAGTGGGT AGAGAAAGAA GATTGGATAT ATAGAAAGAA ATTTCAAGTT
100%.

Conservation
.3

5380 5380 5400
I | 1

dicth_1692 sequence GGCAAAGAAT TCTTAAAATA CTCTTCTATT TACTTAGAAT TTGAAGGTAT AGATACTTTT 5400
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence GGCAAAGAAT TCTTAAAATA CTCTTCTATT TACTTAGAAT TTGAAGGTAT AGATACTTTT 368
clone pET28-a(+)dicth_1892 R SBOUBNCE -~ = = = = = = = = = = = = = = = = = = = & = oo s s e e s s st e m s — e — e 3

Consensus GGCAAAGAAT TCTTAAAATA CTCTTCTATT TACTTAGAAT TTGAAGGTAT AGATACTTTT
1005

Conservation
=

&

B 420 5440 &

I I 1
dicth_1692 sequence TCAGAAATAT ATCTTAATGG TAAGAAGATT GGCGAAACCG ATAATATGTT TATAGCTTGG 5460
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence TCAGAAATAT ATCTTAATGG TAAGAAGATT GGCGAAACCG ATAATATGTT TATAGCTTGG 428

R e Ry R I e I e 3
Consensus TCAGAAATAT ATCTTAATOG TAAGAAGATT GGCGAAACCG ATAATATGTT TATAGCTTGG
100%
Conservation
o
5480

-
-

]

dicth_1692 sequence GAATTTAATG TTAAAGATCT ATTGGTAGCAG GOAGAAAATG AATTAGAAGT AAGGCTTTTT 5520

pET28-a(+)dicth_1692F sequence GAATTTAATG TTAAAGATCT ATTGGTAGAG GGAGAAAATG AATTAGAAGT AAGGCTTTTT 488
Ty i 3

Consensus GAATTTAATG TTAAAGATCT ATTGGTAGAG GGAGAAAATG AATTAGAAGT AAGGCTTTITT
100%

Conservation
e

5540 5580 5580
] I ]

dicth_1692 sequence TCACCAAGTA AAGTTCTTGA AGAAAGAGCT AAAAATTATC CTTATAAGCT TCATGGGGGA 5580
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence TCACCAAGTA AAGTTCTTGA AGAAAGAGCT AAAAATTATC CTTATAAGCT TCATGGGGGA 548
O PET AR TR e oot ssts Stssadesds ooamestaess ssdessengs Sssmesesas Smsebaiesine 3
Consensus TCACCAAGTA AAGTTCTTGA AGAAAGAGCT AAAAATTATC CTTATAAGCT TCATGGGGGA
100%

Conservation
.3

5800 5620 &
1 I

dicth_1692 sequence GATTATTCAC CAAGAGTTTT TGGTAGAAAA GCTCAATATT CTTTTGGTTG GGATTGGGGT 5640
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence GATTATTCAC CAAGAGTTTT TGGTAGAAAA GCTCAATATT CTTTTGGTTG GGATTGGGGT 608
R RET IS I N e ~ - s e s s ptesemes teemssscsce soscstesss Sstessoes s S e 3

Consensus GATTATTCAC CAAGAGTTTT TGGTAGAAAA GCTCAATATT CTTTTGGTTG GGATTGGGGT
100%

-3

Conservation
e

274



dicth_1692 sequence
pET28-a(+dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence
Consensus

P

Conservation

=

dicth_1692 sequence
pET28-a(+dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
W%

Conservation
S

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
%

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence

clone pET28-a(+}dicth_1692 R sequence
Consensus

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1682 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation
o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
0%

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1892 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100m

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clong pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation
e

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence

clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence
Consensus

Conservation

Annexes

5860 5880 BT
1 1

CCTAGGCTTG CTACTTCTGG CATATGGAAGC TCGGTGAAAC TAAAAGGGTG GAATAAGGCG
CCTAGGCTTG CTACTTCTGG CATATCGAAG TCGGTGAAAC TAAAAGGGTGC GAATAAGGCG

-5

5740 5T

AGACTTCTCG ATGTGTGGGT TCCTGTCAGG AGTCTTGGGG AAAATGCACA AATAAATATT
AGACTTCTCG ATGTGTGGGT TCCTGTCAGG AGTCTTGGGG AAAATGCACA AATAAATATT

-8

5820

GAATTAGATA TTGAGCTTCA GGAATCAATT CCTGTAGATG TGGCTTTTAG AATTTCTCAC
GAATTAGATA TTGAGCTTCA GGAATCAATT CCTGTAGATG TGGCTTTTAG AATTTCTCAC

ABAMAGCCTG TGCTTGAACA AAGATTAAGA TTTACTCTTC CTGAGGGAAG GGTCTTTTTA
ABAAAGCCTG TGCTTGAACA AAGATTAAGA TTTACTCTTC CTGAGGGAAG GGTCTTTTTA

AAMGATTCCAC TTACTATTAA GAACCCGAAG CTTTGGTTTC CTCGAGGATA CGGAGAGCAG
AAGATTCCAC TTACTATTAA GAACCCGAAG CTTTGGTTTC CTCGAGGATA CGGAGAGCAG

5000
1 1 1

AATTTATATA CACTACAATT AGTACTTTTA GACGAGAAGG GAGAAGTTCT TGATAAGGTT
AATTTATATA CACTACAATT AGTACTTTTA GACGAGAAGG GAGAAGTTCT TGATAAGGTT

5:\&:

GCAAGAGCGAT TTGGAATAAG AAAGGTAGAA CTTTTTACTC AAGAGGATAA TAAACGTGAA
CA-GAGCGAT TTGGAT--AG AAAGGTAGAA CTTTTTACTC A---

: INNNNENENEE FNSENEEEES SNNNENSEEN SENNEENEEE SOENEENEES SEEEEEE e

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation

2= L 0 I O O T O

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
00%

Conservation
-

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+}dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation

=+ L O 0 O 0 O 0 O O O O

5700
668

5760
728

5820
Ta8

5880
848

5940
908

G000
968

G060

- 1008

]
6120

1006

6180
1006

5240
1006

6200
1008

6360
1006

275



dicth_1692 sequence
pET28-a(+dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence
Consensus

P

Conservation

=

dicth_1692 sequence
pET28-a(+dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
W%

Conservation
S

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
%

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence

clone pET28-a(+}dicth_1692 R sequence
Consensus

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1682 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation
o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
0%

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1892 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100m

Conservation

o

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clong pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation
e

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence

clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence
Consensus

Conservation

Annexes

5860 5880 BT
1 1

CCTAGGCTTG CTACTTCTGG CATATGGAAGC TCGGTGAAAC TAAAAGGGTG GAATAAGGCG
CCTAGGCTTG CTACTTCTGG CATATCGAAG TCGGTGAAAC TAAAAGGGTGC GAATAAGGCG

-5

5T

AGACTTCTCG ATGTGTGGGT TCCTGTCAGG AGTCTTGGGG AAAATGCACA AATAAATATT
AGACTTCTCG ATGTGTGGGT TCCTGTCAGG AGTCTTGGGG AAAATGCACA AATAAATATT

-8

5820

GAATTAGATA TTGAGCTTCA GGAATCAATT CCTGTAGATG TGGCTTTTAG AATTTCTCAC
GAATTAGATA TTGAGCTTCA GGAATCAATT CCTGTAGATG TGGCTTTTAG AATTTCTCAC

ABAMAGCCTG TGCTTGAACA AAGATTAAGA TTTACTCTTC CTGAGGGAAG GGTCTTTTTA
ABAAAGCCTG TGCTTGAACA AAGATTAAGA TTTACTCTTC CTGAGGGAAG GGTCTTTTTA

AAMGATTCCAC TTACTATTAA GAACCCGAAG CTTTGGTTTC CTCGAGGATA CGGAGAGCAG
AAGATTCCAC TTACTATTAA GAACCCGAAG CTTTGGTTTC CTCGAGGATA CGGAGAGCAG

5000
1 1 1

AATTTATATA CACTACAATT AGTACTTTTA GACGAGAAGG GAGAAGTTCT TGATAAGGTT
AATTTATATA CACTACAATT AGTACTTTTA GACGAGAAGG GAGAAGTTCT TGATAAGGTT

5:\&:

GCAAGAGCGAT TTGGAATAAG AAAGGTAGAA CTTTTTACTC AAGAGGATAA TAAACGTGAA
CA-GAGCGAT TTGGAT--AG AAAGGTAGAA CTTTTTACTC A---

: INNNNENENEE FNSENEEEES SNNNENSEEN SENNEENEEE SOENEENEES SEEEEEE e

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation

2= L 0 I O O T O

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence

Consensus
00%

Conservation
-

dicth_1692 sequence
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence
clone pET28-a(+}dicth_1692 R sequence

Consensus
100%

Conservation

=+ L O 0 O 0 O 0 O O O O

276

5700
668

5760
728

5820
Ta8

5880
848

5940
908

G000
968

G060

- 1008

]
6120

1006

6180
1006

5240
1006

6200
1008

6360
1006



Annexes

8380 8 400 & 420
] I I

dicth_1692 sequence ATTAAAAGAT TAAGAAATCA TCCTTCTATA GTTCTTTGGT GTGGAAATAA TGAGAACCAT 6420

pET28-ai+)dicth_1692 F sequence - - - - i = T
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence - - - - - Smm mmmemsmes - - = =aes 5
CONBIRE = - ssssswsa= SESEEs—Eel ISsoSSEsES SasssEER—E SoEEssEaEs SEeasEsEEE
Conservation
- ININNUNEES NNONEEEEES NESEENNERN SENNERENEE ENEEEEREES IEEERNEEEEE
5:40 a:&o eusia
dicth_1692 sequence TGGGGATATT ACGCTAAGTG GTGGGGAGAG AGAGAAAAGT TTTGGGGAGA AGAGATATAC 6480
pET28-a(+)dicth_1692 F SBQUENCE - - - = = = == == == = == == === === oo s s s s ss s s s s ss o — oo 1006
clone pET28-a(+)dicth_1892 R SBQUENCE - - - = = = = = = = == o o o - o o oo Lo s s L. o sssosss sossss--s So--s-ao- 3
CINBBEE o oonsiees SEsise-sass CEaeSasnois  Sanisiinss SoNEnSasnD Sesain T uss
plo
Conservation
P

dicth_1692 sequence AGTAGAGTTC TTCCCGATGT TTGTGCTAGG CTTGATTTGA CAAGACCTTA TTGGCCTAGT 6540

PERSEal il IS0 F aegueRtE - - s nss s Sosesscnes SRS sassste SSessaEsos SoResoomss SSooEmaS A 1008
clone pET28-a(+)dicth_1692 R SEQUBMCEE - - - = = = = = = = == = = = = = = == = = oo oo s s s s s s s s s m e m - m - 3
CIMEBNEEE = - sssspsns SEcEERcael SR EsRsES SanlsEEssE e R s aeis B e
Conservation
-~ ININNENEES NNONEEEEEN SNSEENNEEN SENNERENEE ENEEEEREES NEEENEEEEE
e?w Mlm emlo
dicth_1692 sequence AGTCCTTACG GAGGTAAGGA TCCTAACTCT CAGGAAGTAG GGGATAGACA TAATTGGGAA BB00
pET28-a(+)dicth_1692F S8QUBNCE - - - = == == == === === ===~ =~ -o s s oosss s soss s s 1006
clone pET28-a(+)dicth_1692 R SEQUEMNCEE - - - = = = == = = == = = = = = = = = = = oo s s s s s s m s e — s m e — 3
T e e
plo
Conservation
- ININNEEEND SNSENNENEY ENEENENEES SNENEEENEN ENENNENEES SNEREEEENE

1
dicth_1692 sequence GTTTGGCATG GTTGGATCGA TTTTAATGGT TATTTAAAGG ATAATGGTAG ATTCATAAGT 6660

PERAEa{+idh IS0 FaeguentE -~ -~ =rrs s srSfrecsaes Sessnessne Soesdiesan SStessiees s Soosmesi e 1008
tlone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence - - ------=~= -TTGGATCGA TTT-AATGGT -ATTTAAAGG ATAATGGTAG ATTCATAAGT 50
Consensus - - - - - - - - - - -TTGGATCGA TTT-AATGGT -ATTTAAAGG ATAATGGTAG ATTCATAAGT
hl=d
e

dicth_1692 sequence GAATTTGGTA TGCAAGCTCC TCCTGTGGCT GAGACTATCA GGAAGTTTAT AACTTCTGAA 6720
PETEER+)dlh TR0 SOgUeRcE s oas s arss SLsemsLets SESsfSsass SSSsAaSEEaE SaSSeSEEEe RS EEES RS 1008
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence GAATTTGGTA TGCAAGCTCC TCCTGTGGCT GAGACTATCA GGAAGTTTAT AACTTCTGAA 110

Conservation
P

1 ]
dicth_1692 sequence AAAGAGTATT ATCCACAAAG TAGGGAGATG GAGTTTCATA ATAAGGCTCG AGAGGGCACT 6780
PETZ28-a(+)dicth_1692 F SBQUBNCE - - - = = = = = = = = - o 0 o o o oo b e Ll s oL e Liosss Ls-ees-ss so-oe-a-e 1006
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence AAAGAGTATT ATCCACAAAG TAGCGGAGATG GAGTTTCATA ATAAGGCTCG AGAGGGCACT 170

Consensus AAAGAGTATT ATCCACAAAG TAGGGAGATG GAGTTTCATA ATAAGGCTCG AGAGGBGCACT
100%

Conservation
e

6 800 63520 6840
1 I ]

dicth_1692 sequence GAGAGGATAA TAAGATATAT TGCAGGACAT TTCAAAATAA CCGAAGATAT GAATGAATAT 6840

REEREAD I SR =.c.000 6055 ANSEAESIAS BASSAANSER SBANSEHESA B T A 1015

done pET28-a(+)dicth_1692 R sequence GAGAGGATAA TAAGATATAT TGCAGGACAT TTCAAAATAA CCGAAGATAT GAATGAATAT 230
Consensus GAGAGGATAA TAAGATATAT TGCAGGACAT TTCAAAATAA CCGAAGATAT GAATGAATAT

Conse rvati an

dicth_1692 sequence ATTTATCTTT CTCAAATTAT CCAAGGGCTT GCTTTAAAAA CAGGAATAGA GCACTGGAGA 6900
PETZ-AC 00N TG0 F SOUBEE ~ ~ -~ ~-rro - smrrmmeasr rmssssmEss Emsssessee SEEaE A mw e 1015
cone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence ATTTATCTTT CTCAAATTAT CCAAGGGCTT GCTTTAAAAA CAGGAATAGA GCACTGGAGA 290

Consensus ATTTATCTTT CTCAAATTAT CCAAGGGCTT GCTTTAAAAA CAGGAATAGA GCACTGGAGA
100%

Conservation
e

83920 8 340 -]
] )
dicth_1692 sequence AATAATAAGT TTCATACTTC TGGAAGTTTG ATTTGGCAAT GGAATGATTG TTGGCCTGTA 6960
DN == cissinte ASSERESIAT GRS AANE AR S AADSSRGES S ARGE SRS RGPS RS 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence AATAATAAGT TTCATACTTC TGGAAGTTTG ATTTGGCAAT GGAATGATTG TTGGCCTGTA 350
Consensus AATAATAAGT TTCATACTTC TGGAAGTTTG ATTTGGCAAT GGAATGATTG TTGGCCTGTA
100%

-4

Conservation
e

8580 T 000 7020
] | ]
dicth_1692 sequence GTAAGTTGGA GTATTATAGA TTACTACAAA AAACTAAAGC CTTCTTATTA TTTTGTGAAG 7020
pETZ28-a(+)dicth_1692 F SEQUENCE - - - = = = = = = = = - o o - = o o ot o e et s h e e e e i isss s s sse-oss m-e--ees - 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence GTAAGTTGGA GTATTATAGA TTACTACAAA AAACTAAAGC CTTCTTATTA TTTTGTGAAG 410
Consensus GTAAGTTGGA GTATTATAGA TTACTACAAA AAACTAAAGC CTTCTTATTA TTTTGTGAAG
100%

Conservation
e

7080 7080 7 080
1 |

dicth_1692 sequence AGGGCTTTTA GGGATATTAA AGTTAACATT GAGCCTCGAA ATGGGAAACT TTTAGTTTTT 7080
PEASR AN TR F e - - -~ - - rros mssresssss EESSEASEEA ETEASSEAS TS S EASERASE S8 BASESaS 1015
tlone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence AGGGCTTTTA GGGATATTAA AGTTAACATT GAGCCTCGAA ATGGGAAACT TTTAGTTTTT 470

Consensus AGGGCTTTTA GGGATATTAA AGTTAACATT GAGCCTCGAA ATGGGAAACT TTTAGTTTITT
100%

Conservation
e

7100 7120 T
1 I

dicth_1692 sequence GGAGTCAACG ATACCCTTGA AAAATTTTAC GGTAAGATAG AGTATGCCAT AAGCACTTTT 7140
PETZE-A0 )00 TG0 F OBl ~~ -~ > r == mrrrmsssar pesEsssese EEesrmmres memeE e me e mwm e 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence GGAGTCAACG ATACCCTTGA AAAATTTTAC GGTAAGATAG AGTATGCCAT AAGCACTTTT 530
Consensus GGAGTCAACG ATACCCTTGA AAAATTTTAC GOTAAGATAG AGTATGCCAT AAGCACTTTT 277
1e0s

-5

Conservation
s



Annexes

T T80 T 200
I I I

dicth_1692 sequence CGAGGAAAGA GAAGAGGAAA AAAAGAAGTG GATATTGAGA TACCTGCAAA TTCTTCTGTT 7200
pET28-a(+)dicth_1692F sequence - =---=---=2 --=---=--- -o-s---2-- S---s-o-2s Ssoo-sooos o-soo-iooo 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence CGAGGAAAGA GAAGAGGAAA AAAAGAAGTG GATATTGAGA TACCTGCAAA TTCTTCTGTT 590

Consensus CGAGGAAAGA GAAGAGGAAA AAAAGAAGTG GATATTGAGA TACCTGCAAA TTCTTCTGTT

Conservation
L8

T T 240 T

[ [ 1

dicth_1692 sequence ATTTTAGGAG AATTTAACTT GGAAGATGTT GATAAATTCA AAGAATTTTT CTACGTTCAA 7260

PET28-a(+)dicth_1692 F SBOUENCE - = - - - = - = == = - = oo oo oo oo Lo oo oo 1015

clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence ATTTTAGGAG AATTTAACTT GGAAGATGTT GATAAATTCA AAGAATTTTT CTACGTTCAA 650
Consensus ATTTTAGGAG AATTTAACTT GGAAGATGTT GATAAATTCA AAGAATTTTT CTACGTTCAA

Conservation
L3

T%@G ]'Z:OB 732;.!
dicth_1692 sequence CTCTATAATG AGAAGGATGA GCTTATTGAT CAAAATGAGT ACTTCTTTGC TCCGTTTAGA 7320

PET28-a(+)dicth_1B92 F SBQUENCE - = - - - = = = = = = - = - o oo oo oL LL L osLos. oo oo 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence CTCTATAATG AGAAGGATGA GCTTATTGAT CAAAATGAGT ACTTCTTTGC TCCGTTTAGA 710

Consensus CTCTATAATG AGAAGGATGA GCTTATTGAT CAAAATGAGT ACTTCTTTGC TCCGTTTAGA
100%.

Conservation
e

7340 7380 T80
] I |
dicth_1692 sequence CACTTAGAAC TTCCTAATGC AGTAGTGGTG TACAGTGTAA AGGAGATCGA AGAGAATTCT 7380
pET28-a(+)dicth_1592 F SEBQUENCE - = - - - = - - == == = - - - oo oo oo s Ssoossoos oS- 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence CACTTAGAAC TTCCTAATGC AGTAGTGGTG TACAGTGTAA AGGAGATCGA AGAGAATTCT 770
Consensus CACTTAGAAC TTCCTAATGC AGTAGTGGTG TACAGTGTAA AGGAGATCGA AGAGAATTCT
100%

Conservation
=

TTM 7?2!! 74?
dicth_1692 sequence TATCTGCTAA ATATTGAAAG TGATTTTCTG GCATTATGGG TATCTTTAAA ACTTGAAAAT 7440

pET28-a(+)dicth_1692F sequence - = - - - = - - - = - - = - - - oo ool LS. Lsosooso oosooosooo 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence TATCTGCTAL ATATTGAAAG TGATTTTCTG GCATTATGGS TATCTTTAAA ACTTGAAAAT 830

Consensus TATCTGCTAA ATATTGAAAG TGATTTTCTG GCATTATGGGE TATCTTTAAA ACTTGAAAAT
100%.

Conservation
=

T 480 T 480 T 502
I I I

dicth_1692 sequence GCAGAGTGGG AAGATAATTT TGTGAATATT TATCCTAAAA CAAAGTATAG TATAAGGTTT 7500
pET28-a(+)dicth_1692 F sequence - = ---=---= --=---=--- ---=2---=-- =2---2.--2- -=2o--s-o-2 --so--so-o- 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence GCAGAGTGGG AAGATAATTT TGTGAATATT TATCCTAAAA CAAAGTATAG TATAAGGTTT 890
Consensus GCAGAGTGGG AAGATAATTT TGTGAATATT TATCCTAAAA CAAAGTATAG TATAAGGTTT
100%

Conservation
o

TEN 754D TEE
1 1 |
dicth_1692 sequence AAAGCACCGT ATACTCTAAA AGAGGTAGAA TCTAAGCTAA AGTTAGAAGG CTATAACTTA 7560
PETZ28-a(+)dicth_16892 F SBQUENCE - - - - = = - - = = = = = o0 o oo o e L L Lo e e e s sss s sseeis sssso-eee 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence AAAGCACCGT ATACTCTAAA AGAGGTAGAA TCTAAGCTAA AGTTAGAAGG CTATAACTTA 950
Consensus ALAAGCACCGT ATACTCTAAA ACAGGTAGAA TCTAAGCTAA AGTTAGAAGG CTATAACTTA
100%

Conservation
P

T 580 7600 TE20
1 1 I

dicth_1692 sequence AAAAAGGTTA TAAAGTCTTA AGCGGCCGCA CTCGAGCACC ACCACCACCA CCACTGAGAT 7620
pETEE-ab- )0 _TOD2 FEOQUBRGE ~ - -~~~ rrm - s e e e mmm m m mw m m  m m 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence AAAAAGGTTA TAAAGTCTTA AGCGGCCGCA CTCGAGCACC ACCACCACCA CCACTGAGAT 1010
Consensus AAAAAGGTTA TAAAGTCTTA AGCGGCCGCA CTCGAGCACC ACCACCACCA CCACTGAGAT
100%

Conservation
e

T80 - - 7880

1 ] 1
dicth_1692 sequence CCGGCTGCTA ACAAAGCCCG AAAGGAAGCT GAGTTGGCTG CTGCCACCGC TGAGCAATAA 7680
R N i - St -- 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence CCGGCTGCTA ACAAAGCCCG AAAGAA--- - - - 1036
GColsemnl CLCOCTUOTA ACAANEUGEE. AAAGNA- + o= = srcsrmers srme sy s s
100%

Conservation
e

TT00 TTHO T TN
1 I

dicth_1692 sequence CTAGCATAAC CCCTTGGGGC CTCTAAACGG GTCTTGAGGG GTTTTTTGCT GAAAGGAGGA 7740
pET28-a(+)dicth_1692 F SBQUENCE - - - - = = - = = = == = = = - = - - = & oo oo oo L. se---so-- —--o--o - 1015
clone pET28-a(+)dicth_15692 R sequence - - 1036

I I e —
1o

Caonservation
e

dicth_1692 sequence ACTATATCCG GATHT753

pET28-a(+)dicth_1692 F sequence - - - - - - - - - - --- 1015
clone pET28-a(+)dicth_1692 R sequence - - - - - - ---- -2 - 1036
CONSENBEN - - ===+ cm= sl
ws -
Caonservation
-~ INNNENNEEE EER

278
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Annexe 03 : Alignement des séquences ADN du clone pET28-a(+) ditch_0289 clone

(sens F et anti-sens R)

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_02838 T7 R sequence
Consensus

fo0%

Conservation
%

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

1o0%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

100%

Conservation
%

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence

Consensus
1008

Conservation
L]

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_02838 T7 R sequence
Consensus

1o0%

Conservation
%

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence

Consensus
1oe%s

Conservation
e

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-al+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

oo

Conservation
O

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

100%

Conservation
e

dicth_0289 sequence
clane pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

bl

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

100%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+} dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

100%
Conservation

L)

et du géne ditch_0289.

140

----ATGAAG TCAAGTAATA TTTACTCACC CTTTGATCTG AAATGTGAAT TTACTACGAA
TAGCATGAAG TCAAGTAATA TTTACTCACC CTTTGATCTG AAATGTGAAT TTACTACGAA

----ATGAAG TCAAGTAATA TTTACTCACC CTTTGATCTG AAATGTGAAT TTACTACGAA

200 P &
1 I

TCCTTTAGGC GTAGACAAGA AGAATCCTAT ATTTTCATGG AAATTAAGAC ATTTAGAGAA
TCCTTTAGGC GTAGACAAGA AGAATCCTAT ATTTTCATGG AAATTAAGAC ATTTAGAGAA

-8

TCCTTTAGGC GTAGACAAGA AGAATCCTAT ATTTTCATGG AAATTAAGAC ATTTAGAGAA

260 250
I I

GAACGAAAAA CAAACTGCAT ATCAAGTAAT CGTTTCTAGT TCATTGGAGA CAATAAATGA
GAACGAAAAA CAAACTGCAT ATCAAGTAAT CGTTTCTAGT TCATTGGAGA CAATAAATGA

-8

GAACGAAAAA CAAACTGCAT ATCAAGTAAT CGTTTCTAGT TCATTGGAGA CAATAAATGA

320 340
1 I

TAACATTCGGGE GATGTCTGGG ATACAGGAAA AGTATTATCA TCTGAGCAAG TAATTAAGTA
TAACATTGGG GATGTCTGGG ATACAGGAAAL AGTATTATCA TCTGAGCAAG TAATTAAGTA

-8

TAACATTGGG GATGTCTGGG ATACAGGAAA AGTATTATCA TCTGAGCAAG TAATTAAGTA

38/ 400 42
I I

TGAGGGAAAA GAGTTAGAAC CTTGTAAAGT TTATTTTTGG AAAGTTAGAT GGTGGGATAG
TGAGGGAAAA GAGTTAGAAC CTTGTAAAGT TTATTTTTGG AAAGTTAGAT GGTGGGATAG

-8

TGAGGGAAAA GAGTTAGAAC CTTGTAAAGT TTATTTTTGG AAAGTTAGAT GGTGGGATAG

460
I

TAAAGATCAG GAAAGTCCTT TCAGTGTAGT TAATACTTTT GAAACTGGGC TTATGAATGA
TAAAGATCAG GAAAGTCCTT TCAGTGTAGT TAATACTTTT GAAACTGGGC TTATGAATGA

447
1

-&

TAAAGATCAG GAAAGTCCTT TCAGTGTAGT TAATACTTTT CAAACTGGGC TTATGAATGA

500 520 B
1 1

AGALAATTGG AAAGCAAAAT GGATAACCAL AAAGGAACAT AAGTATGAAG TTTATTCTCC
AGAAAATTGG AAAGCAAAAT GGATAACCAA AAAGGAACAT AAGTATGAAG TTTATTCTCC

-5

AGAAAATTGG AAAGCAAAAT GGATAACCAA AAAGGAACAT AAGTATGAAG TTTATTCTCC

860 550
1 I

AGATGGGGCT CCTTTCGGCT TAAATTATAC AATAGCTTAT GCTCCTATGT TTAGGAAAAG
AGATGGGGCT CCTTTCGGCT TAAATTATAC AATAGCTTAT GCTCCTATGT TTAGGAAAAG

-8

AGATGGGGCT CCTTTCGGCT TAAATTATAC AATAGCTTAT GCTCCTATGT TTAGGAAAAG

620 240
I I

-3

TTTCAGTATT TCTAAAAAAA TAAAAAGAGC AAGAGTTTAT ATAGCGGGTT TAGGGCTCTA
TTTCAGTATT TCTAAAAAAA TAAAAAGAGC AAGAGTTTAT ATAGCGGGTT TAGGGCTCTA

TTTCAGTATT TCTAAAAAAA TAAAAAGAGC AAGAGTTTAT ATAGCGGGTT TAGGGCTCTA

56
180

116
240

176
300

238
360

296
420

356
480

416
540

476
600

536
660
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dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0239 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 R sequence
Consensus

100%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

00
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oo

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 R sequence
Consensus

100%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0283 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence

consensus
oo

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0239 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 R sequence
Consensus

00%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0288 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R seguence

Consensus
prant

Conservation
L]

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+} dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0289 T7 R seguence
Consensus
Pt

Consenvation
L]

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0289 T7 R seguence
Consensus
prant

Consenvation
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630 oo
I 1

CGAACTTTAT ATTAATGGAG AGAGAATTGG GGATAGAGTC CTTGATCCTG GGCAGACTGA 596
CGAACTTTAT ATTAATGGAG AGAGAATTGG GGATAGAGTC CTTGATCCTG GGCAGACTGA 720

-

fi- ] T

-8

TTATAAGAAG AGAGTCCTTT ATACTGTTTA TGATGTCTCA AAAAATATAA GAGATGGTAA
TTATAAGAAG AGAGTCCTTT ATACTGTTTA TGATGTCTCA AAAAATATAA GAGATGGTAA

TTATAAGAAG AGAGTCCTTT ATACTGTTTA TOGATGTCTCA AAAAATATAA GAGATGGTAA

656
780

800 820
I 1 1

GAATGCTATT GGGGTTATCT TAGGAAACGG AAGGTATGTG AAGGAATATG GTTATGATTT
GAATGCTATT GGGGTTATCT TAG-AAACGG AAGGTATGTG AAGGAATATG GTTATGATTT

GAATGCTATT GGGGTTATCT TAG- AAACGG AAGGTATGTG AAGGAATATG GTTATGATTT

716
839

-8

TCCCAAATTA ATAATACAAG TTCTTGTTGA GTATGAAGAT GATTCTATTG AATGGATTGT
TCCCAAATTA ATAATACAAGC TTCTTGTTGA GTATGAAGAT GATTCTATTG AATGGATTGT

TCCCAAATTA ATAATACAAG TTCTTGTTGA GTATGAAGAT GATTCTATTG AATGGATTGT

778
899

-

836
959

AAGTGATGAA TCTTGGAAAA CGACTTATGG ACCTATTACT TTAAACAGTT TATATCATGG
AAGTGATGAA TCTTGGAAAA CGACTTATGG ACCTATTACT TTAAACAGTT TATATCATGG

AAGTGATGAA TCTTGGAAAA CGACTTATGG ACCTATTACT TTAAACAGTT TATATCATGG

1020
1

AGAGATATAT GATGGTAGAA AGGAAATAAA AGCGATGGAAT TTGCCAGATT TTGATGATTC
AGAGATATAT GATGGTAGAA AGGAAATAAA AGGATGGAAT TTGCCAGATT TTGATGATTC

AGAGATATAT GATGGTAGAA AGGAAATAAA AGGATGGAAT TTGCCAGATT TTGATGATTC

896
1019

1080

1 1 1
TACGTGGOAG AATGCAATAT TAGCAGAACC TCCTGGAGGC AAMACTATATT CCGAGATTTA 956
TACGTGGGAG AATGCAATAT TAGCAGAACC TCCTGGAGGC AAACTAT--- 1066

1100 120

1016
1066

: INNNENNEEN FESNNNENGE SNNESENESE SNNNSENNEN SENNNSENES SEEENEENEE

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+} dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence

Consensus
ooa

Consenvation
L]

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus
prant

Consernvation

1076
1066

1136
1066

» INNNEEENEN VESNNNEEEE SNNESENEEE SNNEENNEEE EENNNEENEE NEEESEENEE

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+} dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus
oo

Consenvation

} ] 1
CTTAAACTAT TCAACAAATA GAACTGCTCT TGCAACAGAT GTTTATATCA CTAAAGGAGA

1196
1066

:» INNEINNEEE SENNANENEN SRNEESNEEE SEANENEEEN SENENEEEEE SNERREEEEE
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T340 1380 1380
[} L} I

dicth._0289 sequence AGGATACGAA GAATATGAAC CAAGATTTAC ATATCATGGG TTTAGATATG TAGAAATATT

clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequUence - - - = - - = = -« = oo oo oo - oo oo os LS. Lossosssos Saaaiaaaas
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

Conservation
%

1400 470 14
)

dicth_0289 sequence AGGGTATCCT GGTGTTCCTA CCTTCGGAAGA TATAGAAGGA AAAGTGGTTC ACACAGCGGT
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence - - - = - - - = - - = - - - = - - -2 - oo LSS oSS soosoooon
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence -
Consensus
1

Conservation
e

dicth_0289 sequence AGAATCTAAC GGAGAATTTA TATGTTCTAA TGAGTTAATA AATAAAATTC ATCACAATAT

clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 R sequence
Consensus
b
Conservation
<+ L O O O O O O O O O O O
*520 1 m ssﬁa

dicth_0289 sequence TATCTGGGGA CAGCTTAGTA ACTTGATGAG TATCCCTACG GACTGTCCAC AﬁAGAGATGA
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence - - - =---=-- = - - - oo o2c - 2omozonos mefomeionme oo Zom-fon Zo--io--z=
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R SEQUENCE - - - = = = = = == = - == oo o2 oo s omccoocos —smmesmos mm-em-=zme ==--====-=-
CONBBATEE. - v cnuSon SumeSameie wiaeeSuees weSeeeSaee s S S e S e e e S

100%

Conservation
e

dicth_0289 sequence AAGAATGGGA TGGATGGGGG ATGCTCAGCT TTCTGCAGAA GAAGCTATTT TTAATTTTGA

S pETIE-ale) dotly SIS TP SaguEmte = -ssoss s snlsssiUog setBesenls nusalos sy Sosooiiaoal Gsoe o mnaioe
clone pET28-al+) dicth_0289 TT R SEQUENCE - - = = = = == == == === =-- = oo oooooo —oooooooos —oooooooos —oooooooo-
COABINIME: - - S cvuSa. SusuSuasse PEualSusies seSeeie S seeSeasSee SeeaSeeie S

Conservation
%

1040 e 1680
]

dicth_0289 sequence CATGATAGGT TTCTATAGAA AATATCTAAA TGATATTAGA GATGCTCAAA AAGAAAATGG
dom pETRN - afs)diclhy GOS0 TP Shguimbn === o= seoooonoe s aonseloe Mo mlne ooy ssoihe b mnnemnao o

1256
1066

1316
1066

1376
1066

1436
1066

1496
1066

1556
1066

donepETRRall dvh DR TT Rsnguunee, «=ssess e sasssassss Fosaysiss s sasass o SrseossysEs Sasssasses -

3 T e T T e
1o

Conservation
e

700 1720 1742
] ]

dicth_0289 sequence TAGTTTATCT GATGTCATAC CACCTTATTG GAGCATATAT CCTGGTGATC CTGCTTGGAG
dong pEi2i-abe) ety G000 TT SEgUENcE. === s5255s (SRR TEERSE RTERASHEERS FESEEE SRS SERTERRSEE SEen S ReaEs

1616
1066

clone pET28-a(+) dicth_0289 TT R SEQUENCE - - = = = = = = = = = = = = = = = = = = = & = oo s === s == o= smm === === =

ORI o= st ecunt b e e e e S R REE SR e e N R e N

Conservation
%

dicth_0289 sequence CACTGCATAT ATTACTATAG CCTGGTATTT ATATCAGTAC TATGGAGATA AATATGTTCT
clone pET28-a(+) dicth_0288 T7 SEQUENCE - - - = = = = = = = = = = & & = & & e e e e e e e e M e e e mms mmmmmmmmms mmmmmm—m -

1676
1066

S ETIR AR T R IR s os sreresstas messtsrens Trsrerese: fessoessce soesscenes Py

PHOARINEE. con o memoon SR T RS S ER R SRES SRS SR G T S S S S
1oem

Conservation
%

1820 1840 1882
1 1 ]

dicth_0289 sequence TGAGGAACAC TATGAAGGAT TCAAGAAATA TGTAGAGTTT TTGAAAAAAT TGGCACCAGA
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 SEQUANCE - - - = = = - = == == - - o - o - oo m oo oo oo oo s o m-oms smm-mm---- —------ oo
clone pET28-a(+) dicth_0289 TTRSEQUENCE - - = = = = = = == = == == == === = = = oo oo = oo oo oo = - ===
e e ———

oo

Conservation
%

dicth_0289 sequence TTACATAGTT AGTTTCTATA AATATGGTGA TTGGTGTCAA CCCGGGACAG TAAGACCTAA
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

100%

CCCGGGACAG TAAGACCTAA
CCCGGGACAG TAAGACCTAA

Conservation
ES

1540 1980 1580
1

dicth_0289 sequence GGATAATTCA GGAGAACTAA CTTCTACTTT TTATTTTT-A TCATGATGTC ATTACTTTGT
NS PETZR-al+) i DORD TT SOQUBMCE: - - s —sorcce =nrs-nar—n sooas—nmss Srdatsots: ooSssosote SEefs T
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence GGATAATTCA GGAGA-CTAA CTTCTACTTT TTATTTTTTA TCATGATGTC ATA--CTTGT
Consensus GGATAATTCA GGAGA-CTAA CTTCTACTTT TTATTTTT-A TCATGATGTC ATN--NTTGT

100%

Conservation
=

2006 2010 2040
| 1 |
dicth_0289 sequence CAAAGATAGC AAAACTGTTA GGTAAAGAGG CGGATTATAA ATATTATTCA GAACTTGCTG
ans PETZN Ao R0 TT Se0UEME. - cc—cer=ne Sses—measss somesofess SSSEeEsoes SeSSHeSSSe SoessSeE—
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence CAAAGATAGC AAA-CTGT-A GGTAAAGAG- CGGATTATAA ATATTAT-CA GAACTTGCTG
Consensus CAAAGATAGC AAA-CTGT-A GGTAAAGAG- CGGATTATAA ATATTAT-CA GAACTTGCTG

100%

Conservation
%

2080 2080 2100
1 | [
dicth_0289 sequence ATAAGATAAA GAGCGCCTTT AATAAGAAGT TTCTAAAAGA AAAGGCTTAT GCGTCTATTC
NS BE T2R-alo i OB T SORREMCE = »:—~rrcce Somsosares sossmsofess mFosbsoase GessoEsEoES Sseess TATTC
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence ATAAGATAAA GAGCGCCTTT AATAAGAAGT TTCTAAAAGA AAAGGCTTAT GCGTCTATTC

Consensus ATAAGATAAA GAGCGCCTTT AATAAGAAGT TTCTAAAAGA AAAGGCTTAT GCGTCTATTC
100%

Conservation
o

1736
1066

1796
1066
20

1855
1066
v

1915
1066
133

1975
1071
193



dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 R seguence
Consensus

To0%
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dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_028%9 T7 seguence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

1o0m,

Conservation
B

dicth_0289 seguence
clone pET28-a(+) dicth_0283 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0283 77 R sequence
Consensus

100%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus

to0m

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0283 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 R sequence
Consensus

oo
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o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R seguence
Consensus

toom,

Conservation
[

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 77 R sequence
Consensus

100%

Conservation
o

dicth_0289 sequence
clone pET28-ai+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
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=

Conservation
£

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 77 R seguence
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o

dicth_0289 sequence
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clone pET28-a(+) dicth_0289 77 R seguence
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S

dicth_0289 sequence

clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 seguence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
Consensus
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£

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0282 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 77 R seguence
Consensus

1oo%,
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dicth_0289 sequence
clane pET28-a(+) dicth_0289 T7 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 77 R sequence
Consensus

1
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S

dicth_0289 sequence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 seguence
clone pET28-a(+) dicth_0289 T7 R sequence
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-
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£
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clone pET28-a(+) dicth_0289 77 R seguence
Consensus

-
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'
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CAACAGAGTT CAGTCAAGCAA AATGTAAAAC CACTCTTAGA AAAGTATCCT CAAGATATAA

CAACAGAGTT GAGTGAAGAA AATGTAAAAG CACTCTTAGA AAAGTATCCT GAAGATATAA
CAACAGAGTT GAGTGAAGAA AATGTAAAAG CACTCTTAGA AAAGTATCCT GAAGATATAA

2200
]
AAGACTTTCT GAGGCAACAA TTTACTATTT TATCGTCTTT AGGGATGEGTTT ACAAGTCAGA

z

210
1

-B

AAGACTTTCT CGAGGCAACAA TTTACTATTT TATCOGTCTTT AGCCGATGTTT ACAAGTCAGA
AAGACTTTCT GAGGCAACAA TTTACTATTT TATCGTCTTT AGGGATGTTT ACAAGTCAGA

Z 240 2280 2280

1 ] I
CTTTGAATAC TCTGCCTCTA TATTTAAATC TTGTTCCTGA AGATAAGGTG CAAGATGTTT

CTTTGAATAC TCTGCCTCTA TATTTAAATC TTGTFTCCTGA AGATAAGGTG CAAGATGTTT
CTTTGAATAC TCTGCCTCTA TATTTAAATC TTGTTCCTGA AGATAAGGTGC CAAGATCETTT
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TAAAGACATT ATTAGAGCGAT ATTATTATTA GCGACATGATTA TCATCTTGAT ACAGGAATTEG
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AAATAGTTAA TCAAAAAACA TATCCGAGTT TTGGATATAT GATCCGAAGAG GGTGCTACAA

CTTTATGGGA AAGATGGGAG AAATTAACAT CTACAGGTAT GAATTCTCAT AATCATATTA
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TGTTTGGTAG TGTAGATGCT TGGTTCTATA GAGTTATTGC TGCAGTAAGA GTAGGAGAGC
TGTTTGGTAG TGTAGATGCT TGGTTCTATA GAGTTATTGC TGGAGTAAGA GTAGGAGAGC

2800 2820
] ]
CAGGGTGGAA TAAAATAATA TTTGAGCCTC ATCCAGTTGG AGATCTAAAG TACGCCAAGG

28

-5

CACCGTCCGAA TAAAATAATA TTTGACCCTC ATCCAGTTGG AGATCTAAAGC TACGCCAAGT
CAGGGTGGAA TAAAATAATA TTTGAGCCTC ATCCAGTTGG AGATCTAAAG TACGCCAAGS

2680 2680 200
i i ]
CGAGATTAAA TACCATTAAA GGGGAAGTGG AGATAAATTG GCAGAAAACT GAAAATATAT

CGAGATTAAA TACCATTAAA GGGGAAGTGG AGATAAATTG GCAGAAAACT GAAAATATAT
CCACATTAAA TACCATTAAA GGGCAAGTGC AGATAAATTGC CCAGAAAACT GCAAAATATAT

2720 2740 27
]

[} 1
TTAGTATGAG GATATCTGTA CCAGTGAACT CTGAGGGAGA AGTGCATGTA CCTAAGTTGT

TTAGTATGAG GATATCTGTA CCAGTGAACT CTGAGGGAGA AGTGCATGTA CCTAAGTTGT
TTAGTATGAG GATATCTGTA CCAGTGAACT CTGAGGGAGA AGTGCATGTA CCTAAGTTGT

TTCAGACATT TGTAGTGAAA CAACGAGCATA ATATAATTTA TCAAAAAAAGC GCCTGATCTTGC
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AAGAAAATGA GAAGTATATA GTCATAAGAG TTGGATCCGG ATCATACAAC TTTTATATGE

AACGAAAATGA GAAGTATATA GTCATAAGAG TTGGATCCGG ATCATACAAC TTTTATATGG
AACAAAATCA CAAGTATATA GTCATAAGCAG TTGCATCCGG ATCATACAAC TTTITATATGG

AAAMAGATATA AGT
AAAAGATATA A
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Annexe 04 : Alignement des séquences ADN du clone pET28-a(+) ditch_0359 clone
(sens F et anti-sens R) et du géne ditch_0359.

5000 5020 5040

I | I
dicth_0359 sequence AATTAATACG ACTCACTATA GGGGAATTGT GAGCGGATAA CAATTCCCCT CTAGAAATAA 5040

clone pET28-a(+)dicth_0359 FSBqUenCe - - - - - - = - == == - - oo - oo oo Lo oo oo TAA &
clone pET28-(+)dicth_0359 R SEQUENCE - - - - - - = - == === == == =- = oo ooooo oo S--sosso- s 1
CORIIRGE: -osdos=asl CEasARisEs SARISEERTE STEERTREES SRSRRERTESs  aRESEEs TAA
oo
Conservation

L)
5000 5 (B0 510|o
dicth_0359 sequence TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACC ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC 5100
clone pET28-a(+)dicth_0359 Fsequence TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACC ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC 64
clone pET28-(+)dicth_0359 R SEQUAACE - - - - - - = - = - - - - - d - oo oo oo oo oo o--o S-om---oo- m----o--- 1
Consensus TTTTGTTTAA CTTTAAGAAG GAGATATACC ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC
1oo%

Conservation
L3

5120 5 140 B1
1 |
dicth_0359 sequence AGCAGCGGCC TGGTGCCGCG CGGCAGCCAT ATGGCTAGCA TGCTTAAATA CAGGTTTCCT 5160
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence AGCAGCGGCC TGGTGCCGCG CGGCAGCCAT ATGGCTAGCA TGCTTAAATA CAGGTTTCCT 124
NS pETI L L DOET M ANENE: - == or—ner Fer—seESss SHASSSeESS ESSSESSHeES SES eSS SSE  HeESSeE— S 1

Consensus AGCAGCGGCC TGGTGCCGCG CGOCAGCCAT ATGGCTAGCA TGCTTAAATA CAGGTTTCCT
1o0%

Conservation
L3

-3

5 180 5200 8
1 1

-4

dicth_0359 sequence GAGGGGTTTT TGTGGGGGAC TGCTACTGCT TCTCATCAAA TTGAAGGTGA TAATTTTTAC 5220
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence GAGGGGTTTT TGTGGGGGAC TGCTACTGCT TCTCATCAAA TTGAAGGTGA TAATTTTTAC 184
Sone PET2-H)M DIDB RO MIEE: = ==~r==%3 mszsosssoas sassosssos Gsamsssars assadasaes sensdssoo L
Consensl‘fm GAGGGGTTTT TGTGGGGGAC TGCTACTGCT TCTCATCAAA TTGAAGGTGA TAATTTTTAC

Conservation
[

5240 5260 B2
1 1

dicth_0350 sequence AACGATTGGT GGGAGTTTGA GCAGAAAGGT AAGCGTTAAAA ATGGOCAAAT TTCAGGCAAG 5280
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence AACGATTGGT GGGAGTTTGA GCAGAAAGGT AAGGTTAAAA ATGGGCAAAT TTCAGGCAAG 244
clone pET28-(+)dicth_0359 R SeQUERNCE: - - - - - - = - == - - - oo oo oo oo mes-oosoo s-oss---o- mo---o-o- 1

Consensus AACGATTGGT GGGAGTTTGA GCAGAAAGGT AAGGTTAAAA ATGGGCAAAT TTCAGGCAAG
10w

-8

Conservation
L3

5300 5320 5340
1 1 I

dicth_0359 sequence GCTTGTGATA GCTGGAATAG ATACGAAGAA GATTTTGATC TTATAGAAAA GCTTAATAAT 5340
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence GCTTGTGATA GCTGGAATAG ATACGAAGAA GATTTTGATC TTATAGAAAA GCTTAATAAT 304
cione pET28-{+)0eth D3SO Rsemende ---------- r-c--mc-nn crmrssmse s mm e s s e e s e e 1

Consensus GCTTGTGATA GUTGGAATAG ATACGAAGAA GATTTTGATC TTATAGAAAA GCTTAATAAT
100%

Conservation
-]

5 360 5 380 5
I 1

dicth_0359 sequence AATGCTTATA GGTTTTCCAT AGAGTGGAGT AGAGTGGAAC CAGAGGAAGG AAGGTTTGAT 5400
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence AATGCTTATA GGTTTTCCAT AGAGTGGAGT AGAGTGGAAC CAGAGGAAGG AAGGTTTGAT 364
NS REII O IR . - - srscrns rEsssRssEs SAASERASSR ASEASSSAss ASSIAASELAS BAsSRASS RS -

Consensus AATGCTTATA GGTTTTCCAT AGAGTGGAGT AGAGTGGAAC CAGAGGAAGG AAGGTTTGAT
100%

Conservation
[

-8

4R 540 §
L} 1

dicth_0359 sequence CAATCGGCTA TTGAAAGATA TAGAGCTATG CTACTTTCTT TGAGGAGGAG AAATATAGAG 5460
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence CAATCGGCTA TTGAAAGATA TAGAGCTATG CTACTTTCTT TGAGGAGGAG AAATATAGAG 424
clone pET28-(+)dicth_0359 R SEBQUEMNEE - - = = = == === === - oo -sos = oo cocos oo ooooo ssssssss- S 1

Consensus CAATCGGCTA TTGAAAGATA TAGAGCTATG CTACTTTCTT TGAGGAGGAG AAATATAGAG
100%

-&

Conservation
.3

8

5 480 5 500 5
] 1

I
dicth_0359 sequence CCTTTTGTTA CCTTGCACCA TTTTACCAAT CCCTTGTGGA TAGCCAAAAA AGGTGGATGG 5520
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence CCTTTTGTTA CCTTGCACCA TTTTACCAAT CCCTTGTGGA TAGCCAAAAA AGGTGGATGG 484
clone pET28-{+)dicth_0359 R sequence ---------- -CTTGCACCA TTTTACCAAT CCCTTGTGGA TAGCCAAAAA -GGTGGATGE 49
C::-nseﬂSt‘.ImS"h CCTTTTGTTA CCTTGCACCA TTTTACCAAT CCCTTGTGGA TAGCCAAAAA AGGTGGATGS

Conservation
-3

5540 5580 5580
I 1 1

dicth_0359 sequence TTAAATTCAG AAATCATTGA TTATTATTTA CGTTATGTGG AGAGAATTGT GAGCGAGTTT 5580
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence TTAAATTCAG AAATCATTGA TTATTATTTA CGTTATGETCG AGAGAATTCT GAGCGAGTTT 544
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence TTAAATTCAG AAATCATTGA TTATTATTTA CGTTATGTGG AGAGAATTGT GAGCGAGTTT 109

Consensus TTAAATTCAG AAATCATTGA TTATTATTTA CGTTATGTGGE AGAGAATTGT GAGCGAGTTT
1005

Conservation
[ ]

§ 600 5620 g
1 1

dicth_0359 sequence AAGGATCTTG TGAATTACTG GATGACTATA AATGAGCCCA ATGCTTATGC CTTTATGGCA 5640
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence AAGGATCTTG TGAATTACTG GATGACTATA AATGAGCCCA ATGCTTATGC CTTTATGGCA 604
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence AAGGATCTTG TGAATTACTG GATGACTATA AATGAGCCCA ATGCTTATGC CTTTATGGCA 1688

Consensus AAGGATCTTG TGAATTACTG GATGACTATA AATGAGCCCA ATGCTTATGC CTTTATGGCA
100%

Conservation
-

-3

283
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5080 5880 5T
L] L]

-8

dicth_0359 sequence TATCTTTATG GACAATTTCC GCCTCAAAAA AGGAGCCTTA TGAAAATGCT TAGGGTTTTA
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence TATCTTTATG GACAATTTCC GCCTCAAAAA AGGAGCCTTA TGAAAATGCT TAGGGTTTTA
clone pET28-{+)dicth_0359 R sequence TATCTTTATG GACAATTTCC GCCTCAAAAA AGGAGCCTTA TGAAAATGCT TAGGGTTTTA
Consensus TATCTTTATG GACAATTTCC GCCTCAAAAA AGGAGCCTTA TGAAAATGCT TAGGGTTTTA

1008

Conservation
o

5T 5740 -2
1 I

dicth_0358 sequence AATAATATGG TAAAGGCTCA TGCTAAAGCT TACCAGGTTA TCCATAAAAT ATCCCCAAAT
tlone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence AATAATATGGE TAAAGGCTCA TGCTAAAGCT TACCAGGTTA TCCATAAAAT ATCCCCAAAT
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence AATAATATGG TAAAGGCTCA TGCTAAAGCT TACCAGGTTA TCCATAAAAT ATCCCCAAAT

Consensus AATAATATGG TAAAGGCTCA TGCTAAAGCT TACCAGGTTA TCCATAAAAT ATCCCCAAAT
100%:

Conservation
L3

-3

5780 5 300 5
1 1

dicth_0359 sequence TCTAAAGTGG GTATTGCATA TAATGTAATT TATTTTGAGC CTAAAAATCC AAAGTCTTTC
clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence TCTAAAGTGG GTATTGCATA TAATGTAATT TATTTTGAGC CTAAAAATCC AAAGTCTTTC
clene pET28-{+)dicth_0359 R sequence TCTAAAGTGGE GTATTGCATA TAATGTAATT TATTTTGAGC CTAAAAATCC AAAGTCTTTC

Consensus TCTAAAGTGG GTATTGCATA TAATGTAATT TATTTTGAGC CTAAAAATCC. AAAGTCTTTC
Rt

-8

Conservation
%
S840 5850 -}

I L]
dicth_0359 sequence ATAGATAGAA AGCTTACTAA CTTTGCAGAT CGAATTTACA ATAGGGTGTT TATTGAAACT
tlone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence ATAGATAGAA AGCTTACTAA CTTTGCAGAT CGAATTTACA ATAGGGTGTT TATTGAAACT
clone pET28~(+)dicth_0359 R sequence ATAGATAGAA AGCTTACTAA CTTTGCAGAT CGAATTTACA ATAGGGTGTT TATTGAAACT
Consensus ATAGATAGAA AGCTTACTAA CTTTGCAGAT CGAATTTACA ATAGGGTGTT TATTGAAACT

1008

4

Conservation
o

5500 g5 &

L L] L]

dicth_0359 sequence TTGACTACAG CGAAGATTTTC TTCTCCTTTT ATTAAAGAAG AAATTCCCTA TGCAAAGGAT

clone pET28-a(+)dicth_0359 F sequence TTGACTACAG GAAGATTTTC TTCTCCTTTT ATTAAAGAAG AAATTCCCTA TGCAA-GGAT
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence TTGACTACAG GAAGATTTTC TTCTCCTTTT ATTAAAGAAG AAATTCCCTA TGCAAAGGAT

Consensus TTGACTACAG GAAGATTTTC TTCTCCTTTT ATTAAAGAAG AAATTCCCTA TGCAAAGGAT
100%:

Conservation
%

g

5980 5880 6 D00
i | i
dicth_0359 sequence ACTTTAGATT ATCTTGGAGT AAATTATTAC ACAAGGATTT TAATGGGGTT AAGAATGACA

done PETZEAl)dicH D3SO Fsequence ACTTTAGATT ATCTFGAG-- =---coovows mowolouoics cmcooicion wmiomoocoos
clone pET28-(+)dicth_0350 Rsequence ACTTTAGATT ATCTTGGAGT AAATTATTAC ACAAGGATTT TAATGGGGTT AAGAATGACA

Consensus ACTTTAGATT ATCTTGGAGT AAATTATTAC ACAAGGATTT TAATGGGGTT AAGAATGACA
e

Conservation
o3

a?m e?nm eac:o
dicth_0359 sequence. CCCCCCTCGG GAGAGAAGTC AGATTTTGGA TGGGAGATTT ATCCTGAAGGE AATATATAAG
clone pET28-a(+)dicth_ D359 FSequente =-----==--== ==-co-oc-oos Z--=ios=coo =2-e-coo=2 =2-c-m=s-=22 =—==2-==2-=
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence CCCCCCTCGG GAGAGAAGTC AGATTTTGGA TGGGAGATTT ATCCTGAAGG AATATATAAG
Consensus CCCCCCTCGGE GAGAGAAGTC AGATTTTGGA TGGGAGATTT ATCCTGAAGGE AATATATAAG

100%

Conseration
o5

2080 8100 (&
1 1

dicth_0359 sequence GTAGTAAAAA CATTTTATAA ACTCACAGGG AAGCCTATAT ATATTACGGA AAATGGTATA
N RETEN S DA F Rl - = === oss SesELasEEs FRSSE RS RS SELSSELIESE ssEaasFaas  SesEaesias
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence GTAGTAAAAA GATTTTATAA ACTCACAGGG AAGCCTATAT ATATTACGGA AAATGGTATA
Consensus GTAGTAAAAA GATTTTATAA ACTCACAGGG AAGCCTATAT ATATTACGGA AAATGGTATA

1005

=

Conservation
%

& 140 180 8%
] 1 i

dicth_D359 sequence TCCGATGCAA AGGACGAAAA AAGGCCTAAA TATCTTATAT CTCACCTTAT TCAGCTACAT
SN PETHAR DR T SN - s S5 e ans SERESES LS SRS ISEEEE SEsei SN E aEFSRSE SRS BeSRREEESS
clone pET28-{+)dicth_0359 R sequence TCCGATGCAA AGGACGAAAA AAGGCCTAAA TATCTTATAT CTCACCTTAT TCAGCTACAT
Consensus TCCGATGCAA AGGACGAAAA AAGGCCTAAA TATCTTATAT CTCACCTTAT TCAGCTACAT

100%

8

Conservation
[

8 200 6220 82

] i I
dicth_0359 sequence. AAGGCTATAG AGGATGGGGT AGATATAAAG GGGTATTTTC ACTGGTCATT GGTGGACAAC
clone pET28-a(+)dicth_0359 F SequUence - - - - - - = - =5 - - - - - o st on oo oo oos LLLLsLssss Sosssssoos sossoosan
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence’ AAGGCTATAG AGGATGGCGGT AGATATAAAGC GGGTATTTTC ACTGGTCATT GGTGGACAAC
Consensus AAGGCTATAG AGGATGGGGT AGATATAAAG GGGTATTTTC ACTGGTCATT GGTGGACAAC

1005

Conservation
o5

&

83200 8280 8300
i ] ]
dicth_0359 sequence TTTGAGTGGGE CAGAAGGCTT TCTCCAGAGGE TTTGGACTTT TTGAGACTGA TTTTAATAAC
diink pETIR VI QOO SEEE. - - S SEFSEE EEEEFLAESEES WESIEEAESREE SEESTESSEE SRS REas ERSEossies
clone pET28-{+)dicth_0359 R sequence TTTGAGTGGGE CAGAAGGCTT TCTCCAGAGG TTTGGACTTT TTGAGACTGA TTTTAATAAC
Consensus TTTGAGTGGG CAGAAGGCTT TCTCCAGAGG TTTGGACTTT TTGAGACTGA TTTTAATAAC

100%.

Conservation
%

8320 8340 5380
i 1 1
dicth_0359 sequence TTTGAAAGGA AATGGCGTAA AAGTGCGAGA ATATATAGTG AAATTGCAAA GAACAATGGA
PSRN PETED G N DO FRORRAIE. ~ - s oscioas fasloasion SoasdEasdL sdiasioadd ssdsaddoas sasdossdos
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence TTTGAAAGGA AATGGCGTAA AAGTGCGAGA ATATATAGTG AAATTGCAAA GAACAATGGA
Consensus TTTGAAAGGA AATGGCGTAA AAGTGCGAGA ATATATAGTG AAATTGCAAA GAACAATGGA

e

Conservation
[

284

5700
664
229

5760
724
289

5820
784
349

5880
44
409

5940
903
469

6000
921
529

6060
921
589

G120
921
G649

6180
921
709

6240
921
769

G300
921
829

6360
921
aa9
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880 2400 6420
i i

I
dicth_0359 sequence ATAACGGAAG AGATGGAGAA AGAGTTTCTT AAATAGGCGG CCGBCACTCGA GCACCACCAC 6420
S pETAR R S SR, S e ST SRS STy SR EEaeR S S SR S S g S S ey B e 921
clone pET28-{+)dicth_0359 R sequence ATAACGGAAG AGATGGAGAA AGAGTTTCTT AAATAGGCGG CCGCACTCGA GCACCACCAC 943
Consensus ATAACGGAAG AGATGGAGAA AGAGTTTCTT AAATAGGCGG CCGCACTCGA GCACCACCAC

csneersvn JyURNANINN ANANNANANN ANANANNGNN RNRNARDNND NARORNNRNN RENSRNRNNN

dicth_0359 sequence CACCACCACT GAGATCCGGC TGCTAACAAA GCCCGAAAGG AAGCTGAGTT GGCTGCTGCC G430

N PETEN G DO FEANE -~ - =sc s oss terEanr s RORSEISsEE SEESSSSREE SE e nEsE s
clone pET28-(+)dicth_0359 R sequence CACCACCACT GAGATCCGGC TGCTAACAAA GCCCGAAA-- -
COﬂSéﬂSUS CACCACCACT GAGATCCGGC TGCTAACAALA GCCCGAAA-- - ---------

Cnnsemallon
aﬁzo
dicth_0359 sequence ACCGCTGAGC ﬁA.TJ\ﬁCTAGC ATAACCCCTT GGGGCCTCTA AACGGGTCTT Gﬁ\GGGGTTTT 6540

clone pET28-a(+)dicth D359 F sequence. ------=-+==
clone pET28-(+}dicth_0358 R sequence - -

Consensus - - - -------
Conservation
- INNANNNEEE SNENENENEN SENENEEEES EREEEEEEEN EENEEENEES EEEREEEEEE
o
dicth_0359 sequence TTGCTGAAAG GAGGAACTAT ATCCGGATHG568
clone pET28-a(+)dicth_0359 Fsequence - - ----=-=- ------c-2on 2o-cz-a= 921
clone pET28-{+)dicth_0359 R sequence - - - ---=--+- =----- oo —ooo-noo T 988
ConbelRE - < -ooosbids STdeLTdali whiddeii T
100
Conservation

o

285
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Annexe 05 : Alignement des séquences protéique de DtGly (B5YCI2) et de glycosidases
de structures connues de GH1. Les protéines sont identifiées selon leur code Uniprot ainsi que
leur code PDB donné entre parenthéses. L’homologie des résidus est indiquée suivant le gradient bleu

—rouge (bleu = résidus non homologues, rouge = résidus homologues).

BSYCI2
P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pda 1VFF)
Q03506 (pdb 100X}
Q53EH2 (pdb 3AHX)
QIRAGT (pdo 3ZIK)
Q25BWS (pdb 2E3Z)
Consensus

1005

Conservation
o

BSYCI2
P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pdb 1VFF)
Q03506 (pdb 100X}
Q53EH2 (pdb 3AHX)
QIRAGT (pdb 3ZIK)
Q25BWS (pdb 2E3Z)
Consensus

100%

Conservation
-

B5YCI2
P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pdd 1VFF)
Q03506 (pdb 100X}
QF3EH2 (pdb 3AHX)
QIRAGT (pdb 3ZJK)
Q25BWS (pdb 2E32)
Caonsensus

1005

Conservation
-

B5YCi2

P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pdb 1VFF)
Q03506 (pdb 1Q0X)
Q53EH2 (pdb 3AHX})
QARAGT (pdb 3ZIK}
Q25BWS (pdb 2E37)

Consensus
100%

Conservation
=

BEYCI2
P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pdb 1VFF)
Q03506 (pdb 1Q0X)
QS53EH2 (pdb 3AHX)
CQORAGT (pdb 3ZJK)
Q25BWS (pdb 2E3Z)
Consensus

1

Conservation
o=

BSYCI2

P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pdb 1VFF}
Q03506 (pdb 100X}
Q53EH2 (pdb 3AHX)
QIRAGT (pdb 3ZJK}
Q25BWS (pdb 2E3Z)

Consensus
100%

Conservation
%

B5YCI2
P22073 (pdb 1BGA)
058104 (pdo 1VFF)
Q03506 (pdb 1Q0X)
Q53EH2 (pdb 3AHXK)
QORAGT (pda 3ZIK}
Q25BWS (pdb 2E37)

Consensus
100%

Consernvation
o

286
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Annexe 06 : Alignement des séquences ADN de DtGly wt et des mutants DtGly E159Q
et E159A. Les nucléotides non homologues sont indiqués sur fond bleu.

2 42 &0
1 I
o R -ENEREEENS EEREEREEEN -
DiGly 1590 XL10G -— -— ._ _ -I_l BAAGGAGATA TACCATGGGC 70
DtGly E1594 XL10G e ~-AAGGAGATA TACCATGGGC 19
EOMEIEEE. v necmne shwmssmesss ssmessness messessses -AAGGAGATA TACCATGGGC
1
Conservation

o5

DICTH_0358 (DtGly wt)
DtGly E159Q XL10G
DiGly E1594 XL10G

Consensus
100%

120 ¥

BERATCCTTA 7
AGCAGCCATC ATCATCATCA TCACAGCABC GBCCTGBTGC CGCGCGBCAG CCATATGGCT AGCATGCTTA 140
AGCAGCCATC ATCATCATCA TCACAGCAGC GGCCTGGTGC CGCGCGGCAG CCATATGGCT AGCATGCTTA B9
AGCAGCCATC ATCATCATCA TCACAGCAGC GGCCTCGGTGC CCCGCGGCAGC CCATATGGCT AGCATGCTTA

-8

Conservation
e

180 18 200
I [} [}

TCCTGAGGGG TTTTTGTGGGE GGACTGCTAC TGCTTCTCAT CAAATTGAAG
TCCTGAGGGG TTTTTGTGGG GGACTGCTAC TGCTTCTCAT CAAATTGAAG
TCCTGAGGGG TTTTTGTGGG GGACTGCTAC TGCTTCTCAT CAAATTGAAG

TCCTGAGGGG TTTTTGTGGG GGACTGCTAC TGCTTCTCAT CAAATTGAAG

GCTGATAATTT 77
GTGATAATTT 210
GTGATAATTT 159
GTGATAATTT

DICTH_0359 (DtGly wt)
DiGly E158Q XL10G
DiGly E159A XL10G

Consensus
100%

Conservation
%

AATACAGGTT
AATACAGGTT
AATACAGGTT
AATACAGGTT

- s »
TTACAACGAT TGGTGGGAGT TTGAGCAGAA AGGTAAGGTT AAAAATGGGC
TTACAACGAT TGGTGGGAGT TTGAGCAGAA AGGTAAGGTT AAAAATGGGC
TTACAACGAT TGGTGGGAGT TTGAGCAGAA AGGTAAGGTT AAAAATGGGC

TTACAACGAT TGGTGGGAGT TTGAGCAGAA AGGTAAGGTT AAAAATGGGC

-

AAATTTCAGG
AAATTTCAGG
AAATTTCAGG
AAATTTCAGG

CAAGGCTTGT 147
CAAGGCTTGT 280
CAAGGCTTGT 229
CAAGGCTTGT

DICTH_0359 (DHGly wt)
DtGly E159Q XL10G
DtGly E1594 XL10G

Consensus
100%

Conservation
e

300 pvi ] 340
1 1 I

ATAGATACGA AGAAGATTTT GATCTTATAG AAAAGCTTAA TAATAATGCT
ATAGATACGA AGAAGATTTT GATCTTATAG AAAAGCTTAA TAATAATGCT
ATAGATACGA AGAAGATTTT GATCTTATAG AAAAGCTTAA TAATAATGCT

ATAGATACGA AGAAGATTTT GATCTTATAG AAAAGCTTAA TAATAATGCT

TATAGGTTTT 217
TATAGGTTTT 350
TATAGGTTTT 299

TATAGGTTTT

DICTH_0359 (DiGlywl) GATAGCTGGA
DiGly E159Q XL10G GATAGCTGGA
DiGly E1594 XL10G GATAGCTGGA

Consensus GATAGCTGGA

Conse rvan an
%

i ] 380 400 4,

1 I 1
DICTH_D359 (DiGlywt) CCATAGAGTG GAGTAGAGTG GAACCAGAGG AAGGAAGGTT TGATCAATCG GCTATTGAAA GATATAGAGC 287
DIGIy E1580 XL10G CCATAGAGTG GAGTAGAGTG GAACCAGAGG AAGGAAGGTT TGATCAATCG GCTATTGAAA GATATAGAGC 420
DiGly E159A XL10G CCATAGAGTG GAGTAGAGTG GAACCAGAGG AAGGAAGGTT TGATCAATCG GCTATTGAAA GATATAGAGC 368
GATATAGAGC

Consensus CCATAGAGTG GAGTAGAGTG GAACCAGAGG AAGGAAGGTT TGATCAATCG GCTATTGAAA

-8

Conservahon
%

440 420 420
1 1 1

TCTTTGAGGA GGAGAAATAT AGAGCCTTTT GTTACCTTGC ACCATTTTAC
TCTTTGAGGA GGAGAAATAT AGAGCCTTTT GTTACCTTGC ACCATTTTAC
TCTTTGAGGA GGAGAAATAT AGAGCCTTTT GTTACCTTGC ACCATTTTAC
TCTTTGAGGA GGAGAAATAT AGAGCCTTITT GTTACCTTGC ACCATTTTAC

CAATCCCTTG 357
CAATCCCTTG 490
CAATCCCTTG 439
CAATCCCTTG

DICTH_0359 (DtGlywt) TATGCTACTT
DiGly E159Q XL10G TATGCTACTT
DiGly E159AXL10G TATGCTACTT

Consensus TATGCTACTT

Conse r\-'atron
%

500 520 540
] [} 1

DICTH_0359 (DiGlywt) TGGATAGCCA AAAAAGGTGG ATGGTTAAAT TCAGAAATCA TTGATTATTA
DiGly E159Q XL10G TGGATAGCCA AAAAAGGTGG ATGGTTAAAT TCAGAAATCA TTGATTATTA
DiGly E159AXL10G TGGATAGCCA AAAAAGGTGG ATGGTTAAAT TCAGAAATCA TTGATTATTA

Consensus TGCGATAGCCA AAAAAGGTGG ATGGTTAAAT TCAGAAATCA TTGATTATTA

-8

TTTACGTTAT
TTTACGTTAT
TTTACGTTAT
TTTACGTTAT

GTGGAGAGAA 427
GTGGAGAGAA 560
GTGGAGAGAA 509

GTGGAGAGAA

Conservahon
%

580 800 820
[} ] }

GTTTAAGGAT CTTGTGAATT ACTGGATGAC TATAAATGAG CCCAATGCTT
GTTTAAGGAT CTTGTGAATT ACTGGATGAC TATAAATHAG CCCAATGCTT
GTTTAAGGAT CTTGTGAATT ACTGGATGAC TATAAATGEG CCCAATGCTT
GTTTAAGGAT CTTGTGAATT ACTGGATGAC TATAAATGAG CCCAATGCTT

ATGCCTTTAT 497
ATGCCTTTAT 830
ATGCCTTTAT 579
ATGCCTTTAT

DICTH_0359 (DtGlywt) TTGTGAGCGA
DIGIYE1590 XL10G TTGTGAGCGA
DiGly E159AXL10G TTGTGAGCGA

Consensus TTGTGAGCGA

Conse r\-'atron
%

240 880 BBD i

1 1 )

DICTH_0358 (DiGlywl) GGCATATCTT TATGGACAAT TTCCGCCTCA AAAAAGGAGC CTTATGAAAA TTTAAATAAT 567
DiGly E159Q XL10G GGCATATCTT TATGGACAAT TTCCGCCTCA AAAAAGGAGC CTTATGAAAA TTTAAATAAT 700
DIGIly E158AXL10G GGCATATCTT TATGGACAAT TTCCGCCTCA AAAAAGGAGC CTTATGAAAA TTTAAATAAT B49

TTTAAATAAT

Consensus GGCATATCTT TATGGACAAT TTCCGCCTCA AAAAAGGAGC CTTATGAAAA

-8

TGCTTAGGGT
TGCTTAGGGT
TGCTTAGGGET
TGCTTAGGGT

Conservahon
%

T20 T4d TED
1 1 1

CTCATGCTAA AGCTTACCAG GTTATCCATA AAATATCCCC AAATTCTAAA
CTCATGCTAA BGCTTACCAG GTTATCCATA AAATATCCCC AABTTCTAAA
CTCATGCTAA AGCTTACCAG GTTATCCATA AAATATCCCC AAATTCTAAA

CTCATGCTAA AGCTTACCAG GTTATCCATA AAATATCCCC AAATTCTAAA

GTGGGTATTG 637
GTGGGTATTG 768
GTGGGTATTG 719
GTGGGTATTG

DICTH_0352 (DiGlywt) ATGGTAAAGG
DiGly E159Q XL10G ATGGTAAAGG
DiGly E159A XL10G ATGGTAAAGG

Consensus ATGGTAAAGG

Conse r\-'atron
%
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T80 300 820 Bag
I 1 ] ]

DICTH_0359 (DtGlywt) CATATAATGT AATTTATTTT GAGCCTAAAA ATCCAAAGTC TTTCATAGAT AGAAAGCTTA CTAACTTTGC 707
DIGIYE1590XL10G CATATABTGT AATTTATTTT GAGCCTAABA ATCCAAAGTC TTTCATAGAT AGAAAGCTTA CTAACTTTGC 837
DiGly E159AXL10G CATATAATGT AATTTATTTT GAGCCTAAAA ATCCAAAGTC TTTCATAGAT AGAAAGCTTA CTAACTTTGC 789

Consensus CATATAATGT AATTTATTTT GAGCCTAAAA ATCCAAAGTC TTTCATAGAT AGAAAGCTTA CTAACTTTGC

100%
L

850 5BD 00
1 1 1
DICTH_D359 (DiGlywt) AGATCGAATT TACAATAGGG TGTTTATTGA AACTTTGACT ACAGGAAGAT TtteTTcTcB TTTHEEE BA 777
DiclyE159Q xL10C MCATCCARTT TAcANBECE: THETHREEEE ~:cTT7T7GACT ANBECEAGAT TTTCTTCTC. TTT----ARA 896
DIGIY E159AXL10G AGATCGAATT TACAATAGGG TGTTTATTGA AACTTTGACT ACAGGAAGAT - -l 340
Consensus AGATCGAATT TACAATAGGG TGTTTATTGA AACTTTGACT ACAGGAAGAT TTTCTTCTCN TTT----ANA
100%

Conservation
-3

i
E

DICTH_0359 (DtGly wt) AGA.AATTC CCTATGCAAA G-TACTTTA IATTMCTIG GAGTAAATTA TTACHECABGE -TTTAATc;l 847
DiGly E159Q XL10G ACAAATTC CCTATGCAAA aTACTTTA ATTATCT-G GAGTAAATTA TTACBCABGE --7T7TAATGE 963
DtGly E1594 XL10G EEEEEEEEEE EEEEEEEERE -- 840

Consensus NMNAGAAATTC CCTATGC:\R.& GNNTACTTTA NATTATCT-G GAGTAAATTA TTACNCANGHN --TTTAATGN
100%

Conservation

o5

1000 1020 1040
1

[ [
DIcTH_ 0259 (Diclywt) CETHNMAGAAT caclBcccce TcccBacals BETEEcATTT TCHBEEEGCCAC ATTTATCCTG BAGGAATATA 917
DIGYE1590 XL 106 GET- - AGAAT GAC-Bcccce TCGGBAGARA BET--GATTT TGEE- -GGAG ATTTATCCTG BAGGAATATA 1025
Doy E159AxL10c [HEH - - HEEEE BEN-SENEEE EEEEEEEEES DEN- -DEEEE NDERE- -DEEN RENNEDNEEE EEEDEEREEE 540
Consensus GMT-- AGAAT CGAC-NCCCCC TCGGNAGANA NNT--GATTT TGNM--GGAG ATTTATCCTG NAGGAATATA
100%

Conservation
-3
1000 roso -oo tm
DICTH_0359 (DIGIy wt) T“ BEERBETTTT _ EEcEEREEET _TA cGCHENENES “ 987
DIGWE1S8QXL10G T-----===+= ==cc2cccome o eemmmcos cmmmemmmen me=m—--- R T e D O A 1032
PR TR s ity - St - S e | it S B R o - o e 840
CONSBNSUS To= - =~ = = = == o e e o e o e e et e e e men e mmm - - F P W O N
100%
Consenvation
s
119 11680 1180
| |
DICTH_0358 (DtGlyw) BEANNBENEE NEANNREECE NASENSNCEE NNNNCECECE TNANNCAGEN ECENANGECT NERGRGGEEE 1057
DtGly E159Q XL10G
DiGly E1594 XL10G
Consensus
100%
Conservation

o5

| | 1 |
DICTH_0352 (Dtcly wt) BEENEEETES ENEEEEEIAT TRTENETEEN EANTEETEEE CEEETINENE TECECHEHEAE CENRTENEES 1127

DIGWEISOQXLI0G - - = === ===« = - s s s e e e e e e e s e e memmmes s emmee mmemmeemm~ mmmemm—-o=-~ 1032
B D I T | ot s i s+ o o o - g il | e o i o = L e Rt 240
I o ocoonn tons  speonms taomcm o R R B R e | AR e e S S R e | T e S
100%
Ccvnservah’on
'm tm razo
DICTH 0350 iGly w) EEEENENGEN _ BRBANTNTAA “ KseARATECE _ SEGEREREEN 1157
DiGly E159Q XL10G 1032

DtGly E1594 XL10G
Consensus
kL

Conservation
-3

) 1 1
DICTH_0358 (Dtclywt) HENENEENNE SENECEECEN NECHATHEDE CHNCHEENEE REENECHENEN NBNTA R NAE 1257

DIGWE1SOQXLI0G - - - == - ===« = oo s e e e e et e e e s e e emmmen memm—e---- eanll AR 1029
e ey e R Ty RO 840
RN o ocoonn tons  speomos tamcmie o e e, S A e | A e S e -~ TANANAN
100%
Conservation
e
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Annexe 07 : Alignement des séquences peptidiques de DtMan et de glycosidases de
structures connues de GH2. Les protéines sont identifiées selon leur code Uniprot ainsi que leur
code PDB donné entre parenthéses. L’homologie des résidu est indiqué suivant le gradient bleu —rouge
(bleu = résidus non homologues, rouge = résidus homologues).

BEYAN4
PO0723 (pdb 30B8)
Q8KRFE (pdb 1YQ2)
PO0722 (pdb 1DPO)
P08236 (pdb 1BHG)
Btian2A QBAAKG (pdb 2JES)
Consensus

1008

Conservation
%

BSYAN4

P00723 (pdb 30B8)
QEKRFE (pdb 1YQ2)
P00722 (pdb 1DF0)
P08236 (pdn 1BHG)
BiMan24 Q8AAKE (pdb ZJE8)

Consensus
1000

Conservation
o

B5YAM4
PO0723 (pdb 30B8)
QBKRFE (pdb 1Y02)
PO0722 (pdb 1DPO}
P0&236 (pdb 1BHG)
BtMan2A QBAAKE (pdb 2JE8)
Consensus

100%

Conservation
L)

BEYAMN4
P0O0723 (pdb 30B8)
QEKRFE (pdb 1YQ2)
PO0722 (pdb 1DPO)
P08236 (pdb 1BHG)
BtMan2A QBAAKE (pdb 2JE8)
Consensus

1005

Conservation
o

BEYAMN4
P00723 (pdb 30B8)
QBKRFS (pdb 1Y02)
PO0722 (pdb 1DPO)
P08236 (pdb 1BHG)
BtMan2A QBAAKE (pdb 2JE8)
Consensus

H00%

Conservation
%

BEYAN4
PO0723 (pdb 30B8)
QBKRFE (pdb 1YQ2)
P0O0722 (pdb 1DPO}
P08236 (pdb 1BHG)
BtMan2A QBAAKE (pdb 2JE8)
Consensus

E

Conservation
L

BEYAN4
P00723 (pdb 30B8)
QBKRFE (pda 1YQ2)
P00722 (pdb 1DPO)
P08236 (pdb 1BHG)
BiMan2A Q8AAKS (pdb 2JEB)
Consensus

100%

Conservation
L)

BEYAN4
P00723 (pdb 30B8)
QEKRFE (pdb 1YQ2)
P00722 (pdb 1DP0)
P08236 (pdb 1BHG)

Bilan24 QSAAKE (pdb 2JEE)

Consensus
100%

Conservation
-
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580 m 20

I
BEVANS AEFVIKRL --E5 - NAW 'rux----w WGEREKFWGE “EESEEIVSR VLPDVCARLD 459
P00723 (pdo 30B8) ASQLVLROV ACY--=-- BRNHKAMYKL IKQLD=-==-= =-=-PTRLVH Y--<=EG---D 510
QBKRFE (pdo 1Y02) MERTVERDK ESGT----- GSNLAAMAAW AHARD==-=-- =---=S3RPVH Y---EG---D 470
P00722 (pdb 1DP0) V TRMVQRDR ESGH----- BANHDALYRW |KSVD--=--- -=---PSRPVQ Y---EGBGAD 493

P08235 (pdo 1BHG) MEEVV ﬁxi MEPASHLESA BYYLKMVIAH TKSLD“%;:’ “--“P3RPVT FVSNSNYAAD 4
Billan24 QBAAKE (pdo 2JE8) AVYN | E|LEALKYW BFEKK----F --TPEVYOGL MHBYDKLFRE LLPSTVKEFD 504
Consensus AERVVRRDRN HPSI|VMWSLG NESGX----- GYNXKAMYAW |KSXD----- ----PSRPVH Y---EG--AD
100%

Conservation
o
° i 0 g
BEYAN4 LTRPYWPSSP Y---GGKDPN SQEVGDRHNW EVWHGWIDFN GYLKDNGRF! SEFGMQAPPY AETIRKFITS 526
P00723 (pdo 30B8) LNALSADIFS FMYPTFEIME RWRKNHTD-- --------EN GKFE-KPLIL CEYGHAMGNG PGSLKEYQEL 569
QBKRF6 (pdo 1¥Q2) YTGAYTDVYS RMYSBIPETD SIGRNDSHAL LLGED-SAES ARGRTKPFIL CEYVHAMGNG PGAMDQYEAL 539
POO722 (pdb 1DPO) TTA--TDIIC PMYARVDEDO PFPAVPKWS| KKWL-----8 LPGETRPLIL CEYAHAMGNS LGGFAKYWOA 556
P03236 (pdb 1BHG) KGAPYVDVIC -LNSYYSWYH DYGHLEL |QL GLATQ-FENW YKKYOKPI||Q SEYG------ - ---AETIAG 548
Biian2A QBAAKS (pdo 2JEB) SDRFYVHSSP YLANWGR-PE SWGTGDSHNW GVWYCKKPFE SLDTODLPRFM SEFGFQSFPE MKTIAAFAAP 573
Consensus LTAPYXDXXX YMYSXGXEPE SWGXXDSHNX XXWKG---XX GKXEXKPXIL XEYGHAMGNG PGTIAXYIAL

Conservation
"%
Tfﬂ TJIt-J T?n
B5YAN4 EKEYYPQSRE MEFHNKAREG TERIIRYIAG HFI!!E”NE YIYLEQ! 106 LALKTGIEHW RNNKFHTSGS 596
PD0723 (pdb 30B8) - == FYKEKFY 0GG-=-=2=- =-=-=:=-FIW E -ANH GIEFEDVSTA DGKLHKAYAY GGDFKEEVHD 617
Q8KRFS (pdb 1Y02) -SSVDKYPRL HGG-E-EER- SS2.28-Fyw EM ! llmt GIREZETRTA EGME-EFFAY GGDFGEVVHD 582
PO0722 (pdo 1DP0) - =< FROYPRL QGG-=-s5-- S-o-So-Fvw DWIA -=upa Ldlll IKY DENBNPWSAY GGDFGDTPND 599
PD8236 (pdb 1BHC) <BEFHADPPL M- --B-§RE- SRE-SE-rF7c cvE-8-EB-- --- BEsEss 5 slaclac- - --SEsis- 562
Billan2A QBAAKE (pdb 2JE8) E-DYQIESEV MNAHGKSSIG NSLIRTYMER DYI|PESFED FVYVGLVLQG QGMRHGLEAH RRNRPYCMGT 642
Consensus - - -FYXAPRL MGG------- -cea-an FYW EW----- KHXH GIY---VIXX DGM-HGKEAY GGDFGETVXD
0%
Conservation . - - I . . . . . - .
(]
m m xim 84?
BSYAN4 SE- luwmn DCWPYVYSWS 1 lmftllxps YYFYKRAFRD IKVNIEPRNG KLLVFBVNDT LEKFYBK-IE 661
P00723 (pdb 30B8) BYF IMDGLCN SEHNP----= ----=-STPG LVEYKKVIEP VHIKI-==AH GSUT==|TN- -=-KHDFITT 666
QBKRF6 (pdo 1¥Q2) SNFVMMDGMVL SDSTP----- -----“-TPG LYEFKQIVSP IRLGLSLPAG GKPTLAVAN- --LRHTADAS 637
PO0722 (pdo 1DP0) RGFEMNGLVF ADRTP----- —+—-IIIHPA LTEAKHQOOF FOFRLS---- sol*rllvrsl YLFRH---8D 643
P08236 (pdb 1BHG) EE-B-----. - =55 _SEREY Sa= =-: ---=HSLEEC YHLOL-BE-- --B-H8---§ -BE--B9BE- 52
Billan2A QBAAKG (pdb 2JE8) == -=LYWOLN DSWPVVSWSE tmtwu HYQAKRAFAP VLINPIGOND stlvnlsw LDTMEGUTLE 708
Consensus - -F-MDGXYN XDWXP----+- ------- XPG LYEAKRAFEP XHXXLS--XG GL-T--V¥TX- ---RH---XE
100%
Conservation
™%

BSYAN4 YAISTFRGKR RGKKZEV-DI -S85552E:: E--2-EIPAN SSVILBEFNL ED=-:-VDKF KEFFY¥VaLYN 710
P00723 (pdo 30B8) DHLLE-- |DK D---5-TGKT |=255252ct SSDWPSLKPE ESVTIS==2- SEcttPSDTT Y--VWAVLKD 706
QBKRFE (pdo 1¥02) DNVLRWRVEH DGAVAASGEV AAEGS----- --DGP-LRAG ESATIALPAM PA--APLGET WLTVEAVLRD 897
P00722 (pdo 1DPD) NELLHWMVAL DGKPLASGEV PLDV EMELPELPOP ESA--EEEE- HEREE-EcBL WLTVRVVOPN 705
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Annexe 08 : Alignement des séquences ADN de DtMan wt et des mutants DtMan E425X.

Les nucléotides non homologues sont indiqués sur fond bleu.

Citian wt
DtMan E4254
Dthlan E4250Q
Cthlan E425M
Dthlan E425C
Diklan E4255
DthMan E425Y
Dthlan E425G

Consensus
b

Conservation
0%

Dthdan wt
DtMan E425A
Dthlan E425Q
DtiMan E425M
DtMan E425C
Diflan E425S
Dtan E425Y
Ditian E425G

Consen sus

Conservahun

Diklan wt
Dtilan E4254
Dthlan E4250Q
Ditklan E425M
Dthan E425C
Dthan E4258
Dthlan E425Y
DitMan E425G

Consensus

Cons ervaﬂ an
L)

DtMan wt
CitMan E4254
DtMan E425Q
Dilan E425M
Dthlan E425C
DiMan E4253
DilMan E425Y
Dthan E425G

Consen sus

Conservanon

Dtltan wt
Dtian E425A
Dtian E4250Q
Ditan E425M
DitMan E425C
DtMan E42558
Dillan E425Y
Dthan E425G

Consensus
100%

Canservation
e

Dtian wt
Dttlan E4254
DtMan E4250
Dthan E425N
DtMan E425C
DiMan E4258
DtMan E425Y
DtMan E425G

Consen sus

Caons erva.h an
B
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EEEBREGTTC
-BNEBEGTTC
EEER

]
L]

TTGATAAGGT
TTGATAAGGT

AAGGT
TTGATAAGGT
TTGATAAGGT
TTGATAAGGT

TTGATAAGGT
TTGATAAGGT

TCAACAGCGA
TGAAGAGCGA
TeABGAGCGA
TGAAGAGCGA
TGAAGAGCGA
Toallcacccea

TGAAGAGCGA
TGAAGAGCGA

E20
1

TTTGGAATAA
TTTGGAATAA
TTTGGAATAA
TTTGGAATAA
TTTGGAATAA
TTTGGAATAA

TTTGGAATAA
TTTGGAATAA

CAAAGGTAGA
GAAAGGTAGA
GCAAAGGTAGA
GAAAGGTAGA
GAAAGGTAGA
GAAAGGTAGA

GAAAGGTAGA
GAAAGGTAGA

500
I

ACTTTTTACT
ACTTTTTACT
ACTTTTTACT
ACTTTTTACT
ACTTTTTACT
ACTTTTTAGCT

ACTTTTTACT
ACTTTTTACT

CAAGAGGATA
CAAGAGGATA
CAAGAGGATA
CAAGAGGATA
CAAGAGGATA
CAAGAGGATA
CAAGAGGATA
CAAGAGGATA

CAAGAGGATA

ATAAAGGTGA
ATAAAGGTGA
ATAAAGGTGA
ATAAAGOTGA
ATAAAGGTGA
ATAAAGGTGA
ATAAAGGTGA
ATAAAGGTGA
ATAAAGGTGA

AAGTTTTGTG
AAGTTTTGTG
AAGTTTTGTG
AAGTTTTETSG
AAGTTTTGTG
AAGTTTTGTG
AAGTTTTGTG
AAGTTTTGTG
AAGTTTTGTG

i
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA
TTTAAAATAA

TTTAAAATAA

ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC
ACAATATACC

]
1

TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA
TGTATTTGCA

AAAGGGGCTA
AAAGGGGCTA
AAAGGGGCTA
AAMAGGGGCTA
AAAGGGGCTA
AAAGGGGCTA
AAAGGGGCTA
AAAGGGGCTA
AAACGGGGCTA

-8

ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC
ACTGGATTCC

TGCAGATAGC
TGCAGATAGC
TGCAGATAGC
TGCAGATAGC
TGCAGATAGC
TGCAGATAGC
TGCAGATAGC
TGCAGATAGC

TGCAGATAGC

1000

i
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC
TTCCTACCTC

TTCCTACCTC

CGATAAAAGA
GGATAAAAGA
GGATAAAAGA
GGATAAAAGA
GOATAAAAGA
GOATAAAAGA
CGATAAAAGA
GGATAAAAGA

GGATAAAAGA

020
]

AGAAGATTAT
AGAAGATTAT
ARAAGATTAT
AGAAGATTAT
AGAAGATTAT
ABAACATTAT
ACAAGATTAT
ACAAGATTAT

AGAAGATTAT

AGACTTTTGC
AGACTTTTGC
AGACTTTTGC
AGACTTTTGC
AGACTTTTGC
AGACTTTTGC
AGACTTTTIGC
AGACTTTTGC

AGACTTTTGC

1040

I
TTATACGTGC
TTATACGTGC
TTATACGTGC
TTATACGTGC
TTATACGTGC
TTATACGTGC
TTATACGTGC
TTATACGTGC

TTATACGTGC

AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT
AAAAGAAGCT

AAAAGAAGCT

1080

1
GGAGTAAATA
CGAGTAAATA
GGAGTAAATA
GGAGTAAATA
GCGAGTAAATA
GGAGTAAATA
GGAGTAAATA
GGAGTAAATA

GGAGTAAATA

TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT
TGCTAAGGGT

TGCTAAGGGT

1080

1
TTGGEGGTGGA
TTGGGGTGGA
TTGGGGTGGA
TTGGGGTGGA
TTGGGGTGGA
TTGGGGTGGA
TTGGGGTGGA
TTGGGGTGGA

TTGGGGTGGA

GGAATATATG
CGAATATATG
CGAATATATG
GGAATATATG
GGAATATATG
GGAATATATG
GGAATATATG
GGAATATATG

GGAATATATG

1+ w0

I
AGAATGATAT
AGAATGATAT
AGAATGATAT
AGAATGATAT
AGAATGATAT
AGAATGATAT
AGAATGATAT
AGAATGATAT

AGAATGATAT

CTTTTATGAA
CTTTTATGAA
CTTTTATGAA
CTTTTATGAA
CTTTTATGAA
CTTTTATGAA
CTTTTATGAA
CTTTTATGAA

CTTTTATGAA

TR

-4

TTATGTGATG
TTATGTGATG
TTATGTGATG

TTATGTGATG
TTATGTGATG
TTATGTGATG

TTATGTGATG

AACTTGGAAT
AACTTGGAAT
AACTTGGAAT
AACTTGGAAT
AACTTGGAAT
AACTTGGAAT
AACTTGGAAT
AACTTGGAAT

AACTTGGAAT

1140

L}
AATGGTTTGG
AATGGTTTGE
AATGGTTTGE
AATGGTTTGG
AATGGTTTGG
AATGGTTTGG
AATGGTTTGG
AATGGTTTGG

AATGGTTTGG

CAAGATTTTA
CAAGATTTTA
CAAGATTTTA
CAAGATTTTA
CAAGATTTTA
CAAGATTTTA
CAAGATTTTA
CAAGATTTTA

CAAGATTTTA

¥ 160

|
TGTTTGCTTG
TGTTTGCTTG
TGTTTGCTTG
TGTTTGCTTG
TGTTTGCTTS
TGTTTGCTTG
TGTTTGCTTG
TGTTTGCTTG

TGTTTGCTTG

TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT
TGCCGAGTAT

TGCCGAGTAT

1180

I
CCTGATGATG
CCTGATGATG
CCTGATGATG
CCTGATGATG
CCTGATGATG
CCTGATGATG
CCTGATGATG
CCTGATGATG

CCTGATGATG

AGAATTTTTT
AGAATTTTTIT
AGAATTTTIT
AGAATTTTTT
AGAATTTTTIT
AGAATTTTTT
AGAATTTTTT
AGAATTTTTT

AGAATTTTTT

1200
1

GAATGATGTA
GAATGATGTA
GAATGATGTA
GAATGATGTA
GAATGATGTA
GAATGATGTA
GAATGATGTA
GAATGATGTA

GAATGATGTA

CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG
CAGAAAGAGG

CAGAAAGAGG

1220

1
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTGT
CAGAGTTTET

CAGAGTTTGT

TATTAAAAGA
TATTAAAAGA
TATTAAAAGA
TATTAAAAGA
TATTAAAAGA
TATTAAAAGA
TATTAAAAGA
TATTAAAAGA

TATTAAAAGA

1243

1
TTAAGAAATC
TTAAGAAATC
TTAAGAAATC
TTAAGAARATC
TTAAGAAATC
TTAAGAAATC
TTAAGAAATC
TTAAGAAATC

TTAAGAAATC

ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT
ATCCTTCTAT

ATCCTTCTAT

12680
I

AGTTCTTTGE

AGTTCTTTGEG
AGTTCTTTGE
AGTTCTTTGG
AGTTCTTTGE

AGTTCTTTGEG

910
70

72
71
68
10
70

980
140
124
142
141
138
a0

140

1050
210
194
212
211
208
150
210

1120
280
264

281
278

280

1180
350
334
352
351
348

350

1260

404
422
421
418
360
420



Dtian wt
Diilan E4254
DitMan E4250
Dthlan E425M
Dthlan E425C
DtMan E4255
DtMan E425Y
Dthlan E425G

Consensus
100%

Conservation
%

Ditian wt
DtMan E4254
Dthlan E4250Q
Dthlan E425M
Dthan E425C
DitMan E4253
DtMan E425Y
Ditklan E425G

Consensus
1

Conservation
%

Dtian wt
Dtklan E4254
Dthlan E425Q
DtMan E425M
DtMan E425C
DtMan E4255
DtMan E425Y
DtMan E425G

Consensus
100%

Conservation
0%

Ctian wt
Dtian E4254
Dthlan E4250Q
Dthan E425M
Dthlan E425C
Diian E4258
DtMan E425Y
DtMan E425G

Consensus
!

Caonsernvation
e

Dthlan wt
DtMan E4254
Dthlan E4250
Dthdan E425M
Dthlan E425C
Diklan E4258
CitMan E425Y
Dthlan E425G

Caonsensus
100%

Conservation
%

DthMan wi
Dtilan E425A
Dthlan E4250
Dtklan E425M
Dthlan E425C
DiMan E4258
DtMan E425Y
DtMan E425G

Consensus
1

Caonsenvation
0

Dtidan wt
DtMan E4254
Dthan E4250
Dthlan E425M
Dtkan E425C
Dihan E4258
Dthan E425Y
Dthan E425G

Consensus

Conservation
s

TGTGGAAATA
TGTGGAAATA
TGTGGAAATA
TGTGGAAATA
TGTGGAAATA
TGTGGAAATA
TGTGGAAATA
TGTGGAAATA

TGTGGAAATA

1280

i
ATBAGAACCA
ATEBRGCAACCA
aTRAcAACCA
ATHABAACCA
ATEBBAACCA
ATEBEAACCA
ATHABrACCA
ATEBBN~ACCA
ATNAGAACCA
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TTGGGGATAT
TTGGGGATAT
TTGGGGATAT
TTGGGGATAT
TTGGGGATAT
TTGGGGATAT
TTGGGGATAT
TTGGGGATAT

TTGGGGATAT

1300
I

TACGCTAAGT
TACGCTAAGT
TACGCTAAGT
TACGCTAAGT
TACGCTAAGT
TACGCTAAGT
TACGCTAAGT
TACGCTAAGT

TACGCTAAGT

GGTGGGGAGA
GGTGGGGAGA
GGTGGGGAGA
GGTGGGGAGA
GGTGGGGAGA
GOTGGGGAGA
GGTGGGGAGA
GGTGGGGAGA

GETGGGGAGA

i
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG
GAGAGAAAAG

GAGAGAAAAG

TTTTGGGGAG
TTTTGGGGAG
TTTTGGGGAG
TTTTGGGGAG
TTTTGGGGAG
TTTTGGEGGAG
TTTTGGGGAG
TTTTGGGGAG

TTTTGGGGAG

1240

1
AAGAGATATA
AAGAGATATA
AAGAGATATA
AAGAGATATA
AAMCAGATATA
AAGAGATATA
AAGAGATATA
AAGAGATATA

AAGAGATATA

CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT
CAGTAGAGTT

CAGTAGAGTT

1380

I
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG
CTTCCCGATG

CTTCCCGATG

TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG
TTTGTGCTAG

TTTGTGCTAG

1380

[
GCTTGATTTG
GCTTGATTTG
GCTTGATTTG
GCTTGATTTG
CGCTTGATTTG
GCTTGATTTG
GCTTGATTTG
GCTTGATTTG

GCTTGATTTG

ACAAGACCTT
ACAAGACCTT
ACAAGACCTT
ACAAGACCTT
ACAAGACCTT
ACAAGACCTT
ACAAGACCTT
ACAAGACCTT

ACAAGACCTT

1400
1

ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG
ATTGGCCTAG

ATTGGCCTAG

4
4

TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC
TAGTCCTTAC

TAGTCCTTAC

GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG
GGAGGTAAGG

GGAGGTAAGG

ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC
ATCCTAACTC

TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA
TCAGGAAGTA

TCAGGAAGTA

GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC
GGGGATAGAC

ATAATTGGGA
ATAATTGGGA
ATAATTGGGA
ATAATTGGGA
ATAATTGGGA
ATAATTCGGGA
ATAATTGGGA
ATAATTGGGA

ATAATTGGGA

AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT
AGTTTGGCAT

AGTTTGGCAT

1 480

I
GGTTGGATCG
GGTTGGATCG
GGTTGGATCG
GGTTGGATCG
GGTTGGATCG
GGTTGGATCEG
GGTTGGATCG
GGTTGGATCG

GGTTGGATCG

ATTTTAATGG
ATTTTAATGG
ATTTTAATGG
ATTTTAATGG
ATTTTAATGG
ATTTTAATGG
ATTTTAATGG
ATTTTAATGG

ATTTTAATGG

1500

I
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG
TTATTTAAAG

TTATTTAAAG

GATAATGGTA
CGATAATGGTA
GATAATGGTA
GATAATGGTA
GATAATGGTA
GATAATGGTA
GATAATGGTA
GATAATGGTA

GATAATGGTA

1520

i
GATTCATAAG
GATTCATAAG
GATTCATAAG
GATTCATAAG
GATTCATAAG
GATTCATAAG
GATTCATAAG
GATTCATAAG

CGATTCATAAG

TGAATTTGGT
TGAATTTGGT
TGAATTTGGT
TGAATTTGGT
TGAATTTGGT
TGAATTTGGT
TGAATTTGGT
TGAATTTGGT

TGAATTTGGT

1540
i

ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC
ATGCAAGCTC

ATGCAAGCTC

E

g
g

CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC
CTCCTGTGGC

CTCCTGTGGC

8

TGAGACTATC
TGAGACTATC
TGAGACTATC
TGAGACTATC
TGAGACTATC
TGAGACTATC
TGAGACTATC
TGAGACTATC

TGAGACTATC

AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA
AGGAAGTTTA

AGGAAGTTTA

]
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA
TAACTTCTGA

AAAAGAGTAT
HBAAAGAGTAT
AAAAGAGTAT
AAAAGAGTAT
AAAAGAGTAT
AAAAGAGTAT
AAAAGAGTAT
AAAAGAGTAT

AAAAGAGTAT

]
TATGCACAAA
TATCCACAAA
TATCCACAAA
TATCCACAAA
TATCCACAAA
TATCCACAAA
TATCCACAAA
TATGCACAAA

TATCCACAAA

GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT
GTAGGGAGAT

GTAGGGAGAT

1620

|
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT
GGAGTTTCAT

GGAGTTTCAT

AATAAGGCTC
AATAAGGCTG
AATAAGGCTC
AATAAGGCTC
AATAAGGCTC
AATAAGGCTC
AATAAGGCTC
AATAAGGCTC

AATAAGGCTC

1640

1
GAGAGGGCAC
GAGAGGGCAC
GAGAGGGCAC
GAGAGGGCAC
GAGAGGGCAC
CAGAGGGCAC
GAGAGGGCAC
GAGAGGGCAC

GAGAGGGCAC

TGAGAGGATA
TGAGAGGATA
TGAGAGGATA
TCAGAGGATA
TGAGAGGATA
TGAGAGGATA
TGAGAGGATA
TGAGAGGATA

TGAGAGGATA

1860

1
ATAAGATATA
ATAAGATATA
ATAAGATATA
ATAAGATATA
ATAAGATATA
ATAAGATATA
ATAAGATATA
ATAAGATATA

ATAAGATATA

TTGCAGGACA
TTGCAGGACA
TTGCAGGACA
TTGCAGGACA
TTGCAGGACA
TTGCAGGACA
TTGCAGGACA
TTGCAGGACA

TTGCAGGACA

1880

]
TTTCcAAARTA
TTTCAAARTA

ACCGAAGATA
ACCGAAGATA

ACCGAAGATA
ACCGAAGATA
ACCGAAGATA
ACCGAAGATA
ACCGAAGATA

ACCGAAGATA

iTO0
I

TGAATGAATA
TGAATGAATA

TGAATGAATA
TGAATGAATA
TGAATGAATA
TGAATGAATA
TEAATGARTA
TGAATGAATA

TATTTATCTT
TATTTATCTT
ERERERREER

TATTTATCTT
TATTTATCTT
TATTTATGTT
TATTTATCTT
TATTTATCTT

TATTTATCIT

i
TCTCAAATTA
TCTCAAATTA

TCTCAAATTA
TCTCAAATTA
TCTCAAATTA
TCTCAAATTA
TCTCAAATTA

TCTCAAATTA

TccAaaccBeT
TccBAHcEEE
EEEREEERER

TccAAGCRCT
TccaacclcT
TccaacHEER
TccancolicT
TccAaacoRcT

TCCAAGGGCT

T4
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Laure GUILLOTIN

Développement d’outils enzymatiques pour la synthése de protéines S-
glycosylées

Résumé :

Dans la communauté scientifique, la glycosylation suscite un vif intérét tant les relations existantes entre les
sucres et les protéines sont étroites et sont impliquées dans de nombreux processus biologiques. De
nombreuses méthodologies de synthése ont été développées pour permettre la production de glycoprotéines
sous forme homogénes nécessaires pour leur étude. Les formes S-glycosidiques sont d'un intérét particulier
grace notamment a la réactivité de I'atome de soufre qui permet le couplage spécifique sucre — acide aminé
et qui confere a la liaison une relative résistance a I'hydrolyse acido/basique et enzymatique. Dans le cadre
de ce projet nous avons souhaité utiliser des outils biocatalytiques pour proposer une nouvelle voie d’acces
aux protéines S-glycosylées en s’appuyant sur le concept des thioglycoligases. Pour répondre a ce challenge,
nous nous sommes intéressés a la production d’'une banque de glycosidases natives a partir du génome de
la bactérie thermophile Dictyoglomus thermophilum. Trois protéines originales ont pu étre produites,
caractérisées et criblées en activité transglycosylase. Parmi ces derniéres la -glycosidase DtGly s’est révélée
étre un biocatalyseur efficace en favorisant la synthése d’une variété de glycosides d’alkyle et de glycosyl
glycérol. Par la suite, neuf mutants thioglycoligases ont été produits par mutagénése dirigée a partir des
glycosidases natives. A l'issue de leur criblage en activité thioligase, le mutant de DtGly E159Q a été retenu
pour la synthése de S-glycoconjugués. Une étude de relation structure/activité menée sur I'enzyme mutée
nous a conduit a la synthése d’'un acide aminé non-naturel, la Thiotyrosine. L’essai de glycosylation de
'analogue estérifié de cette Thiotyrosine par DtGly E159Q a été suivi par LC-MS et a permis de mettre en
évidence la formation du produit de thioglucosylation. Ce premier résultat préliminaire s’avere trés prometteur
pour la validation du concept de S-glycosylation d’'un acide aminé catalysée par une thioglycoligase.

Mots clés : biocatalyse, glycoconjugués, thioglycoligase, acide aminé S-glycosylé

Novel enzymatic tools for S-glycosylated proteins synthesis

Summary :

Glycosylation, one of the most complex co- and post-translationnal modifications of proteins, is of utmost
importance for the scientific community as carbohydrates and proteins are closely related and involved in
numerous diseases. The need to access homogeneous glycoproteins allows the development of a wide range
of synthetic methods. Among them S-glycosidic forms have been attractive thanks to the reactivity of sulfur
atom which allows the specific sugar — amino acid conjugation and confers a relative resistance through
acido/basic or enzymatic hydrolysis. In this project we attempt to take advantage of natural tools to develop
an enzymatic methodology to prepare S-glycosylated proteins through the thioglycoligase concept. In order to
take up this challenge we first generate an enzymatic pool of wild type glycosidases from the thermophilic
bacteria Dictyoglomus thermophilum. Activity screening of the three proteins produced and characterized
allows the isolation of the B-glycosidase DtGly with good transglycosylation activity, thus affording a variety of
alkyl glycosides and glyceroglycosides. Next we generate nine thioglycoligase mutants through site-directed
mutagenesis and after screening of activity, the variant DtGly E159Q was selected to produce S-
glycoconjugates. Finally, DtGly E159Q relation structure/activity studies led us to synthesize the unnatural
amino acid Thiotyrosine. Enzymatic thioglucosylation assay catalyzed by DtGly E159Q was monitored by LC-
MS and gave converging evidence of the successful formation of the S-glucosylated Thiotyrosine. This
tremendous preliminary result is promising for further investigations of enzymatic S-glycosylation of amino acid
using thioglycoligases as toolbox.

Keywords : biocatalysis, glycoconjugates, thioglycoligase, S-glycosylated amino acid
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