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Ce travail a pour cadre [Dutilisation d’oligosaccharides a des fins
phytosanitaires. En effet, dans les relations plante-pathogene la reconnaissance et la
virulence des partenaires sont trés largement inféodées aux propriétés pariétales des
partenaires (Baker et al., 1997 ; Nimchuk et al., 2003 ; Vorweck et al., 2004). Plus
précisément, les agressions pathogéniques entrainent généralement la dégradation des
parois cellulaires de la plante infestée et éventuellement de [’agresseur. Les
oligosaccharides produits lors de cette dégradation permettent alors de déclencher des
mécanismes de défense chez 1’hote (Potin et al., 1999 ; Bouarab et al., 1999). Selon le
principe du vaccin (Baker et al., 1997), la plante ¢licitée par un mélange
d’oligosaccharides bio-actifs est alors plus résistante a la maladie. Il s’avére que
certains oligosaccharides sulfatés issus de la dégradation de polysaccharides extraits de
macroalgues marines, sont trés actifs de ce point de vue (Klarzynski et al., 2003 ;
Menard et al., 2004). Ce travail consistait a produire en vue de leur caractérisation,
deux enzymes bactériens hydrolysant d’une part un polysaccharide parié¢tal d’algue
rouge (le A-carraghénane), et d’autre part un polysaccharide d’algue brune (le
fucoidane).

Dans ce chapitre introductif, j’ai délibérément abordé le développement des
notions essentielles a ce travail par les substrats pour finir par les enzymes impliqués
dans leur dégradation. Par ailleurs, pour replacer ce travail dans son contexte et
détailler les deux systémes modeles, il m’a paru pertinent de procéder par zooms
successifs: regnes, algues, paroi, polysaccharides, polysaccharides sulfatés, les
carraghénanes et les fucoidanes. Ainsi, dans le premier sous-chapitre, je suis parti de
I’arbre des différents régnes du vivant pour mettre en exergue les particularités du
compartiment pariétal des macro-algues marines. Ces dernicres reposent
essentiellement sur la forte teneur en polysaccharides sulfatés des macro-algues
marines notamment rouges et brunes. Dans le second sous-chapitre, je me suis attaché
a décrire en détail la composition, les structures et les propriétés biologiques de deux
de ces polysaccharides sulfatés, les carraghénanes et les fucoidanes. Le troisiéme sous-
chapitre traite de I’enzymologie associée a la dégradation de ces deux polyméres ce
qui m’amenera naturellement a finir par une description des glycosides hydrolases,

groupe enzymatique auquel appartiennent la A-carraghénase et la fucoidanase étudiées.
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1. La paroi cellulaire des macro-algues marines

Il serait illusoire de vouloir réaliser ici un descriptif exhaustif du compartiment
pariétal a travers la diversité végétale tant elle s’est complexifiée au cours des
cinquante dernieres années. Cette complexité repousse la science du découpage et de la
classification du vivant dans ces derniers retranchements, les différences entre
protophytes et protozoaires pouvant étre par exemple trés diffuses. La taxonomie des
algues en particulier s’enrichie réguliérement de nouveaux clades en réponse aux
techniques d’investigations plus performantes. A tel point que d’un point de vue
systématique, le terme « algue » a perdu toute signification puisqu’il désigne des
organismes appartenant a différents régnes du vivant (De Reviers, 2003 ; Simpson et
Roger, 2004) comme 1’indiquent les figures 1 et 2 : Eubacteria, Plantea, Hétérokonta
(contenant entre autres, les diatomées, les oomycetes, les algues dorées et jaunes),
Alveolata (contenant les Ciliés, Dinoflagellés)...

En guise de préambule, il s’avere donc nécessaire de préciser la terminologie
qui sera employée plus avant. Sera considéré comme végétal tout organisme eucaryote
photosynthétique possédant des chloroplastes. Les plantes correspondent alors aux
Embryophyta (mousses, fougeres, coniferes, angiospermes...). A [’exception des
Cyanobactéries (procaryotes), les différents groupes d’algues, au nombre de onze,
seront donc des végétaux (bien que certains groupes aient perdu secondairement la
photosyntheése) mais pas des plantes (Fig. 1 et 2). Ils se répartissent en six ou sept
grandes lignées évolutives (De Reviers, 2003).

Laissant de co6té le phytoplancton, mon propos ne concernera que les
macroalgues marines (les « seaweeds » anglosaxonnes). Ces dernieres se répartissent
en trois grands groupes (Fig. 1 et 2). Les macroalgues vertes appartiennent a 1’infra-
régne des Chlorophyta (classe des Ulvophyceae). Ce dernier forme avec 1’infra-régne
des Streptophyta (contenant les Angiospermes) le sous-régne des Chlorobionta (« la
lignée verte »). Les algues rouges appartient a un sous-reégne frere, les Rhodobionta, et
plus précisément au phylum des Rhodophyta. Ces deux sous-régnes rassemblent la
majeure partie des organismes du régne des Plantac. De ce point de vue, les algues

rouges et, plus proches encore, les algues vertes, partagent une origine commune avec
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les plantes terrestres (Baldauf et al., 2000). Il est admis qu’elles résultent toutes d’un
méme ¢vénement d’endosymbiose avec une cyanobactérie, dite endosymbiose
primaire (Simpson et Roger, 2004). Les algues brunes (classe des Phaecophyceae)
n’appartiennent pas a ce régne et leur lignée est donc trés distante phylogénétiquement
de celles des algues vertes et rouges (Fig. 1 et 2). Les Phacophyceae forment une
classe faisant partie du vaste sous-régne des Hétérokonta (ou Straménopiles) ou
figurent ¢également les diatomées. Ces organismes appartiennent au regne des
Chromalveolata qui comprend quatre groupes majeurs d’algues eucaryotes dont les
dinoflagellés (Simpson et Roger, 2004). Ils résultent d’une endosymbiose dite

secondaire puisque impliquant une algue rouge.

1.1. La variété du compartiment pariétal a travers différents régnes

Force est de constater que dans les différents régnes du vivant (Archae,
Eubacteria, Plantae, Metazoa, Eumycota, Hetrerokonta...) si [I’isolement du
compartiment intracellulaire vis a vis de DIenvironnement extérieur par le
plasmalemme est une constante, le compartiment pariétal a cependant largement
divergé, répondant étroitement a la variation des contraintes physiologiques et
mécaniques.

Chez les Eucaryotes, les cellules animales se distinguent par I’absence de paroi
malgré la présence d’un manteau cellulaire, le glycocalix, qui tapisse la fasse externe
du plasmalemme. Ce revétement de nature glucidique et glycoprotéique
(protéoglycanes) joue un rdle actif dans la perception et la transmission des
informations externes. Néanmoins cette structure ne partage en aucun cas les
propriétés mécaniques des parois végetales, fongiques ou procaryotiques. Dans ces
trois derniers groupes la paroi assume un role similaire de tampon vis a vis de I’espace
extracellulaire. Indépendamment de sa structure, la paroi est ici le premier (et le seul
chez les organismes unicellulaires) rempart avec 1’environnement extérieur (Braam,
1999). Elle se doit d’étre semi-perméable et d’assurer tout le transit nécessaire aux
métabolismes de la cellule. Elle fournit une protection osmotique, chimique et

mécanique, mais aussi une résistance biologique. Elle participe de surcroit a la
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morphogenése, a la croissance des cellules et a ’agencement des biofilms et elle est
enfin le siege des systemes de perception des variations extérieures. Chez les végétaux
et champignons pluricellulaires, elle contribue également aux propriétés tissulaires.
Elle y est ainsi sujette & une dynamique de développement. Au cours de la croissance,
la différenciation cellulaire entraine au sein de la paroi un certain nombre de
modifications structurales et chimiques qui s’accompagne d’une stratification de cette
enveloppe. Enfin, ce compartiment cellulaire joue évidemment un réle clé dans les
relations symbiotiques ou hotes-pathogénes puisque le contact physique entre deux
organismes, et donc leur reconnaissance mutuelle, se fait au niveau de leur surface
(Fig. 3).

Il est admis que chez les eucaryotes a paroi, celle-ci ce compose d’une phase
squelettique trés organisée charpentant 1’ensemble, et d’une phase amorphe dite
matricielle qui enveloppe le squelette et cimente I’ensemble. Quoiqu’il en soit, malgré
leur diversité, le point commun de tous les organismes a paroi est la présence, en
proportion plus ou moins importantes de polysaccharides structurant ce compartiment
cellulaire. Le caractere polyol des monosaccharides permet de vastes possibilités de
connexion et de substitutions ce qui constitue une palette extrémement riche pour la
construction de polymeéres saccharidiques. L’observation faite de la grande diversité
des polysaccharides de paroi montre que la nature a su apprivoiser cette richesse au
cours de 1’évolution, afin d’accommoder au mieux les contraintes environnementales

et les propriétés physico-chimiques des polymeres pariétaux.

1.1.1. Structure et composition de la paroi procaryotique

La paroi des procaryotes peut se résumer a travers trois grandes catégories.
Chez les Eubactéries, d’une part, coexistent deux types de parois permettant de
distinguer les souches Gram+ ou la paroi est de type monocouche, et des Gram-, ou la
structure pariétale est plus complexe (Fig. 4). Elles se différencient par I’importance de
la couche de peptidoglycanes (beaucoup plus épaisse chez les Gram+, 20 a 80 nm, que
chez les Gram-, 2 & 3 nm) entourant immédiatement la membrane plasmique, et par

I’existence d’une seconde membrane (dite externe) chez les Gram+ qui enferme la
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Figure 3 : Modélisation de I’infection de ’orge par un champignon (d’apreés Vorwerk et
al., 2004).

A) Micrographie électronique de Blumeria graminis pénétrant la paroi cellulaire de
I’orge. On remarquera (fleche) que I’hyphe du champignon est bordé d’une zone ou la paroi a
été dégradée (échelle 250 nm).

B) Evénements associés a la dégradation de la paroi par le pathogéne. La pénétration de
ce dernier engendre la libération enzymatique d’oligosaccharides qui diffusent dans la phase
liquide de la paroi pour finalement déclencher une réaction de défense via leur reconnaissance
par des récepteurs membranaires spécifiques. La présence de senseurs des propriétés
mécaniques de la paroi est également suspectée.
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couche de peptidoglycanes dans un espace dit périplasmique. Cette seconde membrane
en bicouche comporte des phospholipides sur sa face interne et des glycolipides sur la
face externe. La troisieme et dernic¢re catégorie de parois concerne celle des Archaea
qui présente une organisation et une composition différentes. Elle ne contient pas de
peptidoglycane mais un ensemble peu étudi¢ de protéines, glycoprotéines et de
polysaccharides. Ces trois familles de parois peuvent enfin étre enveloppées d’une
structure protéique en monocouche cristalline nommeée S-layer. Le peptidoglycane est
un ensemble de chaines polysaccharidiques alternant acide N-acétyl-muranique et N-
acétyl-glycosamine, pontées par des peptides. Le maillage ainsi formé contribue de

facon prépondérante a la rigidité et donc a la résistance mécanique de la paroi.

1.1.2. Structure et composition de la paroi des champignons

Les polysaccharides représentent 80 a 90% de la matiere seche de la paroi des
champignons. Les polymeres de la phase squelettique sont principalement composés
de glucose et de N-acétyle-D-glucosamine (Fig. 5). Il s’agit surtout de chitine
cristalline mais aussi de cellulose agencées en microfibrilles, de B-glucanes non
cellulosiques, et de a-glucanes. Chitosan, mannanes et divers hétéropolysaccharides
amorphes constituent la phase matricielle en association avec des protéines (Farkas,

1979 ; Bartnicki-Garcia, 1968).

1.1.3. Structure et composition de la paroi des plantes vasculaires

La paroi des Trachéophytes (plantes vasculaires) montre une remarquable
diversit¢ de composition. Elle est essentiellement constituée de polysaccharides de
hauts poids moléculaires dont la nature varie d’un groupe taxonomique a I’autre, ou
encore selon les tissus, I’organe considéré, ’age de 1’organisme, illustrant les rapports
structures-fonctions de ces polymeres. Une excellente revue concernant les parois de
dicotylédones vient de paraitre (Somerville et al., 2004) qui illustre I’énorme fossé qui
existe entre la connaissance de la paroi de ces végétaux dit supérieurs et les autres.

La microscopie photonique a permis d’identifier chez les plantes supérieures

(Angiospermes) plusieurs régions distinctes. La lamelle moyenne est la formation la
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plus périphérique partagée par les cellules contigués (Fig. 6). C’est un ciment constitué
de polysaccharides acides, les pectines (homogalacturonane, rhamnogalacturonane I et
rhamnogalacturonane II). Cette enveloppe hydrophile anionique participe a la cohésion
intercellulaire. La région de la paroi plus interne, qui enveloppe individuellement
chaque cellule, est biphasique (Preston, 1974). Mise en évidence par microscopie
¢lectronique, la phase squelettique cellulosique, cristalline et discontinue, est engoncée
dans une phase matriciel, amorphe et continue de composition variable (Fig. 6 ; les
hémicelluloses : xyloglucane et glucuronoarabinoxylane). Ce polysaccharide cristallin
et insoluble forme chez les végétaux supérieurs des microfibrilles élémentaires de
longueur indéfinie dont le diametre varie de 3 a 4 nm. La cellulose assure ainsi un role
de charpente au sein de la paroi. Ces derniéres sont réticulées par des chaines
polysaccharidiques simples telles que des xyloglucanes (Fig. 6). Il est ainsi suggéré
que la cohésion de la paroi repose en large partie sur les liaisons hydrogéne que
I’hémicellulose partage avec les microfibrilles de celluloses. Chez les cellules jeunes
une paroi dite primaire se caractérise par sa forte hydrophilie et sa richesse en
hémicellulose. La pauvreté en cellulose procure souplesse et plasticité a cette paroi. En
fin de croissance, la paroi se fige par la mise en place de cellulose hautement
cristalline associée en fibres trés compactes et son taux d’hydratation baisse
singulicrement (Preston, 1979). Une ¢tude récente de la paroi cellulaire de la feuille
d’Arabidobsis constitue un exemple commun de composition (Zablackis et al., 1995)

et d’organisation pariétale chez les Angiospermes.

1.2. La paroi cellulaire des macroalgues marines

1.2.1. Particularités des parois d’algues

Les propriétés générales de la paroi sont relativement conservées entre
trachéophytes et algues marines. D’un point de vue fonctionnel, ce compartiment
cellulaire assume le méme rdle de milieu tampon et de charpente. Il participe
¢galement au processus de polarisation lors du développement précoce et a I’adhésion

au substrat chez les algues (Kloareg et Quatrano, 1988). Comme chez les plantes supé-
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¢érieures les parois de cellules d’algues sont considérées comme un systéme biphasique
(Rees et al., 1982). Toutefois le squelette cristallin y est beaucoup plus réduit. En
contrepartie, la phase matricielle amorphe et polysaccharidique est bien plus
importante ce qui confére aux tissus et au végétal des propriétés adaptées a la vie des
macroalgues en milieu marin (souplesse, é€lasticité, résistance a la dissécation). Un
panorama détaillé des différents polysaccharides isolés des parois algales a été réalisé
par Painter (1983) venant enrichir celui de Percival (1979). Bien que n’étant plus tres
récent, il présente I’avantage d’étre relativement complet, donnant ainsi un bon apercu
de la diversit¢ et des principales caractéristiques des constituants pariétaux des
différents groupe d’algues, qui plus est, dans une perspective évolutive.

L’abondance des polysaccharides anioniques (acides ou sulfatés) constitue une
particularité des parois algales (Kloareg et Quatrano, 1988), comparée a la paroi des
plantes terrestres ou les polysaccharides neutres sont prépondérants (exception faite
des pectines). Les corrélations observées entre la composition de la paroi et la
distribution écologique des especes suggerent que les polysaccharides matriciels
anioniques participent chez les algues aux régulations meécaniques, hydriques et
ioniques (Kloareg et Quatrano, 1988).

La paroi des algues multicellulaire est classiquement divisée en deux régions
distinctes : une succession de couches organisées entourant le plasmalemme de chaque
cellule (la paroi immédiate), et un matériel moins organisé qui remplit I’espace
intercellulaire (la matrice intercellulaire). Cette distinction repose essentiellement sur
une différence dans la répartition des polysaccharides squelettiques et matriciels. Ainsi
chez Gelidium pacificum, les couches internes de la paroi sont essentiellement
composées de celluloses, alors que les couches externes contiennent de 1’agarose, et la
matrice intercellulaire de I’agaropectine (Akatsuka et Iwamoto, 1979). Chez les
Rhodophyceae carraghénophytes, une stratification similaire a été observée, les
carraghénanes remplacant 1’agar (La Claire et Dawes, 1976 ; Gordon-Mills et
McCandless, 1975). En outre ces ¢tudes ont également montré 1’existence d’un
gradient croissant de sulfate dans les galactanes des couches internes vers les couches

externes, mais €galement des cellules profondes vers les cellules périphériques.
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1.2.2. Les polysaccharides squelettiques

Chez la plupart des algues multicellulaires, les polymeéres squelettiques sont des
polysaccharides neutres et lin€aires. Comme chez les plantes supérieures, le plus
commun est la cellulose (Kreger, 1962). Cependant la cellulose extraite des parois
algales est rarement un polymere pur de B-1,4-glucose (Turvey et Williams, 1970). Les
thalles de Pheophyceae (algues brunes) et des Rhodophytes (algues rouges)
contiennent 1 a 8 % de cellulose (Ross, 1953) alors que ce taux est d’environ 30 %
chez les végétaux supérieurs (Preston, 1974). Les Siphonocladales, les Cladophorales,
et les Ulvales, trois ordres appartenant a la classe des Chlorophytes (algues vertes),
représentent néanmoins une exception remarquable. Leur paroi contient en effet 70 %
de cellulose extrémement cristalline (Frei et Preston, 1961). A I’opposé la cellulose est
absente de la paroi de certaines algues alors qu’elle est systématiquement observée
chez les végétaux supérieurs. Chez les Caulerpales et les Dichomosiphales
(Chlorophytes) elle est substituée par du B-1,3-xylane hautement cristallin (Frei et
Preston, 1961). La paroi des Codiales et des Dasycladales (Chlorophytes) est, de fagon
surprenante, composée quasi exclusivement de mannose avec une phase squelettique
de B-1,4-mannane cristallin (Mackie et Preston, 1974) associé¢ a du mannane amorphe.
Les mannane et xylane sont également décrits chez les Rhodophytes comme

polysaccharides structurants (Painter, 1983).

1.2.3. Les polysaccharides matriciels

Les polysaccharides matriciels sont isolés plus aisément que les composants de
la phase squelettique. En effet, dans la majorité des cas, ils sont solubles dans I’eau en
présences de sels, d’acides ou de bases, et peuvent donc étre extraits par trempage
d’extraits bruts d’algues a haute ou basse température. Quelle que soit la classe
considérée, la matrice résulte d’un mélange de plusieurs type de polysaccharides. Ces
derniers présentent par ailleurs une large variabilité qualitative et quantitative fonction
de ’espece, du tissu, de 1’age de 1’organisme, de 1’habitat et de 1’époque de récolte
(Craigie, 1990). Des différences quantitatives notoires ont ¢galement été observées au

sein d’une méme espece entre le sporophyte et le gamétophyte.
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Figure 6: La paroi cellulaire des
Angiospermes (d’aprés Vorwerk et al., 2004 et
Somerville et al., 2004).

A) Composants polysaccharidiques princi-
paux de la paroi. Symboles :a, acétate; A, L-
arabinose; C, acide L-acérique; D, acide D-3-
déoxy-D-lyxo-2-heptulopyranosylarique; F, L-
fucose; G, D-glucose; K, acide D-3-deoxy-D-
manno-octulosonique; L, D-galactose; m,
méthyle; P, D-apiose; R, L-rhamnose; U, acide
D-galacturonique; V, acide D-glucuronique; X,
D-xylose).

B) Modéle d’organisation des polysaccharides dans la paroi. Les microfibrilles de
cellulose (Cel) sont pontées par I’hémicellulose, principalement le xylo-glucane (XG), lequel
est lié par liaisons hydrogene a la cellulose. Le rhamnogalacturonane I (RGI) est également
aligné avec les microfibrilles de cellulose. L’homogalacturonane (HG), les arabinanes (Ara),
les galactanes (Gal) et le rhamnogalacturonane II (RGII) apparaissent comme étant des
branches latérales attachées a de longues chaines de RGI. Les molécules de RGII pontent
différentes molécules de pectines via des esters de borate. En outre, le calcium (Ca2+) permet
’association des régions acides de molécules de HG non-estérifiées. PM indique la membrane
plasmique.

C) Réseau de cellulose de la paroi cellulaire. Micrographie électronique d’une cellule
épidermique de Pisum sativum traitées a ’EDTA. Les microfibrilles de cellulose et leurs
pontages sont indiqués par les fleches (échelle 200 nm). L’insert montre la méme paroi non
traitée.
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1.2.3.1. Les algues vertes

Les chlorophytes présentent un mucilage polysaccharidique hybride rappelant
les hémicelluloses et pectines des plantes terrestres. Ce sont majoritairement des
hétéropolysaccharides polydisperses principalement composés de xylose, arabinose, et
galactose (parfois rhamnose et mannose) probablement liés a des protéines en
proportion variable. Ils sont sulfatés et hautement ramifiés (Percival, 1979). Ils
présentent des propriétés gélifiantes. La phase matricielle des Cladophorales, et des
Siphonales est constituée de arabinoxylogalactanes sulfatés, majoritairement formés de
blocs de L-arabinoses liés en a-(1, 4), séparés par des résidus D-galactose, et branchés
par des D-xyloses (Percival and Young, 1971). Par contre les mucilages des Ulvales et
des Acrosiphoniales sont des glucuronoxylorhamnanes aussi bien sulfatés que
substitués par des acides carboxyliques. Ils sont le plus fréquemment formés par la
répétition de L-rhamnose-2-sulfate et d’acide D-glucuronique liés alternativement en
a(l, 4) et B(1, 3), ramifiés par des D-xyloses liés en B(1, 4) (Medcalf et al., 1972 ;
Percival, 1979).

1.2.3.2. Les algues brunes

Le polymere prépondérant de la matrice des Phaeophyceae est I’alginate (ou
acide algique) qui peut représenter jusqu’a 40% de la matiere seche (Painter, 1983 ;
Larsen et al., 2003). C’est également le plus connu du fait de sa trés grande importance
commerciale (Draget et al., 1997, 2003). Cet hétéropolysaccharide est constitué¢ de
deux acides uroniques, le B(1, 4)-mannuronate et son Cs épimere le a(1, 4)-guluronate
(Painter, 1983). Par hydrolyse acide ménagee, ainsi que par dégradation enzymatique
(alginate lyases), il a ét¢ démontré que ’alginate est un polymere composé de blocs
linéaires de poly-B-D-mannuronate (blocs MM), de poly-a-D-guluronate (bloc GG) et
de mélange des deux acides (blocs MG) quasiment en alternance (Haug et al., 1974).
Ainsi la structure primaire des alginates définit non seulement la proportion relative en
acides mannuronique et guluronique, mais aussi la répartition et les rapports dans la
chaine des trois types de blocs. Le ratio M/G varie selon la nature et 1’age des tissus
(Haug et al., 1974). A 1’¢tat natif, cette famille de polymere est un sel insoluble des

principaux cations présents dans I’eau de mer (a savoir Na*, Mg et Ca®"). Le calcium
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forme avec les blocs G des structures type « egg-box » ou il est coordiné avec les
oxygenes du polysaccharide. De telles structures impliquent plusieurs chaines
s’empilant les unes sur les autres de manieres a réaliser de véritables jonctions (Fig. 7).
L’importance en taille et en nombre de ces dernieres définit la stabilit¢ du réseau
connectant les chaines entre elles, et donc la force du gel ainsi formé (Draget et al.,
1997). La solubilisation de 1’alginate passe par I’échange du Ca®" par un cation
monovalent.

Les algues brunes synthétisent en quantit¢ moindre une autre famille de
d’hétéropolysaccharides tres complexes, rassemblés sous 1’appellation fucoidane. Leur
particularité repose sur des teneurs généralement ¢élevées en fucoses (plus ou moins
sulfatés) mélées a des résidus galactose, mannose, xylose et d’acides uroniques. Ils
feront I’objet d’une description détaillée dans la partie § 2.4. Plusieurs polysaccharides
cohabitent sous cette appellation (Kloareg et al., 1986). Les sargassanes (ou
glycuronofucogalactanes) tout d’abord ou les chaines de a(1,4)-D-galactose sont
prépondérantes, substituées par des résidus L-fucose sulfatés et des acides uroniques
(principalement du D-glucuronate). Les ascophyllanes (ou xylofucoglycuronanes) tres
hétérogenes, sont eux constitués d’un squelette d’acide D-mannuronique 1ié en B-(1,4)
et ramifiés par des fucose et des xyloses. Les homofucanes, enfin, comportent
majoritairement du L-fucose sulfaté, différemment liés et plus ou moins branchés. Les
connaissances encore parcellaires de ces composés pariétaux ont néanmoins donné lieu

a un model d’organisation (Fig. 7).

1.2.3.3. Les algues rouges

L’excellente revue de Craigie (1990) bien que commengcant a vieillir, analyse de
facon exhaustive les différentes données a disposition concernant la paroi cellulaire
des algues rouges. Les Rhodophyceae synthétisent principalement des galactanes
linéaires et sulfatés de haut poids moléculaire (> 10° Da) (Tong et al., 1980). Ce sont
les composants majoritaires dans la paroi de la grande majorité des algues rouges
(Percival, 1979 ; McCandless et Craigie, 1979 ; Painter, 1983 ; Falshaw et al., 1999)
Ce sont des polymeres de galactoses liés alternativement en B(1,4) et a(1,3). Cette

structure régulicre est souvent masquée par la présence d’ester-sulfates, de groupements
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Cellulose

Xylofucoglucanes
(hémicellulose)

Alginates et/ou
acides uroniques

Polyphénols ou
acides aminés
aromatiques

Oses neutres
(galactose)

Protéines ou
peptides neutres

Fucanes

Figure 7 : Modélisation de I’organisation de la paroi des Fucales (d’aprés des études d’
Estelle Deniaud sur Pelvetia canaliculata, Fucus sp. et Ascophyllum nodosum,
communication personnelle). Les alginates s’auto-associent via des ponts calcium dans des
structures type « egg-box ». Les fucoidanes, des oses neutres, des chaines d’acides uroniques
et des chaines peptidiques pourraient étre liés covalemment. Des polyphénols seraient
associés avec la fraction peptidique via des interactions électrostatiques.
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méthyles, ou de pyruvate. On distingue deux grandes familles de galactanes : les
carraghénanes et les agars. Alors que le [-galactopyranosyl li¢ en 3 est en
configuration D dans les deux familles, le a-galactopyranosyl li¢ en 4 est en
configuration D dans les carraghénanes et en configuration L dans les agars. Je
détaillerai plus avant ces polysaccharides sulfatés dans la section § 2.3. Néanmoins il
faut rappeler que le a-galactopyranosyl lié en 4 est trés souvent un 3,6-anhydro-
galactose en conformation 'C4. C’est notamment le cas des k- et 1-carraghénanes ainsi
que de I’agarose. Ce dernier est considéré comme un polysaccharide neutre (bien que
pouvant étre légerement sulfat€), par opposition aux carraghénanes canoniques qui
possedent de 1 a 3 groupement sulfates par disaccharides, respectivement pour le k- et
1- et A-carraghénane.

Chez les Rhodophyceae, il est rapporté que, outre les facteurs saisonniers et
environnementaux, la ploidie influe la nature des galactanes répartis au sein de la paroi
(Craigie, 1990). La plupart des algues rouges adoptent en effet un cycle de vie
diplobiontique alternant une génération diploide, le sporophyte, et une génération
haploide, le gamétophyte. Le gamétophyte (male ou femelle) contient un mélange de
k/1-carraghénanes (famille «), alors que les carraghénanes de la famille A caractérisent
le tétrasporophyte (McCandless et al., 1983). Des observations du méme ordre sont
disponibles pour les agarophytes (Craigie, 1990). Toutefois dans [’ordre des
Gigartinales, les familles des Solieriaceae, des Furcellariaceae et des Hypneaceae
semblent synthétiser les mémes carraghénanes indépendamment de 1’alternance des

générations (Matulewicz et al., 1989).

1.2.4. Importance industrielle et commerciale

Les parois cellulaires d’algues constituent une ressource fondamentale pour la
production d’hydrocolloides a usage industriel. Leur usage remonte a 1658 quand les
propriétés gélifiantes de 1’agar extrait des algues rouges furent découvertes au Japon.
Toutefois, les carraghénanes doivent leur nom a un petit village irlandais
« Carraghen » ou I’ « Irish Moss » (Chondrus crispus, algue rouge) était utilisée

depuis plus de 500 ans pour la confection de flans a base de lait. Et les extraits
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d’ « Irish Moss » contenant du carraghénane furent populairement employés en Europe

9°™ sigcle comme épaississant alimentaire. Mais il fallu attendre les années 1930

au 1
pour voir émerger la commercialisation d’alginates, extrait d’algues brunes, comme
¢paississant et gélifiant. Les applications industrielles des colloides algues se sont
particulierement enrichies aprés la seconde guerre mondiale, bien qu’étant parfois
limitée par les problémes d’approvisionnement. A 1’heure actuelle, une forte
proportion du matériel brut d’ou sont extraits les polysaccharides pariétaux provient de
I’aquaculture.

Cet aspect de I’exploitation des macroalgues est particulicrement bien
développé d’un point de vue industriel et commercial dans une récente revue de la
Food and Agriculture Organisation (FAO) des Nations Unies (McHugh, 2003).
Aujourd’hui, approximativement 1 million de t/an d’algues sont récoltées afin de
produire trois familles principales d’hydrocolloides. Ces derniers représentent 55 000
t/an pour une valeur commerciale de 585 millions US$. La production d’alginate (213
millions US$) provient exclusivement d’algues brunes alginophytes issues des
ressources naturelles, principalement Ascophyllum (16%), Durvillaea (3,5%), Ecklonia
2,5%), Laminaria (34%), Lessonia (16%) et Macrocystis (28%), leur culture
engendrant un colt de revient trop important. A 1’inverse la production d’agar (132
millions US$) est principalement issue de la culture de deux algues rouges agarophytes
(Gelidium et Gracilaria). Cultivée depuis les années 60-70, D’exploitation de
Gracilaria s’est intensifiée au cours des années 90 bien que fournissant un agarose de
qualité moindre. Cette indépendance vis a vis de la ressource naturelle a permis une
nette expansion de I’industrie de I’agar. Toutefois cette derniére exploite encore
largement les ressources naturelles dans une proportion variant au gré des fluctuations
du marché. Provenant également d’algues rouges, la production de carraghénanes (240
millions US$) était a I’origine dépendante d’algues rouges carraghénophytes sauvages
(spécialement Chondrus crispus) dont la ressource était limitée. Depuis les années 70,
I’essor de son industrie est dii a la disponibilité de ressources cultivées en eau chaude
dans des pays a bas cofts salariaux. C’est au Philippines que fut initiée la culture des
deux principaux carraghénophytes actuels (89% des carraghénophytes récoltés)

Eucheuma cottonii (ou Kappaphycus alvarezii) et Eucheuma spinosum (ou Euchema
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denticulatum) qui présentent I’avantage de produire chacune un type prédominant de
carraghénane, respectivement le kappa- et le iota-carraghénane. Le genre Gigartina
représente 9% des récoltes, alors que Chondrus représente seulement 2%.

Que ce soit dans I’industrie agroalimentaire, cosmétique ou autres, ce sont les
propriétés texturantes (gélifiant, épaississant, stabilisant) de ces hydrocolloides qui
sont exploitées. L’agar se compose d’agarose (le polysaccharide responsable des
propriétés gélifiantes) et d’agaropectine. Il est dédié a hauteur de 90% a
I’agroalimentaire. Les 10% restant concernent son emploi en microbiologie et en
biotechnologie (agarose purifi¢). Une utilisation pharmacologique mineure comme
laxatif est a rappeler néanmoins. L’ intérét que I’agroalimentaire voue a 1’agar repose
sur sa résistance a la cuisson, sa gélification simple par refroidissement,
I’augmentation de ses pouvoirs gélifiants en présence de sucrose, son absence de
couleur et de gofit, et son apport calorifique quasi nul (contrairement a I’amidon).

L’utilisation de 1’alginate se base sur trois grandes propriétés. La premiere
concerne sa capacité a augmenter la viscosité d’une solution aqueuse, lui attribuant une
fonction d’¢paississant. La seconde est sa capacité a former des gels en présence d’ion
calcium a température ambiante. Contrairement & ceux obtenus avec 1’agar, les gels
d’alginates sont thermorésistants. La troisieme propriét¢é de ce polysaccharide
concerne sa capacité a faire des films (en présence de sodium ou de calcium), et des
fibres (en présence de calcium). Ces propriétés sont étroitement liées au ratio M/G du
polymere et donc a la source de ce dernier. L’impression des textiles représente 50%
du marché global de I’alginate, ou il sert d’épaississant aux pates d’impression
contenant les colorants. Ses propriétés €paississantes sont ¢galement exploitées dans
I’agroalimentaire ou il permet notamment de stabiliser des émulsions ou de retenir
I’eau de certaine préparation. Il est aussi utilis¢é comme gélifiant dans la réalisation de
substituts de fruits, la restructuration de produits carné, les desserts type « jelly ». Les
films d’alginates sont utilisés pour éviter ’adhésion des aliments a leur emballage et
pour préserver des produits d’effets néfastes de la congélation, de 1’oxydation par 1’air
ou de risques microbiologiques. D’autres applications de I’alginate ont été¢ développées
dans I’industrie chimique de synthése/conversion (immobilisation d’enzymes voire de

cellules en gel), I’industrie pharmaceutique (utilisation sous forme de fibres dans les
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pansements cicatrisants, dans 1’alimentation diététique comme agent « remplissant »,
comme gel de moulage), dans I’industrie du papier (agent de surface). La pharmacie et
I’agroalimentaire (20%) représentent 33% des débouchés de 1’alginate.

Trois type de carraghénanes sont exploités : le k-carraghénane qui permet
I’obtention de gels forts et rigides en présence d’ions potassium ou trés cassant avec
des ions calcium ; le 1-carraghénane qui, avec des ions calcium (dans une moindre
mesure avec les ions potassium), donne des gels ¢lastiques résistant aux
congélation/décongélation ; et enfin le A-carraghénane qui bien que non gélifiant,
forme des solutions tres visqueuses. Une des particularités de cette famille de
polysaccharides est leur fort caractére polyanionique. Ce dernier autorise des
interactions avec les protéines chargées positivement en particuliers la caséine. Il en
découle un usage important des carraghénanes dans les produits laitiers manufacturés
ou leur effet est perceptible a de trés basse concentration (de 1’ordre de 0,1% p/v, voire
0,01%). Les carraghénanes sont utilisés pures ou en meélange afin d’obtenir un
ajustement des propriétés rhéologiques. Ils trouvent leurs principales applications dans
I’industrie agroalimentaire des produits laitiers (33% du marché¢), des aliments liquides
(15%), des produits allégés. Dans les produits carnés (15%) ils servent de
stabilisateurs/rétenteurs de fluides. Ces polysaccharides sont en outre trés employés
dans la nourriture en conserve pour animaux (25%). En dehors de ’agroalimentaire,
on les retrouve dans les dentifrices (6%) ou d’autres applications plus confidentielles
(6%, immobilisation de biocatalyseurs, texturants cosmétiques).

Les fucoidanes rentrent pour une part infime dans [D’industrie des
hydrocolloides. Leur principale exploitation se fait en Asie ou ils entrent dans la
composition de produits « nutraceutiques » en tant que composés bioactifs et non plus

texturants.
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2. A\-carraghénanes et fucoidanes, deux polysaccharides trés sulfatés.

Les polysaccharides sulfatés forment un groupe complexe de macromolécules
affichant un large spectre de propriétés biologiques importantes. Ces polymeres
anioniques sont largement répandu dans la nature et apparaissent dans une grande
variété d’organismes. Dans le régne animal, les polysaccharides sulfatés principaux
sont les glycosaminoglycanes (GAGs) sulfatés qui sont des composants ubiquistes des
tissus connectifs (Falshaw et al., 1999) des vertébrés. Des fucanes et des galactanes ont
néanmoins été décrit chez des échinodermes (oursins et holothuries, cf. ci-dessous) et
des tuniciés (ascidies; Santos et al., 1992). Chez les végétaux, comme décrit
précédemment, ils ont été¢ détectés de fagcon exclusive dans la paroi des algues
(principalement marines), mais jamais identifiés dans les plantes vasculaires. Toutefois
une ¢étude récente (Aquino et al., 2005) vient d’identifier du D-galactane sulfaté ([—3-
B-D-Gal-2-sulfate-1—4-a-D-Gal-1—4-a-D-Gal-1—3-B-D-Gal-4-sulfate-1—],) dans
les racines et les rhizomes de 1’angiosperme marine (« seagrass ») Ruppia maritima
(Potamogetonaceae). Ces auteurs avancent I’hypothése d’une évolution/adaptation
convergente pour expliquer la présence de galactanes sulfatés dans des organismes
partageant le méme environnement marin, mais tres €loignés phylogénétiquement (Fig

8).

2.1. Physico-chimie élémentaire des polysaccharides

Les polysaccharides forment la famille de biopolymeres la plus abondante et la
plus diverse. Avec plusieurs centaines d’exemples connus, ils offrent une riche
diversit¢ de structures chimiques, allant du simple homopolymere linéaire aux
hétéropolymeres branchés. Ce sont les macromolécules pouvant former le plus grand
nombre de combinaisons structurales. En effet, elles peuvent étre constituées de
différents types d’oses lesquels adoptent deux formes éniantomériques possibles D et L.
Les oses les plus fréquemment rencontrés sont les pentoses (trois centres asymétriques,
soit 2° stéréoisoméres) et les hexoses (quatre centres asymétriques soit 2°

stéréoisomeres). Ces résidus monosaccharidiques composant ces polymeres ont des
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structures cycliques de type pyranose ou furanose. Les résidus composant les
fucoidanes et les carraghénanes sont des pyranoses (des furanoses sont faiblement
observés dans le fucoidane) qui adoptent une conformation de type chaise
conformément a la majorit¢ des polysaccharides composés de pyranoses (Perez et
Kouwijzer, 1999). Ils peuvent de surcroit étre associés par différents type de liaisons
glycosidiques (1—2, 1—3, 1—4, et 1—6) selon les deux anoméries possible a et 3
(amidon, a(1,4)- D-glucose, et cellulose, B(1,4)- D-glucose). Ainsi on considere qu’un
hexasaccharide peut en théorie former 1,05.10" structures différentes (Imberty et
Perez, 2000). Les plus grandes unités répétitives caractérisées sont des
octasaccharides. Les polysaccharides les plus simples, dont la structure répétée est
composé¢ d’un monosaccharide unique, sont généralement dédiés au stockage de
I’énergie (amidon, glycogene). Les polysaccharides pariétaux affichent communément
une complexité structurale plus forte qui les rends moins accessibles a 1’investigation.
C’est le cas des carraghénanes, et des fucoidanes de maniére encore plus accentuée.

Contrairement aux protéines globulaires la longueur d’une chaine
polysaccharidique n’est pas fixe, mais peut au contraire largement varier d’une
molécule a I’autre. De surcroit, I’enchainement peut étre linéaire mais également
ramifié. Une population de polysaccharide sera donc décrite par une distribution des
poids moléculaires, mono- ou poly-disperse permettant de calculer un poids
moléculaire moyen. Une extrémité de la chaine polysaccharidique posséde le caractére
réducteur du monosaccharide, alors que 1’autre extrémité est dite non réductrice, ce qui
introduit la notion de polarité chez ces molécules.

En premiere approximation un polysaccharide peut étre considéré comme une
succession d’unités rigides reliées par une liaison glycosidique flexible (Fig. 9).
Lorsque cette liaison intervient entre deux carbones de cycles pyranoses voisins (tous
les cas sauf lors d’une liaison C1’—C6), la liaison O-glycosidique (ex. C1’—C4)
définit deux angles diedres ¢ (H1’-C1°-O1°-C4) et vy (ex. C1’-O1’-C4-H4).
Contrairement a la liaison peptidique des protéines, la rotation au tour de ces deux
angles est relativement libre, occasionnant de faibles variations de 1’énergie interne de
la molécule. Des calculs d’énergie conformationnelle ont néanmoins montré que pour

un disaccharide non substitué, 90% des couples (¢, y) sont énergétiquement défavora-
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Figure 8 : Les relations phylogénétiques et les temps de divergences des rhodophycées
marines, des angiospermes et des invertébrées couplés aux structures de leur galactanes
sulfatés (extrait de Aquino et al. 2005). A) Les galactanes sulfatés des algues rouges marines
ont une structure répétées [—4-a-D-Gal-1—3-B-D-Gal-1—], avec un profil de sulfatation
variable. B) Les galactanes sulfatés de I’angiosperme marin R. maritima a la structure répétée
[—3-B-D-Gal-2(0S03)-1—4-0-D-Gal-1—4-a-D-Gal-1—3-B-D-Gal-4(0S0O3)-1—],. C) Dans
le cas des tuniciés, les galactanes sulfatés ont des unités 3-(OSOs3)-4-linked-a-L-Gal, et dans
plusieurs especes des résidus de L-Gal non sulfatés forment des branchements. D) Les
galactanes sulfatés d’oursins ont une structure répétée réguliere composée d’un unique résidu
monosaccharidique sulfaté 2-(OSO;)-3-linked-a-L-Gal. Les angiospermes terrestres et les
vertébrés ne contiennent pas de galactanes sulfatés.
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Figure 9 : Définitions des angles diedres ¢, vy, et ®, permettant de décrire la
conformation de la liaison glycosidique.
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bles suite a des contraintes stériques (Rees et al., 1982). Mais certains couples (¢, )
seront ¢galement interdits par des répulsions ¢Electrostatiques dans le cas de
substitutions (ex. sulfates), alors que d’autres pourront é&tre privilégiés par des
interactions électrostatiques (ex. liaisons hydrogeénes) qui traduiront I’existence de
conformations préférentielles (ex. structures secondaires). Par ailleurs, il y a une
indépendance presque totale entre un couple (;, ;) et le couple (@i, yi+1) (Perez et
Kouwijzer, 1999). En outre la flexibilit¢ interne aux résidus contribue de maniere
prépondérante a [’abaissement des barrieres ¢énergétiques des transitions
conformationelles autour de la liaison glycosidique. Ainsi les degrés de liberté permis
par celle-ci engendrent malgré tout une forte entropie conformationelle conduisant un
polysaccharide en solution a adopter généralement une structure de type pelote
statistique (Perez et Kouwijzer, 1999). D’une manicre générale, en solution, les forces
d’attraction (liaisons hydrogenes molécule/molécule et molécule/solvant, interactions
dipolaires et ioniques, la contribution des interactions hydrophobes est négligeable) qui
tendent a favoriser une conformation unique, ne sont pas suffisantes pour figer la
flexibilité de la chaine (Rees, 1975). Compte tenu de la faiblesse de ces interactions,
I’entropie conformationelle ne peut étre contrebalancée que par 1’établissement d’un
grand nombre d’entre elles de maniere coopérative (Rees et Welsh, 1977). De plus, en
I’absence d’autres contributions enthalpiques, les seules interactions polymere/solvant
fournissent seulement un petit incrément a 1’entropie de mélange, ce qui rend la
dissolution d’un polysaccharide non favorable thermodynamiquement parlant (Perez et
Kouwijzer, 1999). Autrement dit, le comportement d’un polysaccharide en solution
sera étroitement dépendant des interactions polymere/polymére.

Afin de comprendre les bases moléculaires des arrangements natifs des
polysaccharides matriciels, ainsi que de relier leur propriétés et fonctions a leur
structure, il est nécessaire de déterminer leurs différents niveaux d’organisation
structurale. Comme pour les autres macromolécules, 1’¢lucidation de leur structure
primaire est un prérequis. Cette derniere correspond a la séquence de monosaccharides
enchainés covalamment par des liaisons glycosidiques. A la différence des autres
biopolymeres (protéines et des acides nucléiques) les polysaccharides peuvent avoir

une structure primaire ramifiée. La structure secondaire correspond a un arrangement
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géométriquement régulier (le couple [¢;, ;] est constant) d’une séquence contenant
des répétitions régulieres, tel que les rubans, les hélices étirées ou creuses. Des
interactions favorisées énergétiquement entre des chaines de structures secondaires
bien définies résultent des structures ordonnées dites tertiaires (i.e. doubles hélices
d’agarose ou de carraghénane, « egg-box » d’alginate ou de pectate) qui stabilisent ces
structures secondaires. L’association des ces dernicres est homophile, et elle se fait
donc entre des molécules identiques mais généralement distinctes. Mais cette
observation n’exclue pas que dans des mélanges aussi complexes que le sont les parois
cellulaires, des polysaccharides différents puissent interagir a travers des structures
mixtes. Enfin, I’empilement ou I’agrégation de structures tertiaires constitue un niveau
d’organisation nommé structure quaternaire (ex. ’empilement cation-dépendant des
doubles hélices de 1-carraghénane et k-carraghénane)

Les interactions chaine/chaine comme celles observées dans les arrangements
cristallins, ont également lieu en solution. Lorsqu’elles se développent sur des
longueurs et des durées significatives elles peuvent conduire a une réticulation des
molécules engendrant des réseaux tridimensionnels communément appelé gels.
Lorsque ces interactions sont plus transitoires ou quand elles perturbent
significativement le solvant environnant, elles augmentent la viscosité de la solution
(Perez et Kouwijzer, 1999). Les structures secondaires et tertiaires impliquent des
segments de séquence de longueur variable. Cette dernieére est directement liée a
I’homogénéité du polysaccharide. En effet, un changement dans la séquence empéche
la propagation de la conformation ordonnée et généralement un changement de
direction de la chaine polysaccharidique. Ces interruptions, appelées « kinks » en
anglais, peuvent étre dues a I’occurrence d’une ou plusieurs unités glucidiques
différentes, a une ramification du polysaccharide ou a une substitution irréguliere. Ces
points de rupture jouent un rdle crucial dans le contrdle de la densité et la distribution
des pontages inter-chaines et donc dans la porosité et le taux d’hydratation du gel
(Rees et Welsh, 1977). Dans le cas de I’agarose, il est méme proposé que ces kinks
préviennent un arrangement trop parfait qui empécherait la formation de gel et ferait
précipiter ce polymere (Clark et Ross-Murphy, 1987). Cette hypothese peut éEtre

¢tendue a I’ensemble des galactanes gélifiants (Perez et Kouwijzer, 1999). Néanmoins
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les jonctions inter-chaines coopératives requierent une longueur spécifique minimale
pour assurer leur stabilité. De ce fait la quantité et la distribution des « kinks » revétent

une importance capitale dans les propriétés d’un gel.

2.2. Les polysaccharides sulfatés animaux

Dans le regne animal, les polysaccharides sulfatés principaux sont les
glycosaminoglycanes (GAGs) sulfatés qui sont des composants ubiquistes des tissus
connectifs (Falshaw et al., 1999). Ils sont classés en quatre familles structurales : les
glucosaminoglycanes d’une part, héparane sulfate et keratan sulfate; et les
galactosaminoglycanes d’autres part, dermatan sulfate, et les chondroitine 4- et 6-
sulfates (tableau 1). Ce sont tous des polymeres linéaires répétant des unités
disaccharidiques composées d’hexosamine liée en 3 ou 4, et d’un acide uronique li¢ en
4 (a I’exception du kératane sulfate ou ce dernier est un hexose). Ces polysaccharides
se différencient par la stéréochimie ainsi que le pattern de sulfatation des
disaccharides. Leur structure et leur fonction sont diverses. Les longueurs de chaines
sont de I’ordre de 40 unités disaccharidiques li¢ covalamment a un peptide, le rapport
de masse étant largement en faveur du glycane. Les GAGs ont deux fonctions
majeures : un réle de composant structural de la matrice extracellulaire ; et un role de
ligand destiné a la reconnaissance de diverses molécules a la surface de la cellule. En
tant qu’agent structurant ils interviennent dans les cartilages, I’humeur vitreuse de
I’ceil, le liquide synovial, etc., se comportant en général comme des absorbeurs de
chocs. Ils sont d’ores et déja incorporés en tant que composés bioactifs, a de multiples
produits pharmaceutiques ou ayant trait a la santé (pansements, additifs alimentaires,
cosmétiques, matériel chirurgical) mais un de leur principal emploi repose sur les
propriétés anticoagulantes de I’héparine (Falshaw et al., 1999).

Les mucines sont des oligosaccharides sulfatés liés par liaison O-glycosidiques
a des sérine ou thréonine des protéines. Elles doivent leur nom au fait que ces
glycoprotéines constituent les mucus excrétés par les cellules des membranes
muqueuses. On les retrouve dans les mucus pulmonaire, buccaux et gastro-intestinaux

ou ils participent a la lubrification et la protection des organes concernés vis a vis de la
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Tableau 1 : Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont les principaux polysaccharides
sulfatés animaux

0 o N Hyaluronates:
. o 0.0 /&0
0.0 "0 D-glucuronate + N-acétyl-glucosamine(GIcNAc)
o]
Q" “N
/0 Ao
e}
ozﬁ',—o . Dermatane sulfate:
ifl/ D-glucuronate (GIcA)

o ou L-iduronate (IdoA) + GalNAc-sulfate
L’ hétéréogénité du dermatane sulfate resulte du

degré variable de sulfatation et de la présence des
deux acides uroniques.

Chondroitine sulfate:

D-glucuronate + GalNAc-6 (ou 4)-sulfate

0. " Héparine et Héparane sulfate:

"
0 o~ |D-glucuronate-2-sulfate + N-sulfo-D-glucosamine-6
0 (ou 2)-sulfate

(les héparanes ont moins de sulfate que les

héparines)
0]
o PN
0 gP Kératane sulfate:

galactose + galactose-6-sulfate + GlcNAc-6-sulfate




flore microbienne.

Chez les animaux marins, enfin, plusieurs types de polysaccharides sulfatés ont
¢té observés. La tunique des ascidies contient ainsi des polymeres de L-galactane
(Pavao et al., 1989). Santos et col. (1992) ont ainsi isolé un homopolymere de a(1,4)-
L-galactopyranosyl-3-sulfate de Herdmania monus. Par ailleurs du a(1,3)-L-
galactopyranosyl-2-sulfate a été identifiés dans 1’ceuf de I’oursin Echinometra lucunter
(Alves et al, 1997). Cependant les principaux polysaccharides sulfatés
d’Echinodermes demeurent les homofucanes qui sont décrits chez les oursins et
holothuries. Ils feront I’objet d’une description détaillée dans la section concernant les

fucoidanes.

2.3. Les carraghénanes

La présence de D-galactose dans les carraghénanes est connue depuis plus d’un
siécle. Cependant I’existence d’ester-sulfate substituant les hydroxyles et celle du 3,6-
anhydro-D-galactose ont ¢té¢ révélées plus récemment. Les polysaccharides de la
famille des carraghénanes sont des polymeres de [—3)-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-
a-D-galactopyranosyl-(1—], ou le a-D-galactopyranosyl peut étre modifié par un pont
3,6-anhydre (Fig 10). A ce jour, ce résidu n’a jamais €té observé vierge ; il porte
systématiquement une modification chimique le différenciant du simple galactose
(Knutsen, 1994). Sur cette chaine polymérique, les groupes hydroxyles peuvent étre
sulfatés, et plus rarement méthylés ou glycosylés par des monosaccharides. En outre il
arrive que le B-D-galactopyranosyl soit substitué sur les positions 4 et 6 par un kétal
cyclique dérivant du pyruvate. L’ensemble de ses substitutions génére des variants
disaccharidiques dont la répétition au sein d’une méme molécule est en général
prononcée. Toutefois il ne faut pas envisager les molécules de carraghénane comme de
purs homopolyméres. Il s’agit en effet de molécules hybrides qui comportent des zones
irrégulieres qui masquent partiellement la régularit¢ du squelette. Par ailleurs, les
variants disaccharidiques observés dérivent de la biosynthése des carraghénanes. Ils

sont donc non aléatoires et en nombre restreint. D&s lors, des classifications de ces
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différents motifs dits canoniques ont été mises en place afin de faciliter les

nomenclatures.

2.3.1. Classification et nomenclature

Les premicre notions de classification sont apparues trés tot en se basant sur le
critere de solubilité en présence de KCI (Smith et Cook, 1953) couplé aux premieres
structures chimiques ¢lucidées (O’Neill, 1955 ; Dolan et Rees, 1965 ; Anderson et al.,
1965). Les investigations se poursuivant, ce critére de classification dichotomique
trouva rapidement ces limites, alors que, de fagon concomitante, la notion de motifs
précurseurs (du point de vue de la biosynthese) apparaissait (Anderson et al., 1968 ;
Craigie et Wong, 1978) permettant de regrouper les différents motifs structuraux en
famille respectant [’historique de leur biosynthése (Craigie et Wong, 1978 ;
McCandless et Craigie, 1979). Cette classification utilise des lettres grecques pour
désigner les motifs disaccharidiques canoniques ou idéaux, c’est a dire les plus

abondants (Fig. 10, Tab. 2). La limite de ce systéme réside effectivement dans le fait

Tableau 2 : Nomenclature des carraghénanes préconisée par Knutsen et col. (1994).

Code lettre  type de carraghénanes nomenclature [UPAC” (recommendée en 1996)

G a, B, v, 0 3-linked B-D-galactopyranose

D inexistant a 1’état naturel 4-linked a-D-galactopyranose

DA K B, ® 4-linked 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose

S K LA WV,0 ester sulfate (O-SO53")

P s 4,6-O-(1-carboxyéthylidéne)

G2S AE D 3-linked B-D-galactopyranose-2-sulfate

G4S KL WV,O0 3-linked B-D-galactopyranose-4-sulfate

G6S v, © 3-linked B-D-galactopyranose-6-sulfate

GP,2S s 3-linked B-D-galactopyranose-2-sulfate-4,6-O-(1-
carboxyéthylidéne)

D2S ) 4-linked a-D-galactopyranose-2-sulfate

D6S Y, W 4-linked a-D-galactopyranose-6-sulfate

D2S,6S o, A,V 4-linked a-D-galactopyranose-2,6-disulfate

DA2S a, 10 4-linked 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose-2sulfate

*International Union of Pure and Applied Chemistry
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Figure 10 : Représentation schématique des unités répétitives des principaux types de
carraghénanes (adapté de Van de Velde et al.,, 2004, 2002). Le code lettre est celui
préconisé par Knutsen et col. (1994) développé dans le tableau 2.
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que la diversité des motifs structuraux observée ne s’y inscrit pas enticrement. C’est ce
qui a motivé Knutsen et ses collaborateurs a proposer en 1994 un nouveau systeme de
nomenclature plus rationnel tenant compte de la nature hybride des carraghénanes
(Tab. 2). Ce systeme considére les galactanes dans leur ensemble satisfaisant de cette
facon les observations faisant part de la présence de L-galactose dans les

carraghénanes (Parolis, 1978).

2.3.2. La famille des A-carraghénanes

Chez les carraghénophytes, le gamétophyte (male ou femelle) contient un
mélange de k/i-carraghénanes (famille «), alors que les carraghénanes de la famille A
caractérisent en général le tétrasporophyte (Craigie, 1990). La famille des A-
carraghénanes regroupe les carraghénanes dont 1’unité G (B-D-galactosyl) est toujours
sulfatée en C2. Elle comprend donc selon la nomenclature traditionnelle:

- le A-carraghénane défini idéalement comme ¢étant le [—3)-B-D-

galactopyranosyl-2-sulfate-(1—4)-a-D-galactopyranosyl-2,6-sulfate-(1—],
(ou G2S-D28S,6Y9),

- le &-carraghénane défini comme étant le [—3)-B-D-galactopyranosyl-2-
sulfate-(1—4)-a-D-galactopyranosyl-2-sulfate-(1—], (ou G2S-D2S) a qui il
manque donc le sulfate en C6,
le m-carraghénane défini comme étant le [—3)-4,6-carboxyethylidéne-p-D-
galactopyranosyl-2-sulfate- (1—4)-a-D-galactopyranosyl-2-sulfate-(1—], (ou
GP,258-D2S) qui dérive du &E-carraghénane via un pyruvate pontant les
positions C4 et C6,

- le O-carraghénane défini comme étant le [—3)-B-D-galactopyranosyl-2-
sulfate-(1—4)-3,6-anhydro-a-D-galactopyranosyl-2-sulfate-(1—], (ou G2S-
DAZ2S) qui est une structure a ce jour rarement observée in vivo et découlant

artificiellement du A-carraghénane suite a un traitement alcalin au NaBH,.

A D’exception du A-carraghénane, tous les carraghénanes sulfatés en C6 sur le

résidu D (les y-, 6-, y-, v-, et pu-carraghénanes) sont des précurseurs de biosynthese
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conduisant sous I’action d’une sulfohydrolase a une désulfatation en C6 couplée a la
formation du pont 3,6 anhydre (Craigie et Wong, 1978). En effet le A-carraghénane
n’est pas substrat de I’enzyme (sulfurylase) catalysant cette conversion chez le k- et le
1-carraghénane (Craigie et Wong, 1978). En outre, le traitement alcalin mimant cette
cyclisation est 20 a 30 fois plus rapide avec les carraghénanes de la famille k (Ciancia
et al.,, 1993). Ces auteurs suggerent que dans le A-carraghénane, les interactions
¢lectrostatiques (liaison hydrogene) entre 1’hydroxyle en C3 du résidu D et le groupe
sulfate C2 du résidu G sont responsables de la chute de vitesse de cette réaction
conduisant au O-carraghénane. L hypothése de cette interaction est appuyece par les
modeles moléculaires et a de surcroit été décrite dans I’héparine sulfate (Ciancia et al.,

1993).

2.3.3. Composition des A-carraghénanes

Le A-carraghénane est essentiellement isolé des sporophytes de Gigartinales
(ordre). Depuis, les quinze dernieres années les investigations concernant les différents
genres de «cet ordre se sont intensifiées, faisant suite aux travaux
préliminaires/pionniers des années 60/70. Ces derniers ont initi¢ les études fines
concernant le profil de sulfatation du A-carraghénane. C’est en effet a cette époque que
I’étude du A-carraghénane de Chondrus crispus (Dolan et Rees, 1965 ; McCandless et
al., 1979) a révélé la présence de 30% de résidu G désulfatés en C2 (6-carraghénane,
famille B). Par ailleurs, en 1973, Penman et Rees sont les premiers a décrire le &-
carraghénane dans Gigartina atropurpurea, G. canaliculata, et G. chamissoi suite a
des analyses par méthylation. Plus récemment, 1’équipe argentine de Cerezo, Noseda,
Matulewicz, Ciancia et Stortz s’est montrée particulierement active, au méme titre que
Furneaux et Falshaw en Nouvelle Zélande.

Plusieurs études employant des approches type fractionation au KCI,
méthylation, et spectroscopie IR, ont montré 1’hétérogéne¢ité des extraits de Gigartina
skottsbergii contenant du A-carraghénane (37% p/p de lalgue; 45% p/p des
polysaccharides totaux) avec un taux molaire de sulfatation de 1,12 par galactose

(Matulewicz et al., 1989, 1990) et un poids moléculaire estimé entre 80000 et
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120000Da (Carlucci et al., 1997). Si certaines des fractions obtenues semblent
relativement pures, elles indiquent cependant la présence de 3 résidu DA pour 100
unité galactose.

La haute viscosité des solutions de A-carraghénane méme a chaud rend difficile
I’obtention de spectres *C-RMN bien résolus. McCandless et Gretz (1984) obtinrent
de spectres simples et bien résolus apres avoir traité le A-carraghénane extrait de 1
cordata par une A-carraghénase. Rochas et Lahaye, en 1989, utiliserent
’ultrasonication pour réduire la longueur des chaine, et consécutivement la viscosité
d’une solution de A-carraghénane extrait de G. canaliculata, avant 1’acquisition de
spectres RMN. Ces derniers sont bien résolus mais leur complexité indique la nature
hybride du polymére observé. Une approche identique par spectroscopie C-RMN
menée sur du A-carraghénane soniqué extrait de [ridaea undulosa montre un A-
carraghénane trés homogene et trés proche du A idéal contenant toutefois des motifs
minoritaires portant un sulfate supplémentaire en C4 ou C6 du résidu G non répertorié
dans la nomenclature usuelle par lettres grecques (Stortz et al., 1994 ; Stortz et Cerezo,
1993). A l'inverse le A-carraghénane commercial fourni par Sigma s’avere tres
hétérogene puisqu’il y est détecté du &- et du m-carraghénane (Stevenson et Furneaux,
1991). Les investigations trés complétes (méthylation, désulfatation, traitement alcalin,
spectroscopie IR et *C-RMN) menées sur G. decipiens (Falshaw et Furneaux, 1994)
montrent la prépondérance du motif A idéal (G2S-D2S,6S), accompagné toutefois de
G2S6S-D2S6S (estimé a 15%), alors que quasiment tout les résidus G et D sont
sulfatés respectivement en C2 (G2S), et en C2 et C6 (D2S,6S). Les mémes auteurs ont
analysé similairement les trés complexes A-carraghénanes de G. clavifera et G. alveata
qui s’¢loignent franchement du A idéal (Falshaw et Furneaux, 1995). Ils montrent la
prédominance dans ces deux algues du &-carraghénane et la sulfatation constante du
résidu G en C2 (G2S). Néanmoins, un résidu G2S sur six porte un acétal pyruvate
(GP2S) caractéristique du m-carraghénane. Ce méme résidu G2S apparait faiblement
mais significativement substitué par un sulfate en C6 (G28S,6S). Un résidu D sur six est
complétement dépourvu de sulfate alors qu’une proportion un peu plus forte est sous la
forme « classique » D28S,6S. Enfin, une proportion faible mais significative de résidus

D porte un pont 3,6-anhydro et un sulfate en C2 (DA2S du 0-carraghénane). Les
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mémes auteurs toujours, avec la méme méthodologie, se sont attachés a décrire le A-
carraghénanes de G. lanceata et G. chapmanii (Falshaw et Furneaux, 1998). La
premicre espece possede un A-carraghénane quasiment idéal alors que celui de la
seconde est principalement compos¢ de G2S-D2S (&-carraghénane), avec un résidu G
sur sept sous forme GP (m-carraghénane), un résidu D sur quatre est D2S,6S (A-
carraghénane idéal), et une proportion faible mais significative de DA2S (6-
carraghénane). Des extraits de A-carraghénane provenant de Stenogramme interrupta
(Phyllophoraceae, Gigartinales) ont ¢été fractionnés au KCL, auto-hydrolysés et
analysés par spectroscopies IR et ?C-RMN (Caceres et al., 2000). Ils contiennent du
G2S, du D2S (&-carraghénane) et du D2S,6S (A-carraghénane), aucun GP n’est détecté
(m-carraghénane), et de fagon surprenante 16% des galactose serait sous forme anhydre
soit donc 32% des résidus D sous forme DA. En outre, le ratio molaire de sulfate est
bas (0,60 par unité galactose). La dernicre étude en date concerne le A-carraghénane de
G. pistillata (Amimi et al., 2001). Se basant majoritairement sur 1’analyse de dérive
alditols acétates méthylés par spectrométric de masse, elle illustre parfaitement
I’hétérogénéité de ce polymere. En effet, seulement 20% des disaccharides
adopteraient le motif A idéal G2S-D2S,6S. De surcroit, elle révele une importante et
inusuelle proportion du motif G6S,2S-D2S,6S (prés de la moiti¢ des disaccharides).
Enfin du G2S,4S, du GP2S, et du DA2,S sont détectés en faible proportion.

2.3.4. Structures secondaires, tertiaire et quaternaire des

carraghénanes : leur impact sur la solubilité et la gélification

Une des principales caractéristiques de ces hydrocolloides est leur capacité a
faire des gels a basse concentration (pour 1’agarose la concentration limite est de 0,2%
w/w). En plus d’étre thermoréversibles les gels de carraghénane sont iono-réversibles
du fait de l’intervention de cations spécifiques dans les interactions entre doubles
hélices. A haute température le 1-carraghénane, le k-carraghénane et 1’agarose existent
en solution sous forme de pelotes statistiques, alors que, apres refroidissement une
structure rigide et ordonnée apparait selon une transition coopérative (Fig. 11). I est

admis que les gels formés par ces composé€s sont réticulés par des agrégats ordonnés
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Figure 11: Schématisation des transitions sol-gel et gel-sol du k-carraghénane en
solution de KCIl (d’aprés Kara et al, 2003). Ce schéma s’applique également au t-
carraghénane en présence d’ions bivalents (Ca®").

Figure 12 : Représentation stéréographique des deux vues perpendiculaires d’une
double hélice de 1-carraghénane dont la structure a été obtenue par diffraction de fibres
(extrait de Janaswamy et Chandrasekaran, 2002). Elle est stabilisée par des liaisons
hydrogenes interchaines (en pointillés). Les hydrogénes figurent sur ces structures ainsi que
les molécules d’eau structurantes (cercles gris). Dans le but de faciliter la compréhension de la
structure, a droite est présentée une double hélice dont un brin est coloré par type atomique
(gris, carbone ; rouge, oxygene ; jaune, souffre).
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de doubles hélices (impliquant jusqu’a dix chaines). Des résidus irréguliers dont le
pont 3,6 anhydro est manquant induisent la formation de « kinks». En effet, la
présence de la cyclisation sur le résidu D, impose la conformation 'C, au lieu de *C;
(Rees et al., 1982); son absence occasionne donc un changement géométrique du
squelette. Ces kinks limitant la longueur des hélices limitent celle des zones de
jonctions. En trop grand nombre ils bloquent la mise en place d’un réseau
tridimensionnel. Mais en leur absence la connectivité inter-chaine chute ce qui
empéche également la gélification (Van de Velde et al., 2002A).

La densit¢ de charge du polysaccharide (i-carraghénane > k-carraghénane >
agarose) affecte la solubilité et les propriétés gélifiantes. Plus il y a de substituants
sulfates meilleure est la solubilité. Ainsi I’agarose forme des gels forts, rigides, et
sujets a la synérese (exsudation de solvant). Le k-carraghénane produit également des
gels rigides en présence de potassium mais plus é€lastiques. Cependant avec des ions
calcium ces gels de k-carraghénane deviennent moins flexibles, cassant et sujet a
synérése. D’une maniere générale, le 1-carraghénane génere lui des gels plus élastiques
et plus fragiles. Leur intérét repose notamment sur leurs propriétés thixotropiques et
I’absence de synérese. Ils sont bien plus performants en présence d’ions calciums que
sodium. L.’augmentation de la densité de charge a pour effet d’étendre les agrégations
et d’augmenter 1’hystérésis (voir ci-dessous). La concentration critique nécessaire a la
gélification diminue alors que les gels deviennent plus fragiles (Perez et Kouwijzer,
1999). Notons par ailleurs que la nature des contre-ions des groupements sulfates
affecte également le comportement de ces polysaccharides en solution.

Les hélices du «-carraghénane et de [’agarose sont stabilisées par leur
agrégation. Le chauffage entraine la fusion de ces agrégats et la perte associée de la
structure du gel. Cette fusion se fait & une température supérieure a celle a laquelle la
gélification a lieu lors du refroidissement (boucle d’hystérésis). Dans les t-
carraghénane et k-carraghénane, le mécanisme de gélification est le suivant (Fig 11). A
des temperatures supérieures a un seuil critique T, ces polymeres sont sous forme de
pelotes statistiques. A la température T,, des doubles hélices commencent a se former
(transition pelotes-hélices). Néanmoins elles ne sont pas encore assez nombreuses pour

former un réseau de structure tertiaire. A la température Ty (<T,), leur quantité devient
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critique et la réticulation débute. A la température Tc (<Tg), les doubles hélices
commencent a s’agréger (en présence de cations) pour former des structures
quaternaires de type fibres. En de¢a d’une température Tp (<Tc¢), la formation des
doubles hélices est plus importante que leur agrégation. Ensuite la température
diminuant, I’tmportance des deux phénomenes s’inverse. La gélification des
carraghénanes a lieu essentiellement lors de cette étape d’agrégation.

Parmi cette famille de polysaccharides, le 1-carraghénane est le plus caractérisé
a 1’¢état solide. Sa structure ordonnée a été résolue par la diffraction aux rayons X de
fibres cristallines comme pour le k-carraghénane (Bailey, 1955 ; Anderson et al.,
1969 ; Janaswamy and Chandrasekaran, 2001, 2002). Il forme des doubles hélices
droites au sein desquelles les brins sont disposés parallelement (Fig. 12). Il y a trois
disaccharides par tour. Les hydroxyles non substitués O6 et O2 des G4S, sont
impliqués dans des liaisons hydrogenes (O2-H OS5 et O6-H 0O2) inter-brins,
paralleles a 1’axe de I’hélice, qui assurent la cohésion de la structure tertiaire
(Janaswamy and Chandrasekaran, 2001, 2002). Aucune liaison hydrogéne intra-chaine
n’est observée. La section de la double hélice est triangulaire portant a ses coins les
groupements sulfates qui pointent vers 1’extérieur (Fig. 12). Ces études structurales sur
fibres orientées montrent qu’avec des ions sodium, les doubles hélices forment un
réseau trigonal stabilisé par des interactions électrostatiques SO;-Na'-SO5” ou SO; -
Na'-H,0-Na'-SO;". Avec des ions calcium, les interactions entre doubles hélices sont
de type SO;y-Ca*"-SO5". Malgré qu’elles soient plus fortes, la géométrie des hélices est
exceptionnellement similaire puisque seule 1’orientation du sulfate en C4 change
d’orientation.

Le A-carraghénane ne gélifie pas ; il est d’une part plus sulfaté que les 1- et k-
carraghénane, d’autre part il ne porte pas le pont 3,6 anhydro, et enfin sa structure
primaire est plus irréguliere. Il se différencie par la seule position du sulfate sur le
résidu G (2 au lieu de 4) du précurseur v-carraghénane dont on sait qu’il constitue les
zones amorphes du i-carraghénane. Ce polymeére ne montre pas de transition pelote-
hélice. En solution, et il adopterait une structure type pelote statistique désordonnée
sous des conditions variables de température et d’environnement ionique (Perez et

Kouwijzer, 1999). Peu d’études expérimentales sont disponibles concernant la
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conformation du A-carraghénane en solution. Des tentatives de diffraction de fibre aux
rayons X n’ont pas apporté de résultats réellement exploitables (Bailey, 1955). Rees
(1969) les interpréte néanmoins et propose une structure type ruban plat étiré. Le
sulfate supplémentaire a probablement pour effet de réduire I’espace conformationnel.
Les modélisations moléculaires réalisées par Le Questel et col. (1995) tendent a
montrer que, a I’état de pelote statistique, les chaines de 1- et k-carraghénanes seraient
plus flexibles que celles de A-carraghénane. En outre les chaines de A-carraghénanes
adopteraient en solution une forme plus étirée. Leurs calculs d’énergie de
conformation montrent que la liaison a(1,3) est moins entravée par le sulfate en 2 que
la liaison B(1,4). Ces hypothéses sont en accord avec la forte viscosité des solutions de

A-carraghénanes.

2.4. Les fucoidanes

Le premier isolement de fucoidane a partir d’algues brunes remonte au début du
XX siécle (Kylin, 1913). La présence de ce polysaccharide chez des invertébrés
marins sera révélée 35 ans plus tard (Vasseur, 1948). Il est facilement extrait des
parois cellulaires d’algues brunes par dissolution dans 1’eau chaude ou dans des
solutions acides. Chez les invertébrés on le retrouve dans le manteau gélatineux des
ceufs d’oursins (Mulloy et al. 1994) et dans la cuticule des concombres de mer
(Mourao et Bastos, 1987). Les fucoidanes d’algues sont présent dans plusieurs ordres
des Phaeophyceae, principalement les Fucales et les Laminariales, mais aussi les
Chordariales, les Dictyotales, les Dyctyosiphonales, les Ectocarpales et les
Scytosiphonales. En fait on les retrouve dans toutes les algues brunes ou on les a
cherché a ce jour. Ils sont cependant absents des algues vertes (Chlorophyceae), rouges
(Rhodophyceae) et dorées (Xanthophyceae), ainsi que des algues d’eau douces et des
plantes terrestres. Cette exclusivité du milieu marin souléve la question de la fonction
biologique de ce polymere. Mais force est de constater que les fonctions biologiques
du fucoidane demeurent faiblement documentées au regard des nombreuses données
disponibles concernant son activit¢ dans les systemes de type mammiferes. Chez les

algues il est proposé qu’ils interviennent comme structurant pariétal bien qu’ils soient

59



dépourvus de caractéristiques rhéologiques particuliéres contrairement aux alginates.
Une autre fonction leur est attribu¢e, de mon point de vue, plus consistante. Ils
pourraient en effet intervenir dans les régulations hydrique et cationique de la paroi
(Kloareg et Quatrano, 1988). En effet, plus les algues sont hautes sur 1’estran, plus
elles sont soumises a la dissécation suite au phénomene de marée ce qui est corrélé par
une teneur croissante en fucoidane (Kloareg et Quatrano, 1988). En ce qui concerne les
holothuries, Mourdao et Bastos proposent en 1987 un role équivalent pour les
fucoidanes de leur tunique. Enfin dans les oeufs oursins, si les fucoidanes se trouvent
encore a I’interface milieu/organisme, il est maintenant prouvé qu’ils interviennent
dans le processus de fécondation en permettant la spécificité de reconnaissance du
spermatozoide (la réaction acrosomiale) afin de constituer une barriere d’espece
(Alves et al., 1997).

Le fucoidane a pour composant principale le L-fucose qui se différencie du L-
galactose uniquement par I’absence d’un hydroxyle en C6. L’isomérie L le distingue
donc des carraghénanes. Toutefois on peut envisager un cousinage structural avec les
galactanes composés de L-galactose. Ils partagent en outre la présence de substituants
sulfate. Cependant aucune particularité¢ rhéologique ne caractérise le fucoidane, ni
viscosité, ni pouvoir gélifiant. Je n’irais pas plus loin dans les tentatives de rapprocher

les deux volets de ce travail a travers ses deux polysaccharides modeles.

2.4.1. Nomenclature

La complexité structurale de ce polymere est a I’origine dans la littérature d’une
nomenclature relativement floue étroitement liée a son niveau de pureté. Je me propose
donc ici de clarifier cette situation. Kylin (1913) baptise son polysaccharide
« fucoidin », 40 ans plus tard McNeely (1959) le modifie en « fucoidan » afin d’étre
conforme a la nomenclature générale des polysaccharides. Soupg¢onnant la présence de
résidus contaminants, différents auteurs proposerent de supprimer le terme
« fucoidane » au profit de [D’appellation générique « fucane» désignant un
polysaccharides riche en L-fucose (Larsen, 1966). Les techniques d’analyses et de

séparation devenant plus performantes, plusieurs familles de polysaccharides sulfatés
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furent identifiées dans les préparations de fucanes (décrites au § 1.2.3.4.). Il s’agit des
ascophyllanes (ou xylofucoglycuronanes), des sargassanes (ou glycuronofucoglyca-
nes), des homofucanes correspondant a la définition initiale des fucoidanes. A 1’heure
actuelle, on retrouve dans la littérature le terme périmé « fucoidin » ; dans certains cas
des auteurs créent leur propre termes, tels que fucanesulfate; et la confusion est
entretenue par certains travaux évoquant le fucoidane pour décrire des polysaccharides
contenant moins de 50% de fucose.

Pour conclure, dans ce travail, conformément aux recommandations de
I’TUPAC et en contradiction avec les descriptions précédentes, le terme « fucane » sera
utilisé pour décrire un polymere de L-fucose tres homogene contenant moins de 10%
de résidus contaminants. On pourra donc qualifier de fucanes sulfatés les
polysaccharides trés homogenes extraits des invertébrés marins. Le terme
« fucoidane » sera réservé aux préparations de polymeére contenant du L-fucose sulfaté,
typiquement ceux d’algues, €tant entendu qu’il est moins restrictif que « fucane » et
qu’il tolére plus d’incertitudes quant a la composition des polysaccharides concernés.
Neéanmoins 1’appellation fucoidane sera dédi¢e a des polysaccharides majoritairement

composés de L-fucose excluant donc sargassanes et ascophyllane.

2.4.2. Structure et composition des fucoidanes

Des ¢tudes structurales ont ¢t€¢ menées pour les deux grands groupes de
fucoidanes (algues/échinodermes). Elles ont souvent été motivées par [attrait
d’applications biomédicales ce qui explique leur intensification au cours des 15
dernieres années. Compte tenu de la diversité des fucoidanes, plutot que d’en dresser
un catalogue écrit risquant d’étre rébarbatif, j’ai préféré récapituler sous la forme d’un
tableau les différents résultats connus a ce jour concernant leur structure (Tableau 3).
Ce dernier répertorie espeéce par espéce les constituants, les motifs structuraux, ainsi
que le mode d’obtention des fucoidanes décrits dans la littérature. Toutefois j’ai
souhait¢ ne pas y inclure de travaux trop anciens se basant sur des méthodes

analytiques trop imprécises.
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Tableau 3 : Revue hibliographique des études structurales concernant les fucoidanes.
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La nature polydisperse, I’hétérogénéité des substitutions et les hauts poids
moléculaires sont autant de freins aux investigations structurales de ce polysaccharide.
La production de fractions de bas poids moléculaires par voie enzymatique semble un
moyen privilégié pour palier a ces difficultés. Pour autant, la rareté d’enzymes dédiés
limite ces approches. Toutefois, ces dernieres années les efforts s’intensifient dans
cette direction. Ainsi cing travaux récents font rapport de leur usage (Daniel et al.,
1999, 2001 ; Sakai et al., 2004, 2003 A et B), mais seulement deux d’entre eux ont
abouti a des analyses structurales fines (Tab. 3).

Sur la base de I’ensemble de ces données quelques caractéristiques générales se
dégagent. Le fucoidane est un polymere de a-L-fucose identifi¢ exclusivement dans
I’environnement marin. Le C6 étant dépourvu d’hydroxyle, seule les positions C2, C3
et C4 sont susceptibles d’étre engagées dans des liaisons O-glycosidiques ou des
substitutions. Ces dernic¢res concernent trés majoritairement des esters sulfates (R-O-
SO37) mais également des esters acétates (R-O-CO-CHj;). Dans les chaines principales,
les liaisons O-glycosidiques sont des liaisons a(1,3) et a(1,4). A ce propos, fondée sur
plusieurs travaux récents convergents, une hypothese émerge actuellement qui propose
que les fucoidanes de Fucales soient composés de disaccharides alternant les liaisons
a(1,3) et a(1,4) s’opposant aux premiers modeles décrits (Bilan et al., 2004). Ils se
distingueraient ainsi de fucoidanes de laminaires dont ils semblent qu’ils soient
principalement composés de a(1,3)-L-fucospyrannose. Par ailleurs, les branchements,
fréquemment rapportés chez ces polysaccharides matriciels, se feraient sur le C2 des
résidus du squelette via des résidus fucose ou glucuronate. Ces ramifications sont
souvent constituées d’une seule unité osidique. D’une maniere générale, chez les
algues, a de rares exceptions prés (Bilan et al., 2002, 2004), I’hétérogénéité des profils
de substitutions masque fortement le degré de répétitions. En outre les fucoidanes
¢tudiés correspondent souvent a des fractions réduites des extraits bruts. Chez les
échinodermes la situation est tout autre puisque les fucanes observés sont trés
homogenes, les répétitions tres marquées (constance des profils de substitution), et les
chaines principales entierement composées de la méme liaison, a(1,3) ou a(1,4). Il

arrive toutefois que deux types de fucoidanes cohabitent au sein de la méme espéce.
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Aucune observation directe de la structure de ce polysaccharide par
cristallographie ou microscopie de force atomique n’est a ce jour disponible.
Cependant un travail récent (Andrade et al.,, 2004) propose une ¢étude de
I’ultrastructure du fucoidane d’algue purifi¢ via des approches de microscopie
¢lectronique (TEM, FESEM). 1l révéle des structures particulaires polycristallines de
forme polygonale et associées a des sels qui sont quelque peu surprenantes. Ces

particules sont néanmoins reconnues par des lectines spécifiques du a-L-fucose.

2.5. Activités biologiques des polysaccharides sulfatés

2.5.1. Activités sur les systémes animaux

Les carraghénanes et les fucoidanes peuvent déclencher ou influencer divers
processus physiologiques au sein des cellules animales. La plupart des activités
biologiques attribuées a ces polysaccharides sulfatés sont étroitement liées a leur profil
de sulfatation et leur proximité structurale la famille de polysaccharides sulfatés de la
matrice extracellulaire des animaux, les glycosaminoglycanes (ou GAGs, voir § 2.2.).
Ces protéoglycanes sont en effet impliqués dans de nombreux mécanismes cruciaux. Il
faut donc envisager derriére ces activités biologiques, un effet mimétique du a des
analogies chimiques.

L’énorme littérature disponible concernant [’activité biologique de ces
polysaccharides sulfatés chez les mammiféres, illustre I’intérét qu’ils suscitent en tant
qu’agents thérapeutiques potentiels. Cependant, dans bien des cas, les études
disponibles, se limitent a des rapports d’activité et les cibles biologiques ainsi que les
mécanismes d’action demeurent inconnus. En outre la plupart d’entre elles emploient
les extraits de polysaccharides non purifiés disponibles commercialement. Ce constat
est tres certainement i€ a une connaissance insuffisante de la structure hétérogeéne et
complexe des polysaccharides testés. D’une maniere générale, ils sont souvent moins
actifs que les GAGs ce qui ne constitue pas forcément un désavantage selon les
applications envisagées. Enfin, D’activité est taille dépendante et elle est souvent

associée a des molécules de bas poids moléculaires (inférieures a 50 résidus).
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2.5.1.1. Propriétés anticoagulantes et antithrombiques

La coagulation est un processus biologique complexe aboutissant a la formation
d’un caillot insoluble composé de plaquettes et de fibrine. Il a pour but d’éviter les
pertes massives de sang lors d’une bréche vasculaire. La thrombine est une protéase
clé du phénomene puisqu’elle clive le fibrinogéne en fibrine. L héparine fut tres tot
employée a des fins thérapeutiques (thrombose, prophylaxie) pour inhiber 1’action de
la trombine et la coagulation. Brievement, elle se lie et active la protéine antithrombine
(AT) et a un cofacteur nommé HCII du plasma se qui conduit & au blocage de la
thrombine et I’inhibition du facteur Xa via la formation de complexes ternaires
(Petitou et al., 2003 ; Bourin et Lindhal, 1993). Cependant, compte tenu des effets
secondaires de I’héparine et des sources animales dont elle est extraite, la demande de
nouveaux agents anticoagulants a relancé les recherches sur les polysaccharides
sulfatés d’origine végétale, a savoir, les carraghénanes et les fucoidanes.

L’activité anticoagulante des galactanes sulfatés d’algues (Potin et al., 1992 ;
Sen et al., 1994 ; Farias et al., 2000 ; Melo et al., 2004) ou d’invertébrés marins
(Pereira et al., 2002 A ) et des fucoidanes d’algues (Church et al., 1989 ; Nishino et al.,
1999 ; Pereira et al., 1999 ; Chevolot et al., 1999 ; Chaubet et al., 2000) ou
d’échinodermes (Mourao et Pereira, 1999 ; Pereira et al., 2002 B) est maintenant bien
¢tablie. Il ressort de ces différentes ¢tudes que : 1) I’interaction du polysaccharide avec
les cofacteurs de coagulations et les protéases ciblées sont stéréospécifiques et ne
dépendent pas uniquement de la densité de charges ou du contenu en sulfates; 2) les
sites d’interactions sont différents de ceux de I’héparine ; 3) tous les galactanes et

fucoidanes sulfatés ne présentent pas le méme potentiel.

2.5.1.2. Propriétés diverses

Depuis les quinze derniéres années, le spectre des activités biologiques des
carraghénanes et fucoidanes sulfatés s’est passablement ¢élargi. Les activités
biologiques rapportées pour les fucoidanes/carraghénanes reposent essentiellement sur
des interférences qu’ils occasionnent dans les mécanismes moléculaires de
reconnaissance cellule-cellule. Ces derni¢res leur permettent de revétir des fonctions

de type blocage/inhibition dans de nombreux processus biologiques. Les études
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récentes semblent indiquer que les motifs structuraux impliqués sont différents de ceux
actifs contre la coagulation sanguine (Haroun-Bouhedja et al., 2000).

Les propriétés biologiques des fucoidanes dans les systeémes hétérologues ont
été récapitulées de manicres exhaustives dans la revue de Berteau et Mulloy (2003). Le
fucoidane se comporte notamment comme un compétiteur des ligand naturels
(héparine et héparane sulfate) des sélectines (lectines se trouvant a la surface des
leucocytes, plaquettes, et cellules endothéliales vasculaires) ce qui lui confere des
propriétés anti-inflammatoires. Ils sont également a 1’origine de perturbations de la
reconnaissance par les macrophages des récepteurs disposes a la surface de leurs cibles
(Hsu et al., 1998). Différentes études révelent par ailleurs 1’action antiprolifératives
(Logeart et al., 1997) et antitumorales (Riou et al., 1996) de ces polysaccharides.
Enfin, il a ét¢é montré qu’ils ont un effet protecteur vis a vis des infections des
érythrocytes par Plasmodium falciparum, vecteur de la malaria (Xiao et al., 1996), et
vis a vis des infections par les rétrovirus tels que 1’Herpes simplex (Hoshino et al.,
1998) ou I’HIV (McClure et al., 1992).

En tant que polysaccharides sulfatés, les carraghénanes présentent des
propriétés similaires a 1’exception des propriétés anti-inflammatoires. Néanmoins la
connaissance de leur structure est mieux établie que pour les fucoidanes. Ainsi Parish
montre en 1987 que les propriétés antitumorales du A-carraghénane sont plus
performantes que celles des t-carraghénane et k-carraghénane. Le A-carraghénane
présente également un effet antiprolifératif probablement en inhibant la fixation de
certains facteurs de croissances a leur récepteur membranaire dans diverses lignées
cellulaires (Hoffman, 1993, 1995). Comme pour les fucoidanes, plusieurs travaux leur
attribuent des propriétés antivirales via un blocage de ’adsorption des virus (HIV,
Herpes simplex, cytomegalovirus, virus de I’hépatite A) a la surface des cellules
(Girond et al., 1991 ; Witvrouw et De Clercq, 1997 ; Carlucci et al., 1999). Concernant
I’HIV, le t-carraghénane est le plus prometteur vis & vis de la protection des
muqueuses et il constitue a ce titre le principe actif de formulation actuellement en
phase de test clinique (Elias et al., 1997). Mais les p-, v-, et A-carraghénane non
cyclisés seraient plus performants pour lutter contre les infections par les virus de

I’herpes (Carlucci et al., 1997).
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2.5.1. Activités sur les systéemes végétaux

Il faut bien reconnaitre que face a la multitude des tests réalisés sur les modeles
animaux, les études concernant D’activité biologique des carraghénanes et des
fucoidanes sur les végétaux supérieurs sont pour le moins restreintes. Cependant, de
facon surprenante, le réle des oligosaccharides dans la signalisation cellulaire et, en
particulier, la résistance des plantes a leurs pathogenes est évoqué depuis une vingtaine
d’année (Alberscheim et Darvill, 1985). Il est désormais bien documenté (Rorhig et
al., 1997 ; Potin et al. 1999 ; Vorwerk et al., 2004).

Parmi les rares travaux disponibles, 1’étude de 1’interaction entre 1’algue rouge
Chondrus crispus et son pathogéne endophyte, 1’algue verte filamenteuse Achrochete
operculata, a mis en évidence que la virulence de ce dernier était gouvernée par la
perception d’oligocarraghénanes (Bouarab et al., 1999). Ainsi le pathogeéne incubé en
présence d’oligo-A-carraghénanes (provenant du sporophyte) devient capable
d’infecter le gamétophyte normalement résistant. Et a ’inverse, incubé avec des oligo-
Kk-carraghénanes (provenant du gamétophyte) sa virulence vis a vis du sporophyte
habituellement sensible est tres atténuée.

Les oligocarraghénanes et les oligofucoidanes apparaissent comme des
molécules ayant le potentiel de déclencher préventivement des réactions de défense
chez les plantes terrestres (Potin et al. 1999). L’idée de leur utilisation pour la
protection des cultures dans le cadre d’une agriculture raisonnée ne s’appuie
néanmoins que sur de rares travaux. Le premier montre la capacité des oligo-k-
carraghénanes a induire chez Rubus fruticosus (la mire) 1’expression de laminarinase
facteur de défense contre les champignons (Patier et al., 1995). Le second révele la
capacité du A-carraghénane commercial (contrairement aux 1- et k-carraghénanes) a
¢liciter un large panel de génes impliqués dans les défenses de Nicotiana tabacum
(tabac) a des concentrations de I’ordre de 10° pg.ml”’ (Mercier et al., 2001). Enfin
Klarzynski et col. (2003) mettent clairement en Ilumiére 1’effet protecteur
d’oligofucanes chez Nicotiana tabacum vis a vis du virus de la mosaique via

I’¢licitation des réactions de défenses (Fig. 13).
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Figure 13: Stimulation des réactions de défenses contre le virus de l1a mosaique du tabac
chez Nicotiana tabacum traitées par des oligofucoidanes générés par la fucoidanase de
SWS5 (adapté de Klarzynski et al., 2003). A) Plante non traitée. B) Plante traitée.
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3. Dégradation enzymatique des carraghénanes et des fucoidanes

3.1. Catabolisme enzymatique des carraghénanes

3.1.1. Recherches d’activités carraghénases

La premicére activité carraghénolytique a ét¢ identifiée au Japon dans 1’appareil
digestif d’invertébrés marins (Mori, 1939, 1943). Leur origine reste incertaine,
pouvant étre soit endogéne, soit associée a la flore microbienne du tractus digestif.

Par la suite la dégradation des carraghénanes a essentiellement été caractérisée a
partir de la décomposition microbienne des algues rouges consécutive a leur échouage.
La flore bactérienne saprophytique joue un rdle €cologique important dans le recyclage
de la biomasse carbonée en milieu cotier. La premiére espeéce bactérienne
carraghénolytique isolée fut Pseudoalteromonas carrageenovora (anciennement
nommeée Pseudomonas, puis Alteromonas carrageenovora), une y-Protéobactérie de
I’ordre des Alteromodaceae (Yaphe and Baxter, 1955), secrétant une k-carraghénase
(Weigl and Yaphe, 1966 ; McLean and Williamson, 1979 A ; Potin et al., 1995), et une
A-carraghénase (Johnston and McCandless, 1973).

D’autres bactéries marines carraghénolytiques ont été isolées depuis lors,
notamment Alteromonas fortis (isolée de la surface de Euchema spinosum,
Rhodophytes) qui produit une t-carraghénase (Bellion et al., 1982 ; Greer et Yaphe,
1984). 11 est regrettable que beaucoup d’entre elles n’aient pas regu I’intérét nécessaire
a leur classification rigoureuse. Toutefois, Zobellia galactinovorans (anciennement
Cytophaga drobachiensis souche Dsij), une Flavobaceriaceae, constitue un bon contre
exemple (Barbeyron et al., 2001). Cette bactérie, isolée de 1’algue rouge Delesseria
sanguinea, secrete une k- et une 1-carraghénase (Potin et al., 1991, 1992 ; Barbeyron et
al., 1998, 2000). L’ensemble des souches bactériennes carraghénolytiques connues
sont rassemblées dans le tableau 4.

Récemment, une activité carraghénolytique a ¢ét¢ démontrée chez un eucaryote,

I’algue verte Achrochete operculata (Bouarab et al., 1999) parasite du sporophyte de
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Chondrus crispus. Les extraits bruts de cette algue verte occasionnent une hydrolyse
significative du carraghénane de ce sporophyte (A-carraghénane). Par conséquent ce
pathogeéne endophyte doit probablement exprimer de mani€re constitutive une A-
carraghénase. Par ailleurs, quand il est incubé avec des oligo-A-carraghénanes ou des
oligo-t-carraghénanes, les extraits bruts deviennent actifs contre les carraghénanes du
gamétophyte de C. crispus. L’expression d’une k- et une 1-carraghénase serait donc
inductible. Pour cette algue verte pathogene les carraghénases sont des facteurs de
virulence permettant de dégrader les parois cellulaires de son héte.

Le plus grand nombre de k- et i-carraghénases identifiées en comparaison
d’autre carraghénases, s’explique au moins en partie par la facilité¢ de leur criblage. En
effet, similairement aux agarases, leur substrat gélifie. Il devient donc possible de s’en
servir comme support d’étalement pour les isolements bactériens. Les souches
carraghénolytiques sont alors révélées par 1’apparition plus ou moins rapide d’un
cratere de dégradation du gel autour des colonies.

La disponibilité des séquences de k- et 1-carraghénases (Barbeyron et al., 1994,
1998, 2000), ajoutée a la multiplication des génomes bactériens entierement
séquences, permet la prospection d’orthologues a grande échelle. Il faut néanmoins
reconnaitre que les génomes de bactéries marines ne sont pas 1égions. Malgré tout, a ce
jour, aucune 1-carraghénase supplémentaire n’a ¢été détectée par homologie de
séquence. Les deux 1-carraghénases de 4. fortis et Z. galactanivorans demeurent donc
les uniques membres de la famille GHS2 ; elles partagent 43% d’identité de séquences.
En ce qui concerne les k-carraghénases, seule une protéine de Rhodopirellula baltica
(Planctomycetes) présente un score d’identité probant (46%) avec les deux uniques
séquences de k-carraghénases (provenant de P. carrageenovora et Z. galactanivorans,
45% d’identité de séquence entre leur domaine catalytique). Autrement dit, a I’heure
actuelle, k- et 1-carraghénases, appartenant a deux familles différentes de glycosidases,
ne sont respectivement représentées que par 3 et 2 séquences. Afin de nuancer ce
propos, on peut souligner que malgré ’absence d’orthologue dans le génome de
Microbulbifer degradans 2-40, cette bactérie dégrade tout de méme les carraghénanes
(Gonzales et Weiner, 2000).

En guise de conclusion, j’aimerais faire remarquer que, dans les différentes sou-
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ches bactériennes carraghénolytiques isolées, les présences des k- et 1-carraghénase ne
sont pas systématiquement conjointes (Tab. 4). Et d’autre part, leur présence dans des
organismes aussi distants phylogénétiquement que les Flavobacteriaceae, les
Alteromonadaceae ou les Planctomycetes, suggére fortement des événements de
transferts horizontaux (cf. Chapitre 3 §2.4.). Cette hypothése est appuyée par la

proximité écologique de ces souches.

3.1.2. Les scénarios de dégradation des carraghénanes

Des études biochimiques connues a ce jour (Tab. 4), il ressort deux propriétés
générales : 1) toutes les carraghénases identifiées et caractérisées clivent la liaison
B(1,4), engendrant des produits de la série néocarrabiose ; 11) elles affichent une stricte
spécificité de substrat, tout du moins si I’on considére uniquement les trois grands
types k-, 1-, et A-carraghénane.

Les carraghénases actuellement connues ne peuvent donc pas seules conduire a
la décomposition compleéte des carraghénanes en D-galactose. Le systeme
carraghénolytique le mieux caractéris¢ est celui de P. carrageenovora vis a vis du k-
carraghénane. Cette bactérie secréte une k-carraghénase (McLean et Williamson, 1979
A) dont les produits majeurs sont le «k-néocarrabiose-sulfate (DA-G4S) «-
néocarratétraose-disulfate (DA-G4S-DA-G4S). La décomposition de ces produits est
assurée par deux autres enzymes de P. carrageenovora.

Une glycosulfatase ¢élimine le sulfate du xk-néocarrabiose-sulfate et un seul
sulfate du k-néocarratétraose-disulfate, pour donner respectivement le DA-G et le DA-
G-DA-G4S (McLean et Williamson, 1979 B). Ce dernier est alors pris en charge par
une néocarratétraose-sulfate hydrolase spécifique de la liaison B(1,4) qui génére du
DA-G et du DA-G4S reconnu par la glycosulfatase (McLean et Williamson, 1981). Le
produit final de cette chaine catabolique est donc le DA-G. Les enzymes intervenant
de sa transformation en D-galactose ne sont pas encore identifiés. La k-carraghénase
de Z. galactanivorans a pour produit limite le néo-k-carratétraose et le néo- «-
carrahéxaose (Potin et al., 1991). La présence de ce degré de polymérisation
supplémentaire n’est pas rédhibitoire pour la transposition de ce scénario de

dégradation.
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On ignore si la dégradation des autres carraghénanes suit des schémas
similaires. La présence d’un sulfate supplémentaire sur le 1-carraghénane (DA2S-G4S)
augmente probablement les étapes de dégradation. Toutefois, chez P. carrageenovora,
ou aucune t-carraghénases n’est détectée, une seul sulfatase pourrait permettre de le
transformer en k-carraghénane, et donc de rattraper le scénario précédent. Cependant
les sulfatases connue a ce jour ont toutes des substrats de taille relativement modeste
ce qui pourrait justifier la nécessit¢ d’au moins une 1-carraghénase. Par ailleurs, les 1-
carraghénases de A. fortis et Z. galactanivorans (Barbeyron et al., 2000) ont toutes
deux pour produits limites les néo-1-carratétraose et néo-1-carrahéxaose.

La dégradation du A-carraghénane doit probablement suivre un cheminement
différent du fait de 1’absence de pont 3,6-anhydre et d’une plus forte hétérogénéité
dans le profil de sulfatation. Eventuellement, les sulfatases requises pour le sulfate en 2
pourraient également accepter le 1-carraghénane, alors que les sulfatases requises pour
le sulfate en 6 pourraient également accepter les précurseurs v- et p-carraghénane. Il ne
serait pas surprenant que la A-carraghénase de P. carrageenovora s’accommode de
certaines variations du profil de sulfatation afin de limiter le recourt a un trop grand

nombre de glycosides hydrolases plus spécifiques.

3.1.2. Les rapports structure/fonction des carraghénases

Récemment la résolution des structures de la «-carraghénase de P.
carrageenovora (Michel et al., 2001 A) et de la 1-carraghénase de 4. fortis (Michel et
al., 2001 B, 2003) a donné acces a I’intimité des ces deux enzymes (Fig. 14 et 15).
Conformément aux nombreux enzymes de la famille 16, la k-carraghénase adopte un
repliement en B-sandwich a deux feuillets B antiparalleles de six et sept brins.
Cependant elle est son unique représentant dont la topologie tunnel du site actif ait été
démontrée (Fig. 14). Ce type de topologie est per¢u comme une adaptation a la
deégradation endo-processive d’un substrat solide ce qui vient confirmer 1’observation
biochimique. Elle permet en effet de maintenir la chaine polysaccharidique entre deux
coupures, aprés l’attaque initiale. Dans ce cas, le tunnel maintient plus le coté non

réducteur de la chaine polysaccharidique (sous-sites -5 a -1) que 1’aglycone (sous-sites
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+1 et +2). Cette asymétrie, explique le fait que cette k-carraghénase ait pour substrat
minimale un hexasaccharide et pour produits limites un néocarrabiose et un
néocarratétraose. L enzyme progresserait de I’extrémité réductrice vers I’extrémité non
réductrice par saut de quatre résidus conduisant a la libération majoritaire de tétraose
(Fig. 14). Enfin, le tunnel aurait également pour fonction d’éviter la réassociation de la
chaine de x-carraghénane en double hélice. L’interaction avec le substrat implique
d’une part des interactions €lectrostatiques entre les résidus basiques de I’enzyme et
les sulfates des résidus G4S, et d’autre part, un environnement hydrophobe spécifique
pour les résidus DA. Le sous-site -1 présente une fixation ferme du monosaccharide au
site de clivage. L’incapacit¢ des «-carraghénanes a dégrader le t-carraghénane
s’explique par le volume restreint de la cavité et par une interaction électrostatique
d’une histidine en -1 avec I’hydroxyle en C2 du résidu DA. Le sulfate que le 1
carraghénane possede a cette position provoque une géne stérique et le mauvais
positionnement de la liaison glycosidique a hydrolyser.

La structure tridimensionnelle de la 1-carraghénase est de type hélice B droite a
dix tours comprenant quatre feuillets paralleles (Fig. 15). Ce repliement aisément
identifiable mais peu répandu est trés souvent associ€¢ a des enzymes interagissant avec
des polysaccharides trés acides (pectine, chondroitine sulfate, alginate...) de type
hydrolases, lyases, ou épimérases. Ce domaine forme une grande crevasse encadrée
par deux autres domaines C-terminaux, A et B, formant le site de fixation du substrat
(Fig. 15). En ’absence d’oligosaccharide dans cette gorge le domaine A présente une
forte flexibilité conformationnelle. Sa structure a été obtenue en diffusant dans le
cristal des oligo-t-carraghénanes (Michel et al ; 2003). Il s’agit d’un module o/ de
fixation des polyanions que 1’on retrouve dans les protéines se fixant aux acides
nucléiques. La fixation d’un oligo-i-carratétraose s’accompagne du basculement du
domaine A vers la gorge ce qui a pour effet de créer une cavité de type tunnel ou le
substrat se trouve maintenu (Fig. 15). Ainsi la 1-carraghénase adopte deux
conformations, un tunnel ouvert pour ’attaque initiale, et un tunnel fermé pour la
dégradation en mode processif.

Contrairement au k-carraghénane, le caractere hydrophobe du résidu GA est

atténué par la présence d’un sulfate en C2. La gorge de la 1-carraghénase est quasiment
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cleavage .
i Reducing end

Non-reducing end

B-(1,4) OH 0S03° o (1.3) B-(1,4)
OH

R’O

a-(1,3) B-1.4 OH  0sO0g”

Figure 14 : La k-carraghénase de P. carrageenovora, une glycosidase endo-processive
adaptée a la dégradation de fibres polyanioniques en phase solide (adapté de Michel et al.,
2001).

A) La structure de la k-carraghénase présente une topologie en tunnel. La surface moléculaire
est colorée selon le potentiel électrostatique, rouge -, bleu, + (R, extrémité réductrice).

B) Site de clivage du k-carraghénane a la liaison (1,4).
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B-(1,4) 0505050 _OH l 0-(1.3) p1.4)

o OH
o o
R \/0 oﬁ\ -
j1
O a-(1,3) Ot B1.4) 0803800 “oH

2 +2

Figure 15 : La 1-carraghénase de A. fortis, une glycosidase endo-processive adaptée a la
dégradation de fibres polyanioniques en phase solide (adapt¢ de Michel et al., 2003).

A) La structure de la 1-carraghénase a une topologie ouverte qui se referme sur le substrat lors
de D’attaque initiale via le basculement d’un domaine qui ferme le tunnel. La surface
moléculaire est colorée selon le potentiel €électrostatique, rouge -, bleu, + (nR, non réducteur).
B) Site de clivage du 1-carraghénane a la liaison p(1,4).

C) Mise en ¢évidence du comportement processif en phase solide par micrographie
¢électronique de gel de 1-carraghénane. A, contrdle ; B, hydrolyse acide de 4 h dégradant les
régions amorphes mais pas les fibres compactes, le réseau du gel est brisé; C, apres
incubation de 2,5 h avec la 1-carraghénase, les fibres sont affinées mais le réseau est préservé ;
D, accentuation du phénomene apres 10 h d’incubation avec I’enzyme.

D) Modélisation de la dissociation des fibres polyanioniques de 1-carraghénane. L’enzyme
processif progresse vers les extrémités réductrices en déplagant les cations Ca®" via son dos
polycationique. L’ouverture de la double hélice n’est pas élucidée.
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dépourvue de résidus aromatiques alors que plusieurs résidus basiques y sont
conserveés. Un néocarratétraose a donc été observé dans la gorge dans les sous-sites +1
(DA2S), +2 (G4S), +3 (DA2S) et +4 (G4S), et un néocarrabiose dans les sous-sites -4
(DA2S) et -3 (G4S). La reconnaissance de ces oligosaccharides par I’enzyme est
dominée par les interactions électrostatiques entre sulfates et résidus basiques qui
n’excluent toutefois pas des interactions de type « stacking » hydrophobe entre
quelques résidus aromatique et des cycles du sucre. Le glissement de la chaine
polysaccharidique dans le tunnel pourrait étre facilité par une répartition homogeéne des
résidus basiques le long de la gorge, assurant une forte affinit¢ globale dépourvue
d’une trop forte sélectivité. Ce glissement doit avoir pour période la taille du produit
limite, a savoir, un tétraose. Pour maintenir le substrat dans le tunnel entre deux
¢vénements catalytiques, il faut que la protéine se déplace de I’extrémité non
réductrice de la chaine polysaccharidique, vers I’extrémité réductrice, de facon a
remplir les sous-sites -1 a -4 préalablement vidé du produit partant (Fig. 15).

La t1-carraghénase dégrade aussi bien les zones amorphes d’un gel de -
carraghénane que les fibres cristallines (Fig. 15). Comme la gorge catalytique ne peut
lier qu’une seule chaine, la dégradation des fibres passe nécessairement par une
déstabilisation des agrégats de doubles hélices (maintenues par des ions calcium) et
I’ouverture d’une double hélice. Il s’avere que la face externe de la protéine opposée
au site actif est fortement basique. Il est proposé que cette surface polycationique
rentre en compétition avec les ions calcium, de manicre a réaliser des interactions
¢lectrostatiques coopératives avec le polymere, participant ainsi a la dissociation des
fibres par déplacement des Ca” entre les doubles hélices (Fig. 15). Le mécanisme
d’ouverture de la double hélice demeure quant a lui bien mystérieux.

L’incapacité de la 1-carraghénase a hydrolyser le k-carraghénane s’explique par
une affinité moindre due principalement a sa densité de charge deux fois plus faible et
a ’absence de sulfate en C2 du résidu DA. D’une part 1’équilibre association-
dissociation des hélices de k-carraghénane/contre ions ne doit pas étre efficacement
déplacé. D’autre part, le positionnement productif de la liaison glycosidique cible ne

doit pas étre satisfaisant.
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3.1.3. La A-carraghénase de P. carrageenovora

La littérature au sujet de cette activité est pour le moins restreinte. Weigl et
Yaphe (1966) sont les premiers a en faire part chez la bactérie marine P.
carrageenovora. Poursuivant ces travaux, Johnston et McCandless (1973) évoquent
I’existence, dans le surnageant de culture de P. carrageenovora, d’un complexe
enzymatique hydrolysant le carraghénane soluble au KCl extrait de Chondrus crispus.
Ils ont purifié partiellement trois fractions enzymatiques actives sur ce substrat
faiblement caractérisé. Certaines réduisaient fortement la viscosité alors que d’autres
geénéraient beaucoup d’extrémités réductrices. 1l est probable que I’hétérogénéité de
leur substrat ait occasionné une sensibilité a différents enzymes.

L’hypothése de ce complexe enzymatique fut mise a bas par Greer (1984) qui
purifia @ homogénéité une protéine extracellulaire unique de 98 kDa. Malgré la
capacité de I’enzyme a réduire drastiquement la taille du A-carraghénane, 1’auteur ne
mesurait qu’une faible activité en sucres réducteurs et c’est donc par mesure de la
décroissance de viscosité qu’il suivit la purification de cet enzyme. Il décrit ’enzyme
comme ayant un pH optimum de 6,5, une température optimale de 30°C, une
dépendance aux cations bivalents, et comme étant instable en 1’absence d’une force
ionique suffisante (NaCl 2 M). Il montra la spécificit¢ de la protéine pour le A-
carraghénane, sur des extraits de trois sporophytes de Gigartinales (G. canaliculata, G.
pistillata, et C. crispus), suggérant que le sulfate en C2 du résidu G était prépondérant
dans la reconnaissance. Il distingua deux produits limites largement majoritaires sans
toutefois les avoir caractérisés. Il suggéra par ailleurs que 1’enzyme puisse tre associé
a la paroi de la bactérie (comme la 1-carraghénase de 4. fortis). Reprenant ces travaux
au laboratoire, Potin (1992) ne parvint pas, sur la base d’un protocole différent, a

reproduire la purification de cette protéine.

3.2. Catabolisme enzymatique des fucoidanes

Si I’on considére le fucoidane comme un polymere composé majoritairement de
a-L-fucose présentant de nombreuses sulfatations, trois grands types d’activité

enzymatique peuvent théoriquement participer a sa décomposition en fucose
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monomérique métabolisable. En premier lieu, une ou des activités sulfatases (ou sulfo-
hydrolases ou encore sulfo-estérases) sont indispensables au « nettoyage » de ce
polymere. Une activité o-L-fucosidase (ou fucose-hydrolase) sera ¢également
indispensable a la production de fucose monomérique. En outre, selon les scénarios de
dégradation, une activité fucoidanase de type hydrolase peut étre nécessaire (mais pas
indispensable) a la production d’oligosaccharides sulfatés, se plagant alors en amont
et/ou en aval d’activité sulfatase. Enfin, les branchements constatés dans ce
polysaccharide requierent probablement des glycosidases spécifiques.

Ces remarques tres geénérales traduisent le floue qui régne autour de ce
catabolisme (la biosynthése est encore plus méconnue), tant les connaissances sont
réduites sur les enzymes qui y participent. Bien qu’initiées il y a preés de 50 ans (Yaphe
et Morgan, 1959) avec des motivations pourtant trés contemporaines, ces recherches
ont visiblement du mal a aboutir, ce qui n’est pas sans rapport avec la complexité du
fucoidane. Cette hétérogeénéité suggere que d’autres activités enzymatiques puissent
étre requises. La présence d’acides uroniques nécessite 1’implication de lyases alors
que les substitutions de type acétyles nécessitent probablement des activités estérases.
Pour répondre a cette hétérogénéité et au masquage des répétitions structurales, deux
grandes stratégies de dégradation s’opposent. Soit les enzymes qui y participent
tolérent les fluctuations structurales (notamment les profils de substitutions) via une
spécificité de reconnaissance peu prononcée, soit au contraire elle nécessite un grand
nombre d’enzymes jouant chacun un réle trés précis. Mais avant d’aborder cette
question, un panorama des travaux actuellement disponibles me semble nécessaire.

Les recherches d’enzymes intervenant dans la dégradation des fucoidanes ont
¢té réalisées principalement dans des systémes bactériens, et, dans une moindre
mesure, dans les systemes digestifs de mollusques marins tels que I’ormeau (Haliotis
sp.), la coquille St jacques (Pecten sp.) ou le bigorneau (Littorina sp.). Si la plupart de
ces ¢études se cantonnent a des criblages d’activités, certaines d’entres elles sont
néanmoins assez précises. La qualité et I’origine du fucoidane employé ainsi que le
degré de pureté des extraits enzymatiques limitent souvent la portée de ces travaux et

entravent sérieusement leur comparaison.

85



3.2.1. Recherches d’activités fucoidanases

Les deux bactéries marines Pseudomonas atlantica et Pseudomonas
carrageenovora, connues pour leur capacité a dégrader les carraghénanes, ont été les
deux premiers organismes ou les activités enzymatiques de dégradation du fucoidane
ont ¢té recherchées (Yaphe et Morgan, 1959). Légerement plus tard, plusieurs especes
d’ormeau furent montrés comme contenant une endofucoidanase capable de produire
des oligosaccharides fucosylés (Thanassi et Nakada, 1967). La premiére recherche de
grande envergure a porté sur le criblage de 396 souches bactériennes provenant de
sédiments marins dont 32 présentaient une activit¢ fucoidanolytique avec la
particularité de tous appartenir au genre Vibrio (Morigana et al., 1981). Dix ans plus
tard, deux articles rapportent la purification d’une fucoidanase produite par la souche
Vibrio sp. N-5 (Furukawa et al., 1992 A et B). Plus récemment, une activité similaire a
¢été obtenue a partir des deux bivalves Patinopecten yessoensis (Kitamura et al., 1992)
et Pecten maximus (Daniel et al., 1999). Ces derniers auteurs ont confirmé la présence
d’enzymes dégradant le fucoidane dans la glande digestive de Pecten maximus. Ils ont
ainsi montré¢ la libération de L-fucose monomérique révélant 1’activit¢ d’une
fucosidase. En outre, la forte décroissance du poids moléculaire apparent (passage de
25000 a 3000) trahissait la présence d’une endohydrolase détectable également par les
sucres réducteurs produits. Cependant la nature du motif structural reconnu (résidus,
liaisons, substitutions) n’y est pas rapportée. La méme équipe a également étudié
finement 1’activité d’une sulfatase et de la fucosidase provenant du méme organisme
(voir ci-dessous ; Daniel et al., 2001 ; Berteau et al., 2002).

Une équipe russe dirigée par Zvyagintseva (laboratory of enzyme chemistry of
the pacific institute of Bioorganic chemistry, Vladivostok) est a 1’origine de nombreux
cribles d’activités fucoidanolytiques de provenance principalement bactérienne
(Bakunina, et al., 2000, 2002 ; Alexeeva et al., 2002 ; Ivanova et al., 2003) mais aussi
de mollusques (Kusaykin et al., 2003). Un crible de grande ampleur est rapporté
concernant 25 souches bactériennes épiphytes de Fucus evanescens et Chorda filum,
53 souches isolées du concombre de mer Apostichopus japonicus (Bakunina, et al.,
2000). Trois différentes sources de fucoidanes ont été extraites de F. evanescens,

Laminaria cichorioides et L. japonica, dont le pourcentage de fucose est
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respectivement 87, 82, et 42% et le taux molaire de sulfate de 0,8, 1,7 et 0,9. Enfin
I’activité fucoidane hydrolase des lysats cellulaires a été suivie par dosage des sucres
réducteurs. Parmi les 78 isolats, plus de 90% des Bacteroidetes (15 isolats,
Cytophaga/Flexibacter/Flavobacterium) sont actifs et environ la moiti¢ est actif sur au
moins deux substrats; 75% des y-Protéobactéries (43 isolats,
Alteromonas/Pseudoalteromonas/Pseudomonas/Vibrio) sont actifs, et presque tous
sont actifs sur au moins deux substrats. Ces résultats illustrent 1’importance de ces
deux phylums bactériens dans le catabolisme des polysaccharides marins et des
fucoidanes en particulier. Par ailleurs, les fucoidanes de L. cichorioides et L. japonica
génerent les plus fortes activités ce qui chez le dernier peut étre due a sa richesse en
galactose (40%). En effet, ce type d’études est limité par le risque de mesurer I’activité
d’autres enzymes. Une analyse plus restreinte sur I’espece Pseudoalteromonas citrea a
montré que parmi 12 souches (isolées de pleine eau, de mollusques, d’ascidies,
d’échinodermes, d’éponges et d’algues brunes) seules les trois souches isolées
d’algues brunes et d’holothurie présentent une activité fucoidanolytique intracellulaire
(Bakunina et al., 2002). Cela indique donc que la diversité des polysaccharidases
contenues dans une méme espece de Pseudoalteromonas est étroitement liée a son
habitat. La méme équipe a réaliser a des criblages identiques de glycosidases diverses,
dont des fucoidane hydrolases, sur des mollusques variés. L’un d’entre eux, le
gastéropode Littorina kurila, a fait ’objet de recherches plus approfondies (Kusaykin
et al., 2003). Elles ont notamment porté sur la purification de fucoidanases, sans
toutefois y parvenir de maniére convaincante.

L’entreprise japonaise Takara Bio Inc. fait partie des rares groupes travaillant a
I’isolement d’enzymes fucoidanolytiques. Dans ce contexte, elle est a 1’origine de
travaux tres intéressants dont I’objectif est la production d’oligofucoidanes bioactifs.
Leur stratégie a €galement consisté a rechercher ce type d’activité dans des isolats
bactériens. Leur premiere publication (Sakai et al., 2002) fait part de la sélection
(parmi 120 souches) d’une Flavobacteriaceae, Fucobacter marina (SA-0082) sur sa
capacit¢ a métaboliser les fucoidanes extrait de trois Laminariales (Kjellmaniella
crassifolia, Undaria pinnatifida, et Lessonia nigrescens). Cette souche ne métabolise

pas ou peu le fucoidane extrait des Fucales Fucus vesiculosus et Ascophyllum
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nodosum. Approfondissant ces travaux (Sakai, et al., 2003 B), les enzymes du
surnageant de culture ont ¢t¢ employ¢s (apres concentration par précipitation au sulfate
d’ammonium) pour digérer du fucoidane extrait de K. crassifolia (taux molaire de L-
fucose 0,84, de D-mannose 0,1, de D-galactose 0,05, de D-glucuronate 0,07).
L’implication de lyases a ¢ét¢ montrée par le développement durant la digestion
d’absorbance a 232nm. Trois trisaccharides ont été purifiés a I’issue de la digestion
(Fig. 16). Ils sont effectivement les produits d’au moins une lyase, mais ils
appartiennent a la famille des fucoglucoronomannanes sulfatés. Ils résultent de la
rupture de la liaison o(1,4) dans le polymere suivant [—4-B-D-glucuronyl-1—2-a-D-
mannosyl-6,R-3,(a-L-fucosyl-2,R-3,R-4,R)-1—],,, avec R=H ou SOzH, structure assez
¢loignée du fucoidane.

Deux lyases de cette souche (nommées Fdll et Fdl2) donnant des produits
similaires, ont fait 1’objet d’un brevet exposant leur clonage, séquencage,
surexpression et produits (Takayama et al., 2002). Ce brevet présente ¢galement les
clonage, séquencage, et surexpression de deux fucoidanes hydrolases isolées d’une
souche d’ Alteromonas (SN-1009) dont les produits ne sont pas révelés. Les genes de
ces deux fucoidanases, nommées Fdal et 2, sont contigus et trés similaire suggérant
une duplication récente. Mon analyse de leur séquence révele une tres forte similitude
(70 % d’identité), mais Fda2 possede une extension N-terminale de 62 résidus riche en
proline qui fait penser au bras espaceur que I’on trouve chez des enzymes ancrés dans
les membranes plasmiques. Leur activité sur le fucoidane a €té suivi par chute de la
taille moyenne du polymére et non par dosages des sucres réducteurs. Ce brevet
¢voque une préference de ces fucoidanases pour le fucoidane pauvre en acide uronique
contrairement aux deux lyases décrites ci-dessus. Une publication récente (Sakai et al.,
2004) fait part de la caractérisation de cette souche SN-1009 et de la purification d’une
fucoidane endohydrolase extracellulaire. Sans qu’il en soit fait mention dans cet
article, tout porte a croire qu’il s’agisse de Fdal. La purification n’est pas menée a
I’homogeénéité mais I’espece prot€ique majoritaire est estimée a 100 kDa ce qui est
compatible avec les deux enzymes cités dans le brevet. L’activité de cet enzyme a
¢galement €té suivi par chute de la taille moyenne du polymere et non par dosages des

sucres réducteurs. Son pH optimum se situe entre 6,5 et 8,0 et sa température optimale
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Figure 16 : Dégradation des glucuronomannanes (A) par les fucoidanes lyases Fdll et
FdI2 (Fucobacter marina) en trois produits majoritaires (B), suggérant I’existence de la
chaines de fucoglucuronomannanes sulfatés (C) dans les extraits de fucoidane de la
Laminariale K. crassifolia (extrait de Sakai et al., 2003 B).
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entre 30 et 35°C. Son activité est activée par la présence de Ca*" jusqu’a 30 mM et
inhibé par Cu®" et Zn>". Enfin, cette hydrolase ne serait active que sur le fucoidane
hautement sulfaté extrait de Laminariales et pas sur celui de Fucales. Compte tenu des
différences structurales des deux fucoidanes, j’en déduit que cette fucoidanase pourrait
couper la liaison a(1,3) mais pas en alternance avec la liaison a(1,4). Aucune structure
de produits n’est révélée pour répondre a cette hypothese.

Le méme groupe a isolé d’un holothurie la souche bactérienne SU-1234, de
I’espece Fucophylus fucoidanolyticus (phylum des Verrucomicrobia), sur la base de
son pouvoir de dégradation de fucoidanes indépendamment de leur provenance de
Laminariales ou de Fucales (Sakai et al., 2003 C). Les enzymes intracellulaires ont été
employés pour générer des oligosaccharides a partir du fucoidane de Cladosiphon
okamuranus (Sakai et al., 2003 A). Ceux d’entre eux qui ont été purifiés et caractérisés
sont constitués du motif pentasaccharidique suivant [—3-a-L-fucosyl-1—3-a-L-
fucosyl-4,sulfate-1—3-a-L-fucosyl-4,sulfate-1—3-a-L-fucosyl-2,R-1—], répété de 1 a
4 fois avec R=H ou a-D-glucuronyl dans 75% des cas. La liaison a(1,3) hydrolysée
sépare deux résidus fucoses non sulfatés. La fucoidane hydrolase qui la coupe peut
donc étre qualifiée d’endofucosidase. La présence de substituants acétyles est affirmée
ainsi que ’enzyme qui les supprime (deacétylase ou acétyl estérase), justifiant ainsi
leur non positionnement. L’identification de variants désulfatés des oligofucoidanes
décrits ci-dessus suggere également la présence de sulfatases intracellulaires
spécifiques. Enfin, la détection de glucuronate libre apres la digestion trahie
I’existence d’une a-D-glucuronidase. Ce systéme bactérien est donc trés prometteur

mais aucun enzyme n’a encore ¢€te isolé.

3.2.2. Les a-L-fucosidases

Toutes les a-L-fucosidases répertoriées a ce jour appartiennent a la famille 29
des glycosides hydrolases. Ces enzymes ont recu beaucoup d’attention du fait du role
central joué par les oligosaccharides glycoconjugués contenant du fucose dans de
nombreux processus biologiques des mammiferes. Elles catalysent la libération de a-

L-fucose a I’extrémité non réductrice d’un polysaccharide qu’il soit 1i¢ en a(1,2),
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a(1,3), a(1,4) ou a(l,6) et sont donc des exoglycosidases. Elles partagent
vraisemblablement le méme mécanisme moléculaire d’hydrolyse par rétention de
configuration qui a ¢ét¢ démontré chez les fucosidase de Sulfolobus solfataricus
(Archeae) et de Thermotoga maritima (Eubacteria) dont les structures (TIM barrel)
sont maintenant disponibles (Sulzenbacher et al., 2004).

Berteau et col. (2002) ont caractéris¢é une a-L-fucosidase isolée de
I’hépatopancréas du mollusque marin Pecten maximus (coquille St jaques) active sur le
fucoidane d’Ascophyllum nodosum. 11 s’agit d’une protéine d’environ 50 kDa
tétramérique avec un pl 6,3. Avec le substrat artificiel p-nitrophényl-a-L-fucoside, elle
affiche un pH optimum de 4,0, une température optimale de 60°C a ce pH, un Km de
650 uM, et une activité spécifique de 85 pmol.min".mg™. Elle semble trés stable, et
elle procede par rétention de configuration. Elle est trés spécifique du fucose mais
apparemment pas de la liaison glycosidique conformément a la plupart des fucosidases
caractérisées. Son activité sur le fucoidane natif d’Ascophyllum nodosum est
significative quoique assez réduite (elle est curieusement inactive sur le fucoidane de
Fucus vesiculosus). De maniere intéressante, son activité est renforcée en présence
d’une sulfatase partiellement pure isolée du méme mollusque (Daniel et al., 2001 ; cf §
3.2.2.) ce qui suggére une synergie entre ces deux enzymes et une limitation de
I’activité de cet enzyme due aux sulfates. C’est a ma connaissance l’unique o-L-
fucosidase agissant sur le fucoidane qui ait été¢ purifiée & homogénéité et caractérisée

biochimiquement.

3.2.3. Les sulfatases

Les bases structurales des propriétés biologique et physiologiques des
fucoidanes dépendent en grande partie de la densité et du positionnement des groupes
sulfates le long de la chaine (Mulloy et al., 2000 ; Pereira et al., 2002 B). A ce jour la
seule possibilité de cerner leur importance et de comparer des fucoidanes entre eux en
dépit de leur hétérogénéité (Chevolot et al., 1999 ; Pereira et al., 1999), la désulfatation
chimique étant une alternative trop imprécise. L’obtention d’activités sulfatases

spécifiques de ce type de polysaccharides revét donc un intérét tout particulier.
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Les sulfatases font partie d’une famille de géne trés conservée partageant d’une
part de fortes homologies de séquence, et d’autre part une modification post
traductionnelle d’un résidu sérine ou cystéine en formylglycine impliqué dans la
catalyse. A ce jour quatre structures sont disponibles : 1hdh, 1fsu, 1p49 et le3c (3
sulfatases humaines et une bactérienne). Le repliement est de type o/p/a dont le feuillet
est principalement composé de huit brins paralleles. Les arylsulfatases on en plus un
domaine C-terminal d’environ 75 résidus constitué d’un feuillet B (quatre brins) décoré
d’une a trois hélices a.

L’identification biochimique de ces protéines est facilitée par leur capacité a
tolérer des substrats synthétiques aromatiques permettant des détections par
fluorescence (ex. 4-nitrophenyl sulfate ou nitrocatechol sulfate) bien que leur substrat
naturel puisse étre différent (Kertesz, 1999). De ce fait, si beaucoup de sulfatases ont
¢té identifiées, elles sont souvent qualifiées d’arylsulfatase par défaut, sans que leur
spécificité de substrat ne soit €¢lucidée. Il apparait cependant que ces arylsulfatases
puissent cacher en réalité des carbohydrates sulfatases (Kertesz, 1999).

A ma connaissance, seule une ¢tude a clairement montré 1’action spécifique
d’une sulfatase sur le fucoidane (Daniel et al., 2001). Cet enzyme, extrait du bivalve P.
maximus, est capable d’hydrolyser 1’ester sulfate spécifiquement en C2 du o-L-
fucopyranoside. Si son action sur le fucoidane d’A. nodosum est avérée, il n’est

toutefois pas purifié a I’homogénéité.

3.2.4. La a-L-fucoidanase de SW5, FcnA

Le travail concernant cet enzyme a €té initié par Descamps-Lepagnol au cours
de sa thése (1998). Elle a procédé a un criblage de bactéries en provenance de la
station d’épuration des effluents d’une usine d’extraction d’alginate (Sobalg, Danisco
Ingrédients, Landerneau, France). La souche SW5 a été sélectionnée parmi 51 souches
isolées des boues d’épuration. Elle est déposée dans la collection DSMZ sous le
numéro 12171. Elle présente une activité fucoidanolytique extracellulaire maximale
apres cinq jours de cultures en milieu Zobell enrichi de fucoidane (test de précipitation

de la BSA par le fucoidane non digéré). Sur la base de tests biochimiques et
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physiologiques ainsi que de la séquence de son ARN16S, la souche SW5 appartient
selon toutes vraisemblances au phylum des Bacteroidetes, et plus précis€ément au taxon
des Flavobacteriaceae (Fig. 17; cf. Article 2). Elle présente une mobilité au contact de
phase solide de type « gliding » (Barbeyron, communication personnelle) qui suggere
une adaptation aux écosystémes de type les biofilms microbiens. Notons ici qu’elle
métabolise notamment le L-fucose, le D-galactose, le D-mannose, le D-glucuronate.
La fraction protéique intracellulaire soluble ne produit pas d’oligosaccharides de
maniere significative (contrairement au lysat cellulaire total, résultats personnels).

Un enzyme extracellulaire capable d’hydrolyser du fucoidane extrait de Pelvetia
canaliculata a été purifié a I’homogénéité (cf. Article 3). Cette protéine (FcnA) a une
masse moléculaire estimée a 105 kDa sur gel SDS-PAGE et a 143 kDa par gel
filtration résolutive. Il est remarquable que son activité a I’homogénéité ne soit pas
mesurable par le dosage des sucres réducteurs alors que du signal est détecté en début
de purification. Plus la purification progresse, plus le signal diminue. Autrement dit ce
dernier n’est pas directement le fait de la fucoidanase purifiée. En outre, cela suggere
I’existence d’activités fucoidanolytiques complémentaires dans le surnageant de
culture de SW5. Les pH optimum (7,5) et température optimale (20 a 25°C) mesurés
par cette méthode, sur un pool d’enzymes semi-purifi€s, ne sont donc pas fiables.

Ce méme pool d’enzymes semi-purifiés (fractionnement au sulfate
d’ammonium du surnageant de culture) a été employé pour synthétiser des oligo-
fucoidanes (cf. Article 2) a partir du fucoidane de P. canaliculata. Deux des produits
limites d’hydrolyse ont été purifiés et analysés d’un point de vue structural par RMN,
sans que I’on puisse rigoureusement les attribuer a la seule activit¢ de FcnA. 11 s’agit
d’un tétra- et d’un hexasaccharide comportant le motif répété suivant: [—4-a-L-
fucopyranose-2,3-disulfate-1—3-a-L-fucopyranose-2-sulfate-1—],. Leur structure
révele 1’hydrolyse de la liaison a(1,4) au sein de chaines lin€aires et répétitives.
L’hydrolyse conduit a un rendement en masse de 66% d’oligomere de taille inférieure
a 10 kDa. Et le motif structural décrit précédemment correspond a environ 10% du
polymere initial. Ce lot enzymatique est également actif sur les fucoidanes de A.

nodosum et F. spiralis, mais il n’a pas été testé sur du fucoidane de Laminariales.
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Figure 17: Relations phylogénétiques de la souche bactérienne SWS5 avec des
représentants de Flavobacteriaceae marines (Erwan Corre, communication personnelle).
L’arbre est basé sur la comparaison des séquences completes d’ARN16S dont les numéros
d’accession sont indiqués entre parenthéses. La topologie présentée est 1’arbre obtenu par la
méthode de neighbour-joining (correction de distance de Jukes et Cantor). A chaque nceud
sont données les valeurs de « bootstrap » (100 réplicats) obtenues par les analyses de
distances, de maximum de vraisemblance, et de maximum de parcimonie, respectivement (les
tirets indiquent 1’absence du nceud dans 1’analyse correspondante). L’échelle représente le
nombre attendu de changement par position nucléotidique.
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3.3. Les glycosides hydrolases

Les glycosidases catalysent I’hydrolyse des liaisons glycosidiques et accélerent
la réaction d’un facteur 10" en moyenne (Rye et Withers, 2000). Les carbohydrates
exhibent une exceptionnelle diversité fonctionnelle et structurale. En réponse a cette
diversité, les enzymes responsables de [’hydrolyse spécifique de liaison O-
glycosidique (les O-glycosidases ; EC 3.2.1.X.) affichent eux aussi une large variété.
Cette constatation se renforce chaque jour davantage du fait de I’accroissement du
nombre des séquences et des structures tridimensionnelles disponibles. Le besoin
d’une classification alternative a la nomenclature des chiffres EC de I'lUBMB
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology), illustrant plus les
relations évolutives que la fonction précise de ces protéines, a poussé Henrissat (1991)
a la mise en place, il y a une quinzaine d’année, d’une base de données originale
(accessible sur le serveur web CAZy). Le schéma de cette nouvelle classification a
pour principe I’intégration des caractéristiques structurales et mécanistiques a travers
le regroupement en famille de glycosidases partageant des similarités de séquences.
Ces similitudes de séquence refletent des analogies structurales via I’existence d’un
ancétre commun et pas nécessairement la spécificité de substrat. Les familles ainsi
créées sont donc généralement « poly-spécifiques ».

Au fil des années, cette classification, mise a jour réguliecrement (Henrissat et
Bairoch, 1993, 1996), voit le nombre de ces familles s’agrandir, mais de plus en plus
lentement (Bourne et Henrissat, 2001). Si elle a débuté avec une quarantaine de
familles, on convoite aujourd’hui la 100°™. Quatre d’entre elles ont cependant été
supprimées (GH21, 40, 41 et 60) suite a des remaniements. Puisque les structures sont
mieux conservées que les séquences, le groupement de familles en clans (ou
superfamilles) a été introduit (Henrissat et Davies, 1997). A ce jour (février 2005), 68
familles (14355 séquences) ont leur repliement identifi¢ (Tab. 5) soit a partir de la
structure d’un de leur membre (59), soit d’apreés Daffiliation a un clan dont le
repliement est connu (9). Le repliement le plus représenté est incontestablement le

TIM barrel ou tonneau (B/a)g avec 28 familles (7085 séquences).
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Tableau 5: Récapitulatif des familles de glycosides hydrolases répertoriées dans le
serveur CAZy dont le repliement est identifié¢ (février 2005). Les familles dont aucun
membre n’a de structure résolue mais appartenant a un clan caractérisé sont également
incorporées au tableau. Ce dernier concerne 14355 séquences répertoriées dans le serveur
CAZy. Les familles présentant un intérét direct dans ce travail sont colorées en jaunes. Les
repliements colorés en gris sont évoqués dans les chapitres de résultats.

Clan Famille S(tl?::.szzq(;ljs Mécanisme Repliement Représentants g;))(:;
1 569 Rétention (B/o)s myrosinase 2MYR
2 591 Rétention (B/o)s B-galactosidase 1BGL
5 552 Rétention (B/a)s endoglucanase 1ECE
10 229 Rétention (B/o)s Xylanase 1XAS
17 357 Rétention (B/a)s B-glucanase 1GHR
26 59 Rétention (B/a)g mannanase 10DZ
30 30 Rétention (B/o)s glucocerebrosidase 10GS
35 162 Rétention (B/a)s B-galactosidase 1TG7
A 39 34 Rétention (B/o)s p-xylosidase 1PX8
42 62 Rétention (B/a)s B-galactosidase 1IKWG
50 15 B-agarase
51 73 Rétention (B/o)s arabinofuranosidase 1PZ2
53 36 Rétention (B/o)s endo-1,4-B-galactanase 1FHL
59 10 Rétension galactocerebrosidase
72 70 Rétention glucanosyltransglycosylase
79 21 Rétention heparanase
86 6 B-agarase
7 127 Rétention B-jelly roll  cellobiohydrolase 1CEL
B 16 412 Rétention  PB-jelly roll E:;Z;rrﬁzenase 1843{3;
C 11 200 Rétention B-jelly roll  xylanase 1BCX
12 74 Rétention B-jelly roll ~ endoglucanase 2NLR
D 27 115 Rétention (B/o)s o-galactosidase 1SZN
36 122 Rétention a-galactosidase
33 153 Rétention  6-f propeller sialidase 2SIL
E 34 1384 Rétention  6-f propeller neuraminidase INSB
83 238 Rétention  6-B propeller neuraminidase 1E8T
F 43 206 Inversion  5-f propeller arabinanase A 1GYD
62 17 arabinofuranosidase
13 2014 Rétention (B/o)s o-amylase 6TAA
H 70 44 Rétention dextransucrase
77 119 Rétention (B/o)s amylomaltase 1CWY
24 155 Inversion a+p lysozyme 1LYD
I 46 19 Inversion o+ p chitosanase 1CHK
80 14 Inversion chitosanases




J 32 443 Rétention  5-B propeller invertase 1UTW
68 49 Rétention  5-B propeller levansucrase 10YG
K 18 1103 Rétention (B/a)s chitinase ICTN
20 202 Rétention (B/o)s chitibiase 1QBA
15 136 Inversion (0/0)g glucoamylase 3GLY
L 65 83 Inversion (0/a)g maltose phosphorylase 1H54
94 49 Inversion (o/a)s chitobiose phosphorylase 1V7V
M 48 20 Inversion (a/ar)g cellobiohydrolase 1FCE
8 77 Inversion (/g chitosanase 1V5C
N 28 415 Inversion hélice f3 rhamnogalacturonase 1IRMG
49 8 Inversion hélice dextranase 10GM
3 503 Rétention exoglucanase 1EX1
4 125 a-glucosidase INRH
6 103 Inversion cellobiohydrolase 3CBH
9 239 Inversion (0/a)g endoglucanase 1CLC
14 118 Inversion (B/o)s p-amylase IBTC
19 497 Inversion tout a. chitinase 1BAA
8 22 208 Rétention o+ P lysozyme 1HEL
] E 23 631 Inversion a+p lysozyme 153L
) 25 179 Inversion (B/a)s (B);  lysozyme JFX
= 29 80 Rétention (B/a)s o-L-fucosidase 1HLS
e 31 266 Rétention (Blo)s a-xylosidase 1WE5
o 38 136 Rétention (B/a)7 a-mannosidase 107D
8 45 65 Inversion B¢ barrel endoglucanase 1ENG
— 47 121 Inversion (o/a)7 o-mannosidase 1DL2
’ é 54 17 Rétention L-arabinofuranosidase 1WD3
< 56 46 Rétension (B/a); hyaluronidase 1FCQ
o 57 52 Rétension (B/ar) glucanotransferase IK1W
58 5 6-B propeller endo-sialidase 1VOE
67 26 Inversion (B/a)s a-glucuronidase 1GQI
74 20 Inversion  7-PB propeller cellobiohydrolase 1SQJ
82 2 Inversion B hélice \-carrageenase 1H80
88 36 (/g glucuronyl hydrolase 1VD5
90 6 Inversion B hélice endorhamnosidase ICLW




Compte tenu de la modularité¢ fréquente des « cazymes», le server CAZy
recense également différentes familles de domaines non catalytiques se fixant aux

carbohydrates, les « Carbohydrate Binding Modules » ou CBMs.

3.3.1. Deux mécanismes enzymatiques

Malgré la diversité structurale des glycosidases, seulement deux meécanismes
d’hydrolyses sont décrits. L’hydrolyse enzymatique de la liaison glycosidique
s’effectue par une catalyse acide nécessitant deux acides aminés essentiels: un
catalyseur acide/base et un nucléophile. Ces deux résidus sont quasi exclusivement des
aspartates et/ou des glutamates (Davies et Henrissat, 1995). Les deux mécanismes
évoqués conduisent soit a la rétention soit a I’inversion de la configuration du carbone
anomérique (Fig. 18).

Depuis les dix derniéres années des avancées considérables ont été réalisées
dans la compréhension fine du cheminement catalytique des glycosidases. Ces progres
sont imputables d’une part a I’augmentation des structures protéiques disponibles sous
formes natives, mutée, en complexe avec leur substrat, voire méme d’intermédiaire
glycosyl-enzyme (Rye et Withers, 2000 ; Vassela et al., 2002). D’autre part, I’emploi
de récents inhibiteurs mimant les états de transitions s’est avéré tout aussi pertinent.
Ces analyses structurales et cinétiques montrent I’importance capitale des contraintes
exercées sur la conformation du résidu osidique au sous-site -1, dans la bonne
orientation de la liaison glycosidique cible par rapport aux fonctions catalytiques (Rye

et Withers, 2000 ; .Vassela et al., 2002).

3.3.1.1. La rétention de configuration

Le mécanisme qui retient la configuration anomérique se décompose en deux
substitutions nucléophiles successives (Fig. 18). L’oxygene de la liaison glycosidique
est protoné par le catalyseur acide/base, alors que le nucléophile attaque le carbone
anomérique déclenchant ainsi le départ de 1’aglycone. Cette premicre étape conduit au
clivage de la liaison glycosidique et a la formation d’un intermédiaire réactionnel
covalent glycosyl-enzyme. Dans un second temps, le catalyseur acide/base tente de

récuperer son proton d’une molécule d’eau qui, ainsi activée, attaque alors le carbone
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anomérique par son oxygene. La liaison glycosyl-enzyme se rompt et le sucre est
libéré. Les états de transition de ces deux étapes sont de type ions oxocarbonium.
Enfin, chez les enzymes adoptant ce mécanisme, la distance moyenne entre les

fonctions carboxyliques des deux résidus acides catalytiques est de 5,5 A.

3.3.1.2. L'inversion de configuration

Contrairement au précédent mécanisme, celui qui induit 1’inversion de
configuration anomérique, ne comporte qu’une seule étape de substitution nucléophile
(Fig. 18). L’oxygene de la liaison glycosidique est protoné par le catalyseur acide ce
qui entraine le départ de I’aglycone. Cette protonation est concomitante a 1’attaque, a
I’opposé, du carbone anomérique par une molécule d’eau activée par le résidu basique.
Cette substitution nucléophile unique conduit donc a la libération d’une extrémité
réductrice dont la stéréochimie est opposée a celle de la liaison hydrolysée. Comme
pour le mécanisme de rétention de configuration, le catalyseur acide/base doit étre a
une distance de ’oxygeéne de la liaison glycosidique, compatible avec la formation
d’une liaison hydrogeéne. Par contre, de 1’autre coté du sucre, le résidu basique est
généralement plus éloigné du carbone anomérique de fagon a permettre la présence
d’une molécule d’eau entre ce dernier et la fonction carboxylique catalytique. Ainsi, la
distance moyenne, entre les deux fonctions carboxylique des résidus catalytiques est
en moyenne de 10 A. Les familles GH28 et GH82 (1-carraghénase), deux hélices P,

constituent toutefois deux exceptions notoires puisque cette distance y est réduite a 5-6

A.

3.3.2. Mode d’action et topologie du site actif

3.3.2.1. Les modes d’action

Initialement, étaient opposés deux comportements des glycosidases vis a vis des
polysaccharides. Il y avait celles qui attaquaient par les extrémités, dites « exo » et
celles qui attaquaient a ’intérieure de la chaine, dites « endo ». A cette notion il faut en

ajouter une seconde : la processivite.
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Les enzymes intervenant sur les polymeres se caractérisent par quatre grands
types de comportements. On distingue ceux qui appréhendent la molécule par une
extrémité, comportement « exo », de ceux ayant la capacité a agir au cceur de la
chaine, comportement « endo » (Fig. 19). Par ailleurs, indépendamment de la notion
précédente, I’enzyme peut soit se décrocher du substrat aprés chaque acte catalytique,
ce qui engendre des rencontres enzyme/substrat aléatoires, soit se maintenir a son
contact et enchainer les actes catalytiques via une translation de 1’enzyme,
comportement dit multi-attaque ou processif (Fig. 19). Cette derniére notion
contrairement a la premicre n’est pas de type tout ou rien. Ainsi la processivité d’un
enzyme sera plus ou moins marquée en fonction de la stabilit¢ du complexe enzyme-
substrat en dehors du processus catalytique proprement dit. La processivité implique
un mouvement unidirectionnel de 1’enzyme par rapport a son substrat qui selon les cas
est orienté vers 1’extrémité soit réductrice soit non réductrice. Un comportement endo
stricte aura pour effet de réduire rapidement le degré de polymérisation d’un
polysaccharide par opposition a un comportement exo (Fig. 19). Ce dernier, qu’il soit
processif ou non, se caractérise par une diminution fatalement plus lente des chaines.
Apres I’acte initial, le comportement enzymatique endo-processif ou exo-processif est
similaire de ce point de vue (Fig. 19).

Le caractere processif traduit souvent la présence de domaine non catalytique
type « carbohydrate binding domain » permettant de maintenir le contact avec le
substrat pendant le déplacement du domaine catalytique. Toutefois ce n’est pas
toujours le cas et d’autres solutions structurales autorisent ce comportement (ex. tunnel
catalytique) qui illustre le role fonctionnel primordial assuré par la topologie du site

actif.

3.3.2.2. Les topologies de sites actifs

Les donné¢es structurales ont permis de faire le lien entre ces modes d’actions et
trois topologies de site actif dites poche, gorge et tunnel (Fig. 20) (Davies et Henrissat,
1995).

La poche est une cavité « aveugle » adaptée a la reconnaissance d’une extrémité

de chaine. Elle limite en outre le nombre de résidus osidiques pouvant y pénétrer.
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Cette topologie se rencontre principalement dans les monosaccharidases (ex. -
galactosidase) et les exo-polysaccharidases libérant des mono- ou disaccharides (-
amylase). Elle est spécialement efficace sur les polysaccharides simples présentant un
grand nombre d’extrémités (ex. le grain d’amidon dont la structure ramifiée radiale
présente les extrémités de chaines a sa surface). Elle n’est donc pas adaptée aux
substrats fibreux comme la cellulose, qui ne posséde que trés peu d'extrémités de
chaines libres. Enfin, elle est souvent associ¢e a des enzymes intervenant dans la phase
terminale de processus multi-étapes de dégradation.

La gorge est une crevasse ouverte qui procure une surface d’interaction avec le
substrat plus importante. C’est une topologie typique de glycosidases intervenant en
endo sur des polysaccharides. Elle permet d’appréhender des unités de répétitions plus
complexes.

Le tunnel enfin dérive de la précédente dans la mesure ou il s’agit d’une gorge
refermée dont le role de glissiere est nettement accentué. Elle permet de maintenir un
contact étroit avec le substrat linéaire. On retrouve de ce fait cette topologie dans des
enzymes endo-processifs et qui plus est sur des polysaccharides fibreux en phase
solide (cellulose cristalline, fibre de carraghénane). L’ouverture/fermeture du tunnel
par changement de conformation est indispensable au comportement endo. Les

changements conformationnels sont le fait de boucles ou de domaines mobiles.

3.4. Intérét des enzymes en glycobiologie

3.4.1. Analyse structurale

Pour répondre a la complexité et la diversité structurale des polysaccharides,
denombreux procédés chimiques ont ét¢ développés. La composition osidique peut
étre déterminée par hydrolyse acide et analyse des produits par chromatographie (sur
couche mince, ou en phase liquide) couplée a des méthodes de détection
réfractométrique, UV, fluorimétrique ou ¢lectrochimique. Le positionnement des
liaisons glycosidiques peut étre déterminé par méthylation des hydroxyles libres et

analyse des dérivés par chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
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masse (GC-MS). Enfin la séquence osidique peut étre déduite d’expérience de
méthylation, de la sensibilit¢ du polysaccharide a divers traitements tels que
I’oxydation/réduction au périodate, acétolyse, hydrolyse acide, dégradation alcaline et
surtout la spectrométriec RMN. Cependant, ces méthodes se réalisant dans des
conditions souvent assez dures peuvent étre biaisées par la résistance ou la fragilité de
certains type de liaisons ou de substitutions. Les réactions secondaires sont multiples.
Ainsi, ’hydrolyse acide peut s’accompagner de la perte de sulfate. La méthylation du
fucoidane peut entrainer la perte de substituants acétyles (Chizov et al, 1999). Sa
désulfatation chimique, en plus d’étre fréquemment incomplete, occasionne la rupture
de liaisons glycosidiques (Mulloy et al., 1994). Enfin la rupture de ces liaisons par
acétolyse s’accompagne parfois de réactions de condensation, créant des liaisons
absentes du polysaccharide natif.

Face a la complexité et I’imprécision de ces méthodes analytiques, 1’utilisation
des enzymes présentent des avantages indiscutables du fait de la spécificité
stéréochimique des réactions qu’elles catalysent en conditions généralement tres
douces (sous réserve que leur spécificité de reconnaissance soit maitrisée). Concernant
les polysaccharides on recherchera des enzymes rompant les liaisons glycosidiques
(glycoside hydrolases, lyases) ou les créant (glycosyl transférases), modifiant les
profils de substitution (ex. sulfatases, sulfotransférases, ou sulfurylase), ou épimérisant
certains résidus (ex. C5-épimérase des alginates).

L’analyse des produits de réactions enzymatiques (a I’exception de la synthese)
est valorisable sous deux angles complémentaires selon que 1’on souhaite observer ce
que je qualifierai de produits typiques (ou légitimes), ou ce qui « résiste ». Dans le cas
de polysaccharides hétérogeénes, la premiere approche, plus directe, consiste donc a
vérifier la présence de tel ou tel contexte structural (plus ou moins précis selon la
spécificité de ’enzyme) dans le polysaccharide étudié. La seconde approche exploitera
la capacité¢ d’enzymes a homogénéiser/simplifier un substrat en éliminant certaines
liaisons/substitutions minoritaires (comme par exemple des branchements), ou en
complétant des substitutions manquantes (ex. sulfurylases et pont 3,6 anhydro des
galactanes). Couplés a des techniques séparatives, des traitements enzymatiques

judicieux permettent ainsi de préparer des fractions de polysaccharides ou d’oligosac-
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Figure 20 : Topologie des sites actifs de glycosidases (d’aprés Davies et Henrissat, 1995).
Les résidus catalytiques sont colorés en rouge. Le site actif type « poche » de la glucoamylase
de Aspergillus awamori; le site actif type «crevasse» de I’endoglucanase E2 de
Thermomonospora fusca ; le site actif type «tunnel» de la cellobiohydrolase II de
Trichoderma reesei.
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charides dont I’homogénéité facilite des analyses structurales ultérieures (structure
primaire, mais aussi secondaire et tertiaire).

Une des toutes premieres applications a été d’employer les exoglycosidases
pour réaliser du séquencage d’oligosaccharide (Kobata, 1979 ; Harvey, 1999). Couplée
avec des techniques analytiques récentes telles que la RMN, le Biacore,
I’¢lectrophorése capillaire ou la spectrométrie de masse, cette méthode d’analyse
connait un essor important bien que limité par la diversité des enzymes disponibles.

En dehors de I’exploration structurale, les enzymes intervenant sur les
carbohydrates présentent ¢galement une certaine utilit¢ dans la production de
protoplastes (Le Gall et al., 1990) ou dans la compréhension de 1’agencement des
parois cellulaires. Ils présentent enfin un intérét dans I’analyse des activités
biologiques des sucres via les modifications fines de la taille des oligomeres ou de
certains de leurs groupements chimiques, voire la synthése d’oligosaccharides de

novo.

3.4.2. Synthése d’oligosaccharides

Si les enzymes permettent [’obtention d’oligosaccharides spécifiques par
dégradation, il est également possible de les utiliser pour la synthése de ces derniers.
Ils constituent en effet une alternative a la synthése organique souvent délicate et
toujours compliquée. Trois classes d’enzymes sont envisageables, les glycosyl
transférases responsables de la biosynthése naturelle des glycanes, les glycosidases qui
dans certaines conditions peuvent fonctionner «a [’envers», et enfin les
glycosynthase, catalyseurs non naturels issus des glycosidases par génie génétique. Les
glycosyl transférases présentent 1’inconvénient d’avoir pour substrat des glycosyl-
esters de nucléosides polyphosphatés compliqués a synthétisés et coliteux a purifier.
L’utilisation des glycosides hydrolases pour la synthése est connue depuis prés d’un
siecle (Bourquelot et Bridel, 1913). C’est d’ailleurs cette observation qui a permis de
mettre en évidence la réversibilité des réactions enzymatiques. Comme toutes les
enzymes, les glycosidases accélérent la mise en équilibre d’une réaction chimique, en

I’occurrence ici I’hydrolyse de la liaison O-glycosidique :

111



Ose-O-R + H,O < 0Ose-OH + R-OH

Un contrdle thermodynamique de 1’équilibre permet de favoriser I’'un ou I’autre
des sens de la réaction. Ainsi, si I’enzyme est en présence d’un rapport Ose-O-R/Ose-
OH tres faible, accompagné d’une réduction de la disponibilité de I’eau ([Ose-OH + R-
OH] a 80-90% p/v du milieu réactionnel, plus ajout de co-solvant ou co-solutés), il est
alors possible d’utiliser les glycosidases pour accélérer la réaction dans le sens de la
synthése (Johansson t al., 1986).

Un contrdle cinétique de 1’équilibre est également envisageable par les enzymes
adoptant le mécanisme de rétention de configuration (« retaining enzymes », cf. § 3.3.)
via une réaction secondaire dite de transglycosylation (Fig. 18, Crout et Vic, 1998).
Dans ce mode de synthese la premicre étape de 1’hydrolyse a lieu, s’accompagnant de
la formation d’un intermédiaire covalent glycosyl-enzyme. L’astuce consiste alors a
faire attaquer I’intermédiaire non pas par une molécule d’eau mais par une autre
molécule comportant un groupement hydroxyle (ose, alcool, ou méme acides aminés).
Pour ce faire, ce composé dit accepteur est ajouté a forte concentration dans le milieu
réactionnel. Bien que nettement moins représenté que 1’eau (100 mM environ contre
55 M), ce composé entre en compétition avec I’eau. A titre d’exemple la a-L-
fucosidase de Penicillium multicolor permet d’obtenir par transglycosylation du
disaccharide li¢ en a(1,3) (Ajisaka et al., 1998). L hydrolyse du composé néoformé
peut survenir mais dans un cycle catalytique ultérieur. Pour prévenir ce phénomene et
améliorer le rendement, des dispositifs ont été développés pour piéger le disaccharide
synthétisé, bien que dans la majorité des cas 1’excés de substrat suffise a permettre
I’accumulation des produits de transglycosylation.

Contrairement aux glycosyltransférases, les glycosidases sont peu spécifiques
pour la molécule acceptrice. Cependant s’il est relativement ais¢ d’obtenir des
disaccharides, la production de degrés de polymérisation (DP) supérieurs demeure
problématique. L’emploi d’endoglycosidases tolérant des di- ou tétrasaccharides

pourrait étre une solution (Kobayashi, 1999).
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Figure 21 : Mécanisme réactionnel courant des glycosynthases (adapté de Perugino et al.,
2004). Le degré de polymérisation (DP) des produits dépend de la propension de I’enzyme a
accepter des longs substrats. Les glycosynthases dérivant d’endoglycosidases engendrent
donc plus favorablement des DP importants.
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Un autre probléme inhérent a 1’usage des glycosidases est le faible rendement
de la transglycosylation. Pour y palier, une nouvelle classe de catalyseurs non naturels
a ¢été développée a partir des glycosidases de type « retaining » (Mackenzie et al.,
1998). Ces enzymes sont obtenus en remplacant par mutagenése dirigée le résidu acide
nucléophile responsable de la formation de 1’intermédiaire covalent glycosyl-enzyme
par un résidu plus neutre (glycine, alanine, serine...). La mutation a pour effet de
réduire presque entierement ’activité hydrolytique. Cependant le site actif modifi¢
peut accepter un ose activé (ex. de type fluoro-glycoside ; William et Withers, 2000)
dont I’anomérie est identique a celle de I’'intermédiaire glycosyl-enzyme naturel (Fig.
21). Les glycosynthases sont capables de synthétiser de facon efficace des
oligosaccharides puisqu’il est possible de convertir jusqu’a 92% de D’accepteur

(Mackenzie et al., 1998). Il semble donc que ce soit des outils d’avenir.

4. Présentation du travail

A T’issu de cette introduction, je me propose de dégager quelques points
intéressants. Tout d’abord, il s’aveére que les polysaccharides sulfatés ne sont pas
répartis de facon ubiquiste dans le vivant. Ils sont présents chez les Métazoaires et les
végétaux. Dans les deux cas, ils se répartissent essentiellement a [D’interface
environnement-cytoplasme. A 1’exception des glycosaminoglycanes animaux, il
semble que la présence de polysaccharides sulfatés soit étrangement associée a
I’environnement marin. Dans ce dernier, les macroalgues marines rouges et brunes
sont des producteurs majeurs de polysaccharides sulfatés, quantitativement parlant.
Cette production représente une source de carbone importante donnant lieu a un
recyclage par les organismes marins brouteurs et par les microorganismes notamment
bactérien. Ces derniers y jouent un réle capital. Ils constituent de ce fait une source
précieuse d’enzymes participant au catabolisme de ces polysaccharides sulfatés. Ainsi,
les deux glycoside hydrolases concernées par ce travail ont été isolées de deux
bactéries marines.

Le chapitre 2 est consacré aux travaux que j’ai entrepris pour surexprimer la A-
carraghénase de P. carrageenovora. Les résultats obtenus sont pour 1’essentiel

rassemblés dans un projet d’article (Article 1). Au commencement de ce travail, deux
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K-carraghénases et deux t-carraghénase ¢Etaient caractérisées biochimiquement et
structuralement. L’intérét fondamental porté a la A-carraghénase reposait donc sur la
comparaison avec ces quatre prédécesseurs, mais aussi sur 1’acquisition d’un nouvel
outil d’investigations des carraghénanes. Il s’agissait ¢galement de compléter 1’arsenal
enzymatique utilisés pour 1’obtention d’oligosaccharides sulfatés bioactifs.

Le chapitre 3 concerne les travaux portant sur la surexpression de la
fucoidanase de la bactérie SWS. Il comprend deux articles (Article 2 et 3). Le premier
reprend principalement les travaux réalisés par Valérie Descamps lors de sa theése pour
isoler et caractériser la souche SWS5. Il figure dans ce chapitre du fait de ma
participation a sa rédaction et aux résultats concernant la culture de la souche en
fermenteur et le suivi de I’activité fucoidanase. En outre, il constitue un complément
indispensable a la lecture du deuxieme article. Ce dernier correspond davantage a mon
travail exception faite de la purification de I’enzyme sauvage. Les recherches portant
sur cet enzyme sont motivées d’une part, par I’absence de catalyseur caractérisé
permettant I’obtention d’oligofucanes, et d’autre part, par la forte activité biologique
de ces produits sur les systemes végétaux. La caractérisation de cette enzyme apportera
en outre des ¢léments de comparaison précieux pour la compréhension de
I’enzymologie des polysaccharides sulfatés.

A TDexception de la méthodologie employée, il ne se dégage pas de
dénominateur commun suffisamment consistant entre ces deux grandes parties de mon
travail. C’est la raison pour laquelle j’ai choisi de ne pas réaliser de chapitre
spécifiquement dédié aux conclusions de ces travaux de thése. D¢s lors, chacun de ces
deux volets de mon travail a donn¢ lieu a une conclusion et une mise en perspective
détaillées a la fin des chapitres 2 et 3.

Enfin, ces travaux ont donné lieux a la rédaction et aux dépots de deux
demandes de brevets d’invention :

- n°

04 06667 : « Géne isolé codant pour I’endofucoidanase et endofucoidanases
recombinantes obtenues a 1’aide de ce géne » (référence : « endofucanase recombinante »),
dépot sur la France en date du 18 juin 2004),

- n° 04 08201 : « Gene isolé codant pour la lambda-carraghénase et la lambda-carraghénase
recombinante obtenue a 1’aide de ce geéne » (référence : « carraghénase type lambda »),

dépot sur la France en date du 23 juillet 2004.
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CHAPITRE 2

LA A»-CARRAGHENASE :
PURIFICATION DE LA PROTEINE,
CLONAGE & SEQUENCAGE DU GENE,
ANALYSE DE LA SEQUENCE,
SUREXPRESSION DE L’ENZYME.
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L’UMR 7139 s’est attachée depuis maintenant une quinzaine d’années a la
description d’enzymes de modification des polysaccharides pariétaux de macroalgues.
Un intérét particulier a été¢ porté sur des enzymes procaryotiques de dégradation des
galactanes neutres (agarose) ou sulfatés (k- et 1-carraghénane). Plusieurs d’entre eux
ont ¢t¢ finement caractéris€s ainsi que leurs produits, tant d’un point de vue
biochimique, que structural. Si les deux B-agarases (Allouch et al. 2003, 2004) et les
deux k-carraghénases (Michel et al 2001A ; Barbeyron et al, 1998, 1994) décrites
appartiennent a la famille GH16 des glycosides hydrolases, les deux i-carraghénases
identifiées (Michel et al 2003, 2001B ; Barbeyron et al, 2000) constituent la famille
GHS82. Ces trois polysaccharides matriciels sont gélifiants et portent de zéro a deux
substitutions sulfates par disaccharides. Le A-carraghénane contient trois groupes
sulfates par répétitions et ’absence du pont 3,6-anhydro sur le résidu galactose 1ié en 4
inverse sa conformation (*C;-conformation) comparée a celles des k- et 1-carraghénane
('C,4 conformation). Ceci a pour effet d’empécher sa gélification au profit d’une forte
viscosité. Cette distinction du A-carraghénane a motivé [’étude d’un enzyme
participant a sa dégradation. En outre ce polysaccharide est d’une manicre générale
beaucoup moins homogeéne que le k- et i1-carraghénane, et son étude gagnerait a
pouvoir bénéficier d’outils enzymatiques caractérisés permettant d’isoler des fractions
résistantes.

Ce chapitre a pour objet la description de I’ensemble des résultats obtenus
concernant un enzyme dégradant le A-carraghénane. Cet enzyme a été purifie de la
bactérie marine Pseudoalteromonas carrageenovora. La présence d’une activité
extracellulaire de dégradation du A-carraghénane produite par cette y-protéobactérie
avait ¢t¢ initialement reportée par Weigl et Yaphe (1966). Poursuivant ces travaux,
Johnston et McCandless, purifiaient partiellement 1’enzyme en 1973 et avancaient
I’hypotheése d’un complexe multienzymatique. Cette hypothése fut mise a bas par
Greer (1984) qui purifia a homogénéité une protéine extracellulaire unique de 98 kDa.
Malgré la capacité de I’enzyme a réduire drastiquement la taille du polymere, 1’auteur

ne mesurait qu’une faible activité en sucres réducteurs et c’est donc par mesure de la
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décroissance de viscosité qu’il suivit la purification de cet enzyme. Il montra la
spécificité de la protéine pour le A-carraghénane et distingua deux produits limites
largement majoritaires sans toutefois les avoir caractérisés. Reprenant ces travaux au
laboratoire, Potin (1992) ne parvint pas, sur la base d’un protocole différent, a
reproduire la purification de cette protéine. Néanmoins Chabeau (1995) procéda a la
synthése d’une sonde nucléique censée cibler le géne de cette A-carraghénase.
L’objectif de mes travaux était de cloner et s€quencer le géne codant pour cet enzyme,
afin de procéder a la surexpression de cette activité enzymatique dans E. coli.
L’essentiel de ce travail a été rédigé sous forme d’un article disposé a la fin du
chapitre (cf. Article 1). Néanmoins certains résultats complémentaires seront

développés et discutés ci-dessous. La lecture sera facilitée si elle débute par cet article.

1. La purification a homogénéité de la A-carraghénase de P

carrageenovora

Cet enzyme n’avait jamais été¢ purifi¢ a homogénéité au laboratoire. Cette
purification a nécessité la mise au point d’un protocole original (Fig. 22 et 23)
largement inspiré toutefois de la méthode de Greer (1984). Il est décrit dans son
intégralité dans Darticle 1. Greer est parvenu a purifier I’enzyme a homogénéité des la
chromatographie d’interactions hydrophobes. J’ai comme lui constaté que 1’enzyme
n’est pas retenu sur cette colonne mais simplement retardé. Le pool des fractions
portant I’activité ne révéla qu'une seule bande, a la taille attendue (98 kDa), en gel
SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. Néanmoins une coloration au nitrate
d’argent (Kit Pharmacia biotech) montra la présence de bandes surnuméraires de taille
inférieure. Afin de lever toute ambiguité une chromatographie d’exclusion de taille sur
une colonne Superdex 200HR fut réalisée apreés concentration par ultrafiltration de ce
pool. La protéine ainsi récoltée €tait parfaitement pure sur gel SDS-PAGE coloré au
nitrate d’argent. Cependant 1’é¢tape d’ultrafiltration engendra une grosse perte de

protéine et contribua au faible rendement de purification.
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Surnageant de culture

\

Ultrafiltration tangentielle Concentration du rétentat dans du
membrane 30 kd tampon phosphate 25mM, NaCl
* 2M, pH7.5

Fractionnement au sulfate Fractionnement
d’ammonium 30%

\

Fractionnement au sulfate Resuspention des culots et dialyse
d’ammonium 70% contre tampon phosphate ci-dessus

\

Séparation sur colonne  Chromatographie
sephacryl S-200 de perméation de gel

\

Seéparation sur colonne  Chromatographie
phenyl-seépharose 6FF  {’interactions hydrophobes

\

Ultrafiltration sur. membrane Concentration du pool PS
10 kD,sous pression d’azote

\

Séparation sur colonne

Chromatographie
superdex HR-200

de perméation de gel

Figure 22 : Protocole schématique de la purification de la A-carraghénase.
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Figure 23 : Bilan qualitatif de la purification de la A-carraghénase.
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Figure 24 : Test de dosage des extrémités réductrices au ferricyanure (Kidby &
Davidson, 1973). Cinétique d’hydrolyse par la A-carraghénase de A-carraghénane
solubilisé dans différentes conditions (tampon phosphate 0,1M pH6,2 NaCl 0,1M, lambda
0,2% p/v, 1%, ou 1% apres sonication ; NaNO; 0,1M, lambda 1%). Les réactions sont
menées a 30°C avec 1/100¢éme v/v d’enzyme.
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2. Une méthode de dosage pour la A-carraghénase

La forte viscosité du polymere engendre de fortes imprécisions de mesure de
volume au dela de 0,2% (p/v) de concentration, ainsi que de gros problémes
d’homogénéisation des réactions d’hydrolyse. Les tests de dosages de [’activité
d’hydrolyse de I’enzyme par une méthode classique de dosage des extrémités
réductrices au ferricyanure (Kidby et Davidson, 1973) ont montré le manque de
sensibilité de cette méthode appliquée a cette réaction. La figure 24 illustre en effet
qu’a cette concentration, le maximum de signal, généré en fin de cinétique (autrement
dit a complétion), ne dépasse pas 0,1 unit¢ DO, empéchant toute mesure fiable de la
vitesse initiale d’hydrolyse. Une solution reposait sur I’emploi de polymere a plus forte
concentration afin d’allonger la phase linéaire initiale (Ie modele michaelien est ici
adopté par défaut bien que 1’on puisse considérer la solution de polymere comme un
systeme hétérogéne a deux phases). Le probléme de la viscosité a été contourné par
sonication du polymére avant utilisation. Toutefois il apparait que ce traitement
engendre, a complétion, une variation de signal moindre que sans sonication,
n’améliorant donc pas la sensibilité de la mesure. En d’autres termes, ce traitement a
pour effet de réduire le nombre des actes catalytiques, probablement par suppression
d’une partie des sites de coupure. Le meilleur résultat fut obtenu en remplacant le
tampon phosphate du substrat (0,1M pH 6,2 , NaCl 0,1M) par du NaNO; 0,1M. Le
signal maximum n’excédait cependant pas 0,2 unité DO.

L’absence de méthode de dosage efficace des extrémités réductrices générées
par I’enzyme m’a amené a mesurer indirectement son activité via la chute de viscosité
se produisant lors de I’hydrolyse du A-carraghénane. Cette méthode de mesure
originale est développée dans I’article 1. La viscosit¢ d’une solution de polymeére
dépend de plusieurs parametres : 1) la nature du polymere ; ii) la distribution en taille
des molécules du polymere ; iii) les conditions physico-chimiques de la solution
(température, pH, force ionique, nature des ions); iv) et enfin, les conditions de
mesure dans le cas d’un liquide non newtonien (c’est le cas des solutions de A-
carraghénane). L’action de ’enzyme fait chuter la taille du polymere selon un mode

d’action qui lui est propre, et consécutivement la viscosité décroit. Sa valeur est la
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résultante macroscopique a un temps donné de la distribution en taille de I’ensemble
des molécules de polymere. L’acte catalytique est donc appréhendé¢ indirectement et au
niveau macroscopique. Cette approche implique la conservation stricte des conditions
de mesure et en premier lieu du lot de polysaccharide pour I’étalonnage et les dosages
(chaque lot de A-carraghénane variant en taille et homogénéité¢). Le suivi d’une
cinétique enzymatique par viscosimétrie nécessite un équilibrage du systeme de
mesure (rhéometre a disque tournant a la surface du liquide), cette phase durant entre
30 sec et 1 min. L’idée développée ici consiste, par analogie a un dosage d’activité
classique, a mesurer la vitesse initiale de décroissance de la viscosité (Fig. 25) qui
devra étre constante sur un intervalle de temps supérieur a celui de la de mesure. La
cadence de points autorisée par le rhéométre employé (jusqu’a un point par seconde)
permet une approximation trés fine de la vitesse instantanée de décroissance. Cette
sensibilité rend ainsi possible la mesure des vitesses initiales sur un intervalle de temps
superieur ou ¢égal a 30 sec. Dans ces conditions, une vitesse initiale n’est plus
mesurable au-dela de 0,25 cP.sec™.

L’¢talonnage du systeme (Fig. 25) a été réalisé avec de ’enzyme pure a des
dilutions variables. Le volume d’enzyme €tant constant pour chaque réaction (5ul dans
500 pl de milieu réactionnel), cela revenait a faire varier la concentration en enzyme. Il
a montré que cette pente initiale (Vi) n’était pas proportionnelle a la concentration en
enzyme ([E]), étant donné que Vi = f([E]) était mieux corrélé par une équation de
type :

Vi=a[E]"  (I), aetb étant des constantes réelles (Fig. 25)
Ainsi en posant A= k. [E], (I) donne :
A=a’.Vi"® (II), a’ et k sont des constantes réelles

Une unité arbitraire d’activité (A) a été défini comme étant la quantité
d’enzyme permettant une chute de viscosité de 0,1 cP par seconde, ce qui permet de
déduire a’, b étant défini empiriquement par 1’étalonnage. La quantité d’activité d’un
¢chantillon quelconque se déduit alors par la mesure de la vitesse initiale de
décroissance de la viscosit¢ dans les mémes conditions, en reportant celle-ci sur
I’équation II étalon (attention, ici la vitesse mesurée n’est pas proportionnelle au

nombre d’unités d’activité).
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Malgré les contraintes d’un tel systétme de mesure, il présente les avantages
d’étre rapide (<5 min/échantillon) et d’€tre tres sensible ce qui €conomise les
¢chantillons d’enzyme. Cependant, il ne permettra pas de définir les constantes

catalytiques.

3. Etude de la spécificité de substrat

Afin de vérifier les spécificités de substrat et d’aborder les criteres de
reconnaissance de ce dernier par 1’enzyme, j’ai mené plusieurs réactions d’hydrolyse
sur du «x-carraghénane, du «-carraghénane enrichi en p-carraghénane, du t-
carraghénane, du 1- carraghénane enrichi en v-carraghénane (Euchema cottonii).
Plusieurs sources de A-carraghénane ont également ét€ comparées: 1, Gigartina
pistillata et acicularis (Sigma); 2, Gigartina skottsbergii (CPkelco); 3, Gigartina
acicularis (Sanofi Bioindustries); 4, Chondrus crispus (SKW biosystem); 5, Gigartina
pistillata (extrait selon Amimi et al., 2001).

Il ressort de I’analyse par C-PAGE des produits d’hydrolyse (Fig. 26) que le k-
carraghénane, contenant ou pas du p-carraghénane, n’est pas dégradé par 1’enzyme.
Par contre le 1- carraghénane utilisé contient des sites de coupures. La dégradation est
beaucoup plus marquée quand la teneur en v-carraghénane est plus importante. La
séparation ¢lectrophorétique des produits révele une échelle régulicre de taille,
suggérant la présence d’un motif élémentaire commun a tous ces produits, a des degrés
de répétition divers. L analyse des différents lot de A-carraghénane montre la multitude
des produits limites de faible taille (a priori < DP10). Cette grande variété de produits
est principalement le fait d’une variation du degré de sulfatation couplée a des tailles
légerement différentes (DP2, DP3, DP4). Mais d’autres substitutions comme la
présence de pyruvate (m-carraghénane) sont a considérer. Cette multitude illustre une
certaine permissivité de reconnaissance de I’enzyme.

Le lot d’enzyme utilisé pour cette expérience correspond au pool issu de la
chromatographie d’interactions hydrophobes concentré par ultrafiltration. On pourrait
donc avancer que I’activité mise en ¢évidence ne serait pas le fait de cet enzyme.

Toutefois, je considére pour ma part, en accord avec la purification de Greer, que les
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bandes supplémentaires visibles sur le gel SDS-PAGE de la figure 23 révele une
dégradation de la A-carraghénase, étant de donné que 1’on retrouve des bandes
similaires sur des échantillons d’enzyme pure apres quelques semaines de conservation
a 4°C. Par ailleurs, les profils de dégradation obtenus sur le A-carraghénane de G.
skottsbergii avec ce lot, ’enzyme pure ou I’enzyme surexprimé sont parfaitement
identiques.

Le A-carraghénane se distingue du v-carraghénane uniquement par la position
d’un substituant sulfate sur le galactose 1i¢ en 3, respectivement G2S et G4S. La
dégradation du 1- carraghénane enrichi en v-carraghénane par I’enzyme est de ce fait
trés intéressante, d’autant qu’elle semble générer des produits d’une série homogene.
Aucun de ces derniers n’étant caractérisé, il m’est impossible de me prononcer sur la
reconnaissance par la A-carraghénase de motif v-carraghénane. D’autant qu’on ne peut
complétement exclure la présence de quelques motifs A dans ce polymére. La
répartition des motifs v dans le - carraghénane, aléatoire ou en bloc, est, a I’heure
actuelle, toujours 1’objet de spéculation. Si la A-carraghénase reconnait effectivement
le v, la structure de ces produits pourrait apporter de précieux renseignements sur

I’agencement de cet hétéropolymere largement exploité dans 1’industrie.

4. Clonage et séquengage du gene de la A-carraghénase

L’obtention de la sonde nucléique permettant le criblage de la banque
génomique est également décrite intégralement dans Particle 1. La syntheése de cette
sonde de 905 pb ainsi que son séquencage ont été réalisés antérieurement a ce travail
de thése par Chabeau (1995) au cours de son DEA. Cette synthése repose sur une
amplification par PCR d’une partie du geéne cible a partir d’amorces dégénérées. Ces
derni¢res sont déduites de micro-séquences peptidiques obtenues selon la méthode
d’Edmann. La protéine micro-sequencées est extraite d’un profil de séparation SDS-
PAGE par découpage de la bande correspondante. Ici cette bande avait été¢ découpée a
partir d’un profil de séparation d’un pool non pur de A-carraghénase, profil dont

aucune image n’est a disposition.
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Figure 26 : Etude de la spécificité de substrat de la A-carraghénase. Analyse par C-
page des produits d’hydrolyse (a, 24 h ; b, 55 h) des substrats suivant (extrait de Euchema
cottonii). 1, x-carraghénane; 2, «-carraghénane enrichi en p-carraghénane; 3, t-
carraghénane ; 4, du - carraghénane enrichi en v-carraghénane. Plusieurs sources de A-
carraghénane (5) ont également €té comparées: a, Gigartina pistillata et acicularis
(Sigma); b, Gigartina skottsbergii (CPkelco); ¢, Gigartina acicularis (Sanofi
Bioindustries); d, Chondrus crispus (SKW biosystem); e, Gigartina pistillata (extrait selon
Amimi et al., 2001). Les contrdles négatifs correspondent a des réactions menées avec de
I’enzyme dénaturé par ébullition. Tous les substrats ont été incubés a 0,1 % p/v et
solubilisés dans du NaNOs 0,1 M, avec 2% v/v d’enzyme du pool concentré issue de la
chromatographie d’interactions hydrophobes.
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J’ai pris connaissance de ce fait apres avoir isolé et séquencé le géne ciblé par
cette sonde. Le risque important d’avoir utilis€ une sonde aspécifique m’a contraint a
mettre au point la purification a homogénéité de cet enzyme (c.f. ci-dessus), de facon a
vérifier que le geéne cloné correspondait effectivement a la bonne protéine.
L’acquisition de la masse précise de cette protéine et/ou I’obtention de micro-
séquences par spectrométrie de masse auraient pu confirmer la séquence obtenue.
Cependant, la correspondance de taille (chromatographie de permeéation de gel et gel
SDS-PAGE) a été jugée suffisante bien que ce ne soit pas une preuve absolue de la
pertinence de cette sonde nucléique. L’activité A-carraghénase de la protéine
recombinante nous a donné raison d’avoir pris ce risque.

Cette sonde m’a tout d’abord servi a chercher le nombre de copie du gene ciblé

dans le génome de Pseudoalteromonas carrageenovora. Un Southern blot a été réalisé
sur ’ADN génomique de P. carrageenovora préalablement digéré par diverses
endonucléases. Il apparait que la sonde s’hybride sur les fragments Hindlll/BamH]I,
EcoRV/Hindlll et HindIll d’environ 1500 pb et sur les fragments de 3000 pb
BamHI/EcoRV et EcoRV (Fig. 27). Ce résultat suggére que le géne de la A-
carraghénase est présent en un seul exemplaire dans le génome de cette bactérie.
C’est cette méme sonde que j’ai utilisé pour cribler une banque génomique de P.
carrageenovora. Quatorze clones positifs (Tab. 6) ont été¢ détectés dans la banque, soit
0,27% du nombre de clones total (approx. 6000). Aprés ré-isolement sur boite, un
second criblage de ces 14 clones a confirmé le premier criblage. Compte tenu de la
taille de la A-carraghénase (98 kDa, sur gel SDS-PAGE), son gene a été ¢valué a
environ 3 kb. J’ai donc entrepris de cartographier physiquement les 3 plasmides
recombinants, pLA38, pLA45 et pLAS3, dont les inserts font respectivement 4, 6 et 5
kb (cartes de restriction, Fig. 28). Ces cartes mettent en évidence des régions
communes. Les correspondances entre ces trois clones en font un ensemble cohérent et
confirment la présence de tout ou partie du géne A-carraghénase sur ces inserts.

Apres avoir réalisé un Southern blot sur différentes digestions de pLA45 (Fig.
29), il apparait que la sonde N-terminale de 905 pb s’hybride sur la région comprise
entre les sites HindlIl (3400) et Hindlll (4800). Le plasmide pFU11 choisi comme

contrdle négatif est issu de la banque génomique de la souche fucanolytique SWS5. La
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sonde n’étant pas orientée, seul le clone pLA45 offrait la certitude de contenir le géne
entier. C’est donc par ce plasmide que j’ai décidé de débuter le séquencage. Afin de
connaitre 1’orientation du geéne sur I’insert, le fragment HindIIl (3400) / Spel (4300) a
été sous-cloné (pALA4S, Fig. 30). Le séquencage de ce fragment a permis d’orienter
le géne, de confirmer I’intégralité de ce dernier dans pLA45 et de déterminer les autres
sous-clones a réaliser (Fig. 30). Le sous-clone pELA45, trop long (1.8 kb) n’a pu étre
séquence entierement a partir de ces extrémités. J’ai alors établi des amorces internes
qui m’ont servi a scinder cet insert en trois amplicons. La partie centrale de ce
fragment ainsi que ces deux extrémités ont ét¢ amplifiées par PCR. Puis trois clones
distincts de chaque produit d’amplification ont été¢ séquencés. Par ailleurs, du fait de
I’absence de chevauchement entre les fragments F et A puis B et D, se posait le
probléme de la pertinence de leur raboutage (Fig. 30). Ces deux régions ont fait 1’objet
d’un séquencage non automatique a chaud qui a démontré la parfaite juxtaposition des
fragments F et A d’une part, et B et D d’autre part.

Les sous-clones pALA45 et pPBLA45 ont été séquencés deux fois dans les deux
sens, pDLA45 huit fois a partir de HindIll et quatre fois a partir Bs¢XI, pFLA4S5 trois
fois dans les deux sens, I’extrémité Pstl de pELA45 cinq fois dans un sens et six fois
dans D’autre, 'extrémité Clal de pELA45 six fois dans un sens et sept dans I’autre, et
le coeur de pELA45 neuf fois dans les 2 sens.

Enfin, I’insert de pLA45 a été séquencé dans son entier par « gene walking » de
facon a compléter et confirmer le contig précédemment obtenu. Le détail de ces

séquencages est présenté figure 31.

5. Analyse de la séquence

3.1. Analyse du contig

Une fois nettoyées et assemblées, ces séquences constituent un contig de 5665
bases (annexe 1) confirmant la carte de restriction établie. Ce dernier contient deux
phases ouvertes de lecture (ORF : open reading frame ; Fig. 31) complétes. La premiére

de 2826 bases (942 acides aminés) code pour la protéine d’intérét, précédée des motifs
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Tableau 6 : Tailles des inserts des clones positifs.

clones DLAS  PLAG  pLAl6  pLAl7  pLA20 pLA271 pLA272
Taille (‘fbyinse“ 20415 11 21 8 10415 5 6

clones DLA3S  pLA4S  pLA46] pLA462 pLAS3  pLASS  pLAS57
Taille flfb;’insert 4 6 3.5 5 5 20 1

Figure 27 : Recherche du nombre de géne A-carraghénase dans le génome de
Pseudoalteromonas carrageenovora par Southern blot (A : gel ; B : membrane).

1 : ADN génomique non digéré ; 2 : control négatif par digestion de I’ADN génomique de
la souche fucanolytique SWS5 par Sau3Al; 3 : digestion par Sau3Al ; 4 : digestion par
HindIll ; 5 : double digestion par HindIll/BamHI ; 6 : digestion par BamHI ; 7 : double
digestion par BamHI/EcoRV ; 8: digestion par EcoRV; 9: double digestion par
EcoRV/Hindlll ; L : Smart ladder.
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Figure 28 : Alignement des cartes de restriction des plasmides pLA38, pLA45 et
pLAS3. Les inserts sont représentés en vert, le jaune correspondant au vecteur pATI153
dont en bleu le géne de la B-lactamase et en rouge celui de la résistance a la tétracycline.

1 2 L 3 45 6

EcoRI Clal Hindlll EcoRV 3 t—> Sall Psfl  EcoRI
© Q4 (@9 85 4 (6750) ©100)  (0)
— 5 «

6 <« /
\ / pLA45, 9.8 kb
(insert de 6.1 kb)

Hindlll  HindIII

Sacl Clal Ndel Hindlll Psfl EcoRV  (3400) (4800) Ndel

(500) (1200) (2700) (2800) (3000) (3300) (5800) C

Figure 29 : Localisation de la sonde sur I’insert de pLLA45 par Southern blot (A : gel ;
B : membrane ; C : carte de restriction de pLA45).

1 control positif: pLA45 digéré par EcoRI1/Sall; 2 control négatif: pFUI11 digéré par
EcoRl1/Sall ; 3 : pLA45 digéré par HindIll ; 4 : pLA45 digéré par Ndel ; 5 : pLA4S5 digéré
par EcoRV ; 6: pLA45 digéré par Pstl; L: Smart ladder. Les doubles fléches sur le
schéma C indiquent les fragments de restrictions hybridant la sonde.
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RBS (« Ribosomic Binding Site ») de type epsilon et Shine-Dalgarno. La seconde,
située sur le brin opposé, code pour une protéine de 297 résidus (891 nucléotides). De
toutes ¢vidence (BLASTp sur Genbank ainsi que la recherche automatique de domaine
du NCBI RPS-BLAST sur CDD) cette protéine appartient a la famille des régulateurs
transcriptionnels LysR (COG 0583 ; PFAM PF00126 et PF03456), liés au
métabolisme des acides aminés et donc sans lien direct avec notre gene cible. Les 250
meilleurs scores BLAST sur Genbank proviennent d’homologues de y-protéobactéries
(famille des Vibrionaceae).

Le début de I’insert de pLA45 présente une ORF amont supposée partielle de
227 résidus. Elle est colinéaire a celle de la A-carraghénase mais la distance les
séparant est relativement élevée (602 nt). En outre, BLASTp sur Genbank ainsi que la
recherche automatique de domaine RPS-BLAST du NCBI sur CDD permet d’associer
cette protéine a une famille d’hydratase/decarboxylases (COG 3971), pouvant
intervenir dans le métabolisme bactérien de métabolites secondaires. L’ hypothese d’un
opéron est donc peu probable. J’ai également recherché des séquences promotrice et
terminatrice de la transcription de part et d’autre du cadre de lecture d’intérét. Ces

séquences putatives sont représentées en annexe 1.

5.2. Analyse de la séquence protéique de la A-carraghénase

La traduction selon le code génétique universel de ce cadre de lecture donne la
séquence d’une préprotéine de 105638 Da dont le pH isolélectrique serait a priori acide
(variation selon les méthodes de calcul: Mwcalc donne 5.91, ProtParam tool donne

5.54, et Abi donne 5.37 ; outils disponibles sur le serveur INFOBIOGEN).

5.2.1. Le peptide signal

Cet enzyme étant présent dans les surnageants de culture, j’ai procédé a la
recherche d’un peptide signal. Le programme de prédiction Psort V6.4 suggere
fortement la présence d’un peptide signal de type prolipoprotéine avec un clivage entre
Gly17 et Cysl8. Cette séquence satisfait par ailleurs a tous les consensus propres a ce

type de peptides signaux: 1) coupure avant un résidu cystéine ; ii) présence des résidus
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glycine en -1, isoleucine en -2, et leucine en -3 et -4 ; iii) absence de résidus chargés
entre -5 et -11 (réf. Prosite: PDOCO00013). En outre, le programme SignalP V1.1, qui
ne considere pas spécifiquement ce type de peptides signaux en raison de leur trop
forte spécificité, prévoit également un peptide signal dont le clivage aurait lieu devant
le résidu 18. Dans ce cas, cet enzyme serait ancré a la membrane interne et/ou externe
de la cellule via la greffe d’un glycéride sur la cystéine terminale durant la
translocation apres clivage du peptide signal (signal peptidase II). Un tel systeme
d’adressage est connu chez plusieurs familles bactériennes appartenant notamment aux
y-protéobactéries.

Toutefois, cette protéine a €té purifiée a partir du surnageant de culture. Et le
microséquengage de son extrémité N-terminale a montré un premier résidu
correspondant au résidu 25 de la séquence. De plus, la version V2.0 de SignalP prédit
¢galement un clivage a cet endroit, une solution qui était déja envisagé par la version
V1.1. Enfin, la longueur moyenne des peptides signaux identifiés chez les bactéries
gram- est de 25.1. J’ai donc privilégié cette dernieére hypothese qui est validée par les
résultats expérimentaux, mais sans toutefois pouvoir exclure une prise en charge de la
préprotéine par deux systemes d’excrétion différents. En effet, une expérience, que je
ne développe pas ici faute d’avoir été répliquée, a consister a extraire les lipoprotéines
d’une culture induite de P. carrageenovora. Cette fraction protéique a montré de
I’activité A-carraghénase contrairement a une extraction controle sur une fraction de

I’enzyme purifiée du surnageant de culture.

5.2.2. Recherche des domaines de la A-carraghénase

Cette séquence, confrontée dans son entier par le programme BLAST a
GENBANKnr et PAT (serveur NCBI), ne présente aucune similitude franche avec les
séquences qui y sont répertoriées a ce jour (E-value > 0,002, sur des hits < 150
résidus). Cette protéine ne semble donc pas avoir d’homologue connu. De méme, la
recherche par RPS-BLAST de domaines/motifs répertoriés dans CDD (NCBI) ou
Interproscan sur Interpro (EBI) n’a donné aucun résultat probant.

Cette protéine de grande taille (942 résidus) est trés vraisemblablement orgnisée
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Figure 30 : Présentation des sous-clones réalisés pour I’obtention de la séquence
entiére de la A-carraghénase. Les régions 1 et 2 ont fait I’objet d’un séquengage non
automatique.

C
Rt —
STOF
Strand BF
plas 1
plus 2

plus 3 HT%'HMWMFHJMMM T I| |||| T II||||II|'|
minus 1 e e el
mirs 2 IIIII T |umTH'nTrmanﬂ'dme—rhnH—thnn‘rrn—rLﬁ-m'ﬂ—“—'ﬂ“'n1|
tinus 3 R e i B B e e S RLLIN et E o S TS

Figure 31 : Présentation des séquencages réalisés sur pLA45 et cadres ouverts de
lectures (ORF) obtenus sur ’ensemble de son insert. A : séquences des sous-clones et
de leurs jonctions; B: séquencage en gene-walking; C: traduction du contig entier
(schéma obtenu a ’aide du logiciel DNAman en utilisant le code génétique universel, la
taille des ORF étant limitée a 25 résidus).
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en plusieurs domaines ou modules distincts. L’un des objectifs de 1’analyse de
séquence est d’identifier, ou du moins de localiser, ces domaines de maniere a
percevoir I’architecture de la protéine, I’attribution de fonctions biologiques a ces
domaines ne venant qu’en second lieu. Pour ce faire j’ai réalisé des recherches de
similitudes par PSI-BLAST sur des portions plus ou moins larges de la séquence.

Un hit c’est avéré intéressant sur I’extrémité C-terminale de la A-carraghénase.
Les 77 derniers résidus révelent 38% d’identité de séquence avec l’extrémité C-
terminale d’une cyclomaltodextrinase putative (87% d’identité avec un enzyme
caractéris¢) issue de Thermotoga maritima et membre de la famille GH13 des
glycosidases. Tous les enzymes de cette famille possedent un domaine tout béta C-
terminal (se repliant en clé grecque ; ref. Interpro IPR006048, SCOP b.71.1.1) dont la
longueur varie de 70 a 100 résidus. Il suit immédiatement le domaine catalytique (ref.
Interpro IPR006046) de type tonneau (0/B)s de 350 a 400 résidus. C’est ce domaine C-
terminal qui s’aligne avec celui de la A-carraghénase. PSI-BLAST, ne partant que de
deux séquences au départ, converge lentement mais de fagon trés homogéne en 5
itérations sur ce domaine.

L’alignement de séquences homologues provenant d’enzymes de structure
connue (Fig. 32) avec cette région C-terminale de la A-carraghénase (89 résidus) met
en évidence des analogies consistantes malgré un faible taux d’identité (9 a 20%).
Différentes prédictions de structures secondaires (PsiPRED, SamT99-2D, ProfSec)
révelent, entre les résidus 850 et 930, un ensemble de 8 brins  se conformant a la
position des éléments de structures secondaires dans cet alignement. Ce domaine a la
particularité d’étre systématiquement associé a un domaine catalytique de la famille
GHI13. Dans CglA, les 400 résidus amonts a cette région ne présentent aucune
homologie détectable par BLAST ni avec cette famille ni avec aucune autre. Toutefois,
la prédiction de structures secondaires y met en évidence une alternance plus ou moins
régulicre d’hélices a et de brins 3, mais sans que les blocs a/f caractéristiques des TIM
barrels n’y apparaissent clairement. La modélisation structurale des 480 derniers
résidus réalisée via le meta-server 3D-JURY (homology modeling et/ou threading)
désigne comme la plus compatible (avec un score légérement significatif de 58 pour un

seuil de 50) la structure de la a-fucosidase de Thermotoga maritima (1hl8), qui est
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constituée d’un TIM barrel catalytique suivi, comme dans la famille GHI13, d’un
domaine tout béta a 8 brins (Sulzenbacher et al., 2004). Parmi les meilleurs modéles
proposés (mais avec des scores non significatifs) la majorité sont « enfilés » (threading
modeling) sur des TIM barrels de glycosidases (ref. SCOP c.1.8) dont on sait qu’ils
constituent le fold le plus courant parmi ces enzymes (66% des séquences, et 40% des
familles ; Nagano et al., 2002; Tab. 5). Enfin, soumises séparément a modélisation
structurale, ces deux régions procurent des résultats convergeant vers les mémes
repliements mais avec un degré de confiance moindre que lors de leur soumission
group¢e. En tout ¢tat de causes, je suis confronté a la limite de fiabilité¢ de ces outils
prédictifs. Pour conclure sur cette région, il est intéressant de rappeler que les B-
agarases de la famille GH50 ont été prédites comme adoptant également un TIM barrel
du fait de leurs similitudes de séquence avec la famille GH42 (Rigden et al., 2003).
L’¢étude de I’extrémité N-terminale de la A-carraghénase a révélé des similitudes
de séquence significatives avec des domaines de type B-propeller. Ces domaines sont
constitués de 4 a 8 feuillets B de 3 a 5 brins antiparalleles chacun, la structure
canonique ayant 6 feuillets a 4 brins (Fig. 33B et 33C). Ces structures circulaires se
caractérisent généralement par la forte conservation de ces unités, ce qui permet de les
considérer comme des répétitions d’en moyenne 50 résidus. La cohésion de I’ensemble
est due au décalage qui existe entre la succession des brins sur la séquence et leur
participation aux feuillets. C’est en effet souvent le premier brin de la séquence qui
vient compléter le dernier feuillet, assurant par un effet « velcro» la fermeture de
I’ensemble. Ce support structural est codé par des séquences trés variées. Il est dédi¢ a
des fonctions diverses, catalytiques ou non (Guruprasad et Dhamayanthi, 2004 ; Jawad
et Paoli, 2002 ; Fulop et Jones, 1999). Une protéine issue Methanosarcina acetivorans
str. C2A (AAMO04933), longue de 495 résidus, présente notamment une succession de
trois alignements sur les 150 premiers résidus de la A-carraghénase (peptide signal non
inclus). Les autres alignements dégagés par BLAST se concentrent sur cette région
avec des décalages d’environ 50 résidus dans les deux sens. En outre, les protéines
mises en évidence, du fait qu’elles contiennent un domaine constitué de répétitions
marquées, s’alignent sur cette région a plusieurs reprises. L’utilisation du programme

PSI-BLAST donne une convergence apres cing itérations vers un pool de séquences
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Figure 32 : Etude de I’extrémité C-terminale de la A-carraghénase (CglA). Mise en
¢vidence des similarités avec le domaine C-terminal qui suit le domaine catalytique de 7
enzymes de la famille GH13 des glycosidases. Cet alignement inclus les meilleurs hits
fournis par BLAST contre Genbanks et la PDB. Les structures secondaires connues sont
placées au dessus de ’alignement. (figure réalisée a I’aide de Espript 2.2)
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homogene contenant des B-propellers (type WD, FG-GAP, BNR, et PQQ). Ce résultat
s’explique par les caractéristiques tres marquées de ces séquences. Les alignements qui
en découlent ne permettent cependant pas d’établir des caractéristiques communes
franches avec la séquence de la A-carraghénase. Par ailleurs, la recherche de
répétitions a 1’aide du programme RADAR n’a donné aucun résultat probant
concernant ni cette région en particulier ni la séquence enticre (les répétitions de béta
propeller pouvant €tre dispersées). La prédiction de structures secondaires sur ce
fragment (les 370 premiers résidus) de la séquence donne une composition en brins 3
largement majoritaire, appuyant 1’hypothese d’une structure tout  comme le sont ces
propellers. Soumis aux outils de reconnaissance de repliement, les 400 premiers
résidus, fournissent des scores hautement significatifs (3D-JURY donne des scores
>130) avec des mod¢lisations se basant sur des B-propellers a 6 ou 7 feuillets. La
figure 33A présente la recherche par HCA de ces feuillets. Six répétitions structurales
hypothétiques y sont alignées.

Il existe un nombre réduit de repliement tout f de cette dimension (> 250
résidus) recensés dans CATH. Les B-propellers y prennent une large part, mais les
hélices B (ex: i-carraghénases de la famille GH82) et les B-jelly roll (ex: «-
carraghénases de la famille 16) en font également parties. Néanmoins, aucun des
consensus propres aux hélices B n’a été retrouvé dans CglA. Par ailleurs, si la
juxtaposition de deux ou trois domaines tout B est naturellement envisageable pour
expliquer la taille de cette région, a mon sens, les outils d’analyses employés auraient
¢té a méme de les discriminer (cf. analyses des domaines cadherin like de la fucanase
FcnA, Chapitre 3).

Si I’absence de répétitions aisément identifiables empéche une prédiction claire
de ces propellers, elle n’est cependant pas rédhibitoire quant a leur existence. En effet,
le siege de la diversité entre propellers se situe au niveau des boucles joignant les brins
aux autres, puisqu’elles sont responsables de la fonctionnalité de ces structures. Celles-
ci varient en composition et en longueur a tel point que certains B-propellers présentent
des insertions entre les brins suffisamment importantes pour constituer soit des
structures secondaires, type hélice a ou brin B, soit des domaines a part en entiere. La

dispersion des brins le long de la séquence, ainsi occasionnée, empéche I’identification
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automatique, ou manuelle, de répétitions. Ainsi, la structure d’une glycoside hydrolase
de la famille 43 (Arabinanase, clan F) révele un béta propeller de 5 feuillets (Nurizzo
et al., 2002) qui est a ce point atypique, qu’il ne contient pas de répétitions, que le
schéma d’assemblage des brins dans les feuillets n’a été observé que deux fois
(absence de fermeture type velcro du propeller), et que les feuillets ne présentent pas
tous le méme nombre de brins. Par ailleurs, le repliement en B-propeller d’une
nouvelle glycoside hydrolase de la famille 32 (invertase, clan J) a également été tout
récemment démontré (Alberto et al., 2004). Il ne posséde la encore aucune des
répétitions de séquence qui les caractérisent habituellement. Enfin, I’unique structure
de la famille 74 est un B-propeller a sept feuillets qui présentent de tres faibles
répétitions de séquence détectées par 1’alignement structural des feuillets (Yaoi et al.,
2004).

Trois clans (E, F, et J) et neuf familles de glycoside hydrolases présentent ce
type de structure (33, 34, et 83 ;43 et 62 ; 32 et 68 ; 58 ; 74 ; Tab. 5). Pour autant un
tel repliement n’a pas nécessairement une fonction catalytique, et 1’on pourrait alors
envisager un réle soit d’ancrage au substrat ou a la cellule avec une fonction de type
lectine, soit de localisation a la membrane externe de la bactérie via des interactions
protéines-protéines (de nombreux hits de BLAST sur cette région proviennent de

larges protéines procaryotiques annotées comme « protéine de surface cellulaire »).

5.2.3. Conclusions de I'analyse de séquence

L’absence d’homologie de séquence flagrante (>20% d’identité) sur toute ou
partie de la séquence suggere 1’appartenance de cet enzyme a une nouvelle famille de
glycoside hydrolase. En tout état de cause, étant donnée 1’absence des consensus
catalytiques, cette enzyme ne s’apparente pas aux familles ni 16 ni 82 des glycoside
hydrolases qui contiennent les k- et 1-carraghénases.

L’analyse de séquence n’a pas permis de dégager de facon suffisamment fiable
les différents domaines qui composent cette protéine. Son architecture reste de ce fait
relativement floue. La seule certitude est la présence a I’extrémité N-terminale d’une

large région tout béta qui pourrait former un domaine unique, ainsi qu’un domaine plus
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Figure 33: Hypothése d’un f-
propeller a D’extrémité N-terminale
de la A-carraghénase A : Recherche
par la méthode graphique HCA de
répétitions structurales correspondant a
des feuillets B de 4 brins. Six
répétitions successives sont proposées.
B : Exemple de B-propellers de 4, 5, 6,
7 et 8 feuillets (extrait de Jawad &
Paoli, 2002). C: Répartition des
différentes structures de [-propellers
(extrait de Guruprasad & Dhamayanthi,
2004).
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court tout béta également en C-terminal. La région les séparant ne fournit aucun hit et
serait composée d’un mélange o/f. C’est cette organisation tripartite qui sera retenue

comme architecture la plus probable de CglA.

5. La surexpression de la A-carraghénase

Les domaines de la protéine n’ayant pu étre bornés convenablement les
tentatives de surexpression ont essentiellement portées sur la protéine enticre. Peu de
constructions ont été réalisées (technologie Gateway d’Invitrogen): 1) la protéine
native (pDEST14); ii) fusionnée avec tag histidine 6x de 22 résidus en N-terminal
(pDEST17); 1i1) fusionnée avec un tag histidine 6X de 6 résidus en C-terminale.

De nombreux parametres d’expressions ont été testés :

- souches : BL21 DE3, BL21 DE3 pLysS, Rosetta, Rosetta pLysS.

- milieux: LB, M9, autoinducteur (F. W. Studier, communication
personnelle).

- températures : 12°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C et 37°C.

- inducteur : IPTG a4 0,1 0,2 0,5 ¢t | mM

- additifs : ¢éthanol (stimulation de D’activit¢é des chaperones), glucose
(apport d’énergie apres induction et arrét de I’induction), antibiotique

(arrét de la synthese protéique apres induction ; ex. chloramphénicol).

La protéine a systématiquement été produite sous forme de corps d’inclusions
(vérification en microscope photonique par contraste de phase) avec une absence
d’activité dans la phase soluble. Face a ce probléme j’ai envisagé de renaturer la
protéine insoluble apreés une solubilisation a 'urée. J’ai tout d’abord essayé sans
succes de replier la protéine apres I’avoir fixée sur une résine d’affinité pour le tag his.
Jai finalement réussi a rétablir de I’activité par dilution (50 fois) brutale de la protéine
solubilisée dans 1’urée dans le milieu réactionnel de I’enzyme a température ambiante.
Le role du substrat (polymeére polyanionique) dans le repliement correct de la protéine
peut s’expliquer par des interactions spécifiques et/ou aspécifiques. L’utilisation de
matrice de refolding & 96 conditions n’a pas fourni de meilleur résultat. Il est bien

¢vident que si ’activité ainsi générée est suffisante pour valider le clonage du gene et
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sa séquence, elle est largement insuffisante pour exploiter I’enzyme surexprimé d’un

point de vue industriel, méme a I’échelle pilote.

6. Conclusions générales et perspectives

6.1. La A-carraghénase, un outil en devenir

Les travaux exposés dans ce chapitre permettent d’aborder I’intimité de ce
nouvel enzyme. Mais I’étude biochimique de la A-carraghénase souffre de 1’absence de
méthode de dosage suffisamment sensible pour permettre le calcul des constantes
cinétiques. En outre, le substrat naturel est lui-méme ni suffisamment caractérisé et ni
assez homogene pour assurer la reproductibilité et la fiabilit¢ de tels calculs. L’idéal
serait évidemment de disposer d’un lot de polymére homogéne en taille et surtout en
composition ce qui nécessite un travail de purification a partir de pool partiellement
hydrolysés tres astreignant car de rendement faible. On peut enfin se poser la question
de la pertinence de ces constantes cinétiques obtenues sur un systéme en solution, alors
que in vivo le substrat est trés vraisemblablement présent sous forme solide car étant
partie prenante de débris végétaux ou d’agglomérats de maticre organique.

La caractérisation du comportement et des produits de 1’enzyme sauvage sont
I’objet des travaux de Marion Guibet actuellement en thése au laboratoire. Ses résultats
ont permis d’identifier par RMN la nature de trois des produits limites purifiés par
chromatographie (SEC et HPLC) et obtenus sous I’action de I’enzyme sauvage pure. Il
s’agit, pour les deux produits majoritaires, du ne€o-A-carratétraose et néo-A-
carrahexaose. Ces résultats ont confirmé I’hydrolyse de la liaison B(1—4) et la
reconnaissance par 1’enzyme du motif A canonique. Le DP2 étant le plus petit produit
ceci montre que 1’enzyme doit satisfaire au moins huit sous-sites de spécificité pour
engendrer une fixation efficace du substrat ce qui aboutit & I’accumulation du DP3 et a
I’absence du DP1. Ce constat nécessite cependant d’étre nuancé. Il semble en effet
que, a complétion, alors que I’enzyme n’a quasiment plus de substrat de DP > 4, le
DP3 accumulé puisse devenir compétitif et étre tres lentement dégradé. Le troisieme

produit caractéris€¢, minoritaire, est un néo-A-carratétraose sulfat¢ D2S,6S-G48S,2S-
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D28S,6S-G2S. Ce produit présente un profil de sulfatation intermédiaire entre le A- et le
v-carraghénane (respectivement -G2S-D2S,6S- et -G4S-D2S,6S-) et vient renforcer
I’idée que la A-carraghénase puisse reconnaitre le v-carraghénane. Ce sulfate
supplémentaire, absent du A-carraghénane, n’est pas nécessaire a la reconnaissance du
substrat. Il crée cependant une densité de charge et un encombrement stérique tres
important. La tolérance de ce sulfate illustre donc le large spectre de reconnaissance du
site actif (nombreux produits limites). Ce sulfate peut se trouver aux sous-sites +2
et/ou -3 dont la tolérance est peut étre plus souple que les sous sites -1 et +1.

Alors que le mode d’action est de toute évidence de type « endo », le degré de
processivité n’est pas défini et le mécanisme d’hydrolyse est encore a 1’étude.
Concernant la processivité, il faut tout de méme souligner que la proportion de DP3
générée (attention estimation sur gel) semblerait suffisamment importante pour donner
un rapport DP2/DP3 en faveur d’un comportement endo majoritairement aléatoire. En
effet, intuitivement on comprend bien que a chaque attaque endo, I’enzyme a
approximativement une chance sur deux de créer un fragment de DP impaire. Si
I’enzyme est strictement processive le seul cas de production de DP3 correspondra a
une extrémité de chaine de DP impaire. Mais moins il est processif, autrement dit plus
il décroche pour réattaquer en endo aléatoirement, plus la probabilité de générer des
fragments de DP impaire augmente et plus au final la proportion de DP3 sera forte.
Dans un cas de processivité nulle, elle sera maximale.

Ces ¢études sur la biochimie de I’enzyme, la structure de ses produits et 1’activité
biologique de ces derniers, sont évidemment pénalisées par le demi succes de la
surexpression hétérologue. Pour palier a ce probleme il est envisagé d’améliorer
expérimentalement le bornage des différents domaines de la protéine sauvage de fagcon
a faciliter la surexpression du domaine catalytique en 1’isolant du reste de la séquence.
Pour ce faire, la protéine sauvage purifiée devrait étre hydrolysée en conditions douces
par différentes combinaisons de protéases. Les produits seront séparés par
chromatographie, analysés par spectrométric de masse (taille et composition), et
soumis a un microséquencage N-terminal. Postulant que les charniéres inter-domaines

seront préférentiellement accessibles et donc sensibles aux protéases, cette méthode
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permettra peut étre de séparer les domaines, voire de déterminer lequel assure la
catalyse.
En I’état, nous sommes donc encore loin de I’exploitation de cet enzyme a

I’échelle pilote.

6.2. La A-carraghénase, une nouvelle famille de carraghénases

La séquence de la A-carraghénase a été confirmée par 1’obtention d’activité
recombinante. Son analyse montre qu’il s’agit d’une glycosidase distincte des k- et 1-
carraghénases déja identifiées et tres vraisemblablement orpheline au sein de cette
classe d’enzyme (EC.3.1). Si nous ignorons le repliement du domaine catalytique de la
A-carraghénase, compte tenu des tests bioinformatiques réalisés, il est toutefois tres
probable qu’il soit différent de ceux de la k- et 1-carraghénases. Ceci signifie donc que
au cours de I’évolution un repliement supplémentaire a été sélectionné pour assurer la
dégradation des carraghénanes. Que faut-il voir dans cette apparente correspondance
entre la diversité des substrats et celle des repliements des enzymes les dégradant : une
coincidence dans 1’enchainement des découvertes, un hasard évolutif, et/ou 1’effet de
réelles contraintes biochimiques ?

Les différences de motif au sein des carraghénanes semblent d’un prime abord
assez ténues a 1’échelle du disaccharide. On pourrait ainsi penser qu’une protéine
dégradant 1’un pourrait « facilement » évoluer de facon a reconnaitre 1’autre. De mon
point de vue, s’accommoder de la présence/absence de groupes sulfates chargés et
volumineux par changement de mode de fixation (stacking hydrophobe/interactions
¢lectrostatiques) ainsi que par modifications stériques du site catalytique, n’impose pas
a priori la sélection d’un repliement différent. Cependant, les positions et la quantité
des substituants sulfates ou pont 3,6 anhydro, engendrent des différences trés marquées
dans la conformation et le potentiel d’interactions électrostatiques des résidus,
lesquelles se répercutent sur la nature et la stabilité des structures secondaires,
tertiaires et quaternaires des sucres (cf. Chapitre 1). Et il faut a mon sens envisager
I’hypotheése d’éventuelles contraintes biochimiques sous cet angle. In vivo, de telles

différences de structure quaternaire de ces polysaccharides justifieraient plus
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solidement la sélection d’architectures protéiques (repliement et combinaison de
domaines) différentes. Alors, évoquer I’impact de contraintes physico-chimiques de
ces substrats sur 1’évolution de la A-carraghénase pourrait se résumer par 1’hypothése
suivante : D’évolution d’une glycosidase GHx dégradant des fibres/gels de
carraghénane en une protéine dégradant un carraghénane monocaténaire (ou
inversement) est moins probable que 1’acquisition de cette activité a partir d’une autre
famille (GH ou pas) hydrolysant par exemple un polymere monocaténaire
polyanionique. C’est une hypothése délicate a défendre pour plusieurs raisons.

Ces considérations sous-entendent tout d’abord I’émergence de plusieurs
activités carraghénases au sein d’une méme espece bactérienne. Or Zobellia
galactanivorans et Pseudoalteromonas carrageenovora sont les seuls exemples a ma
connaissance ou plus d’une famille de carraghénases ont ¢été identifiées. Elles
contiennent chacune deux activités carraghénases (respectivement, K- et t-
carraghénases, et k- et A-carraghénases). En outre, 1’apparition de ces différentes
fonctions a pu se faire dans des clades bactériens monophylétiques distincts, partant de
patrimoines génétiques différents, et offrant en conséquences des solutions adaptatives
différentes. La propagation de la fonction par transfert horizontal dans une niche
¢cologique commune, peut alors expliquer la présence au sein d’'une méme souche
bactérienne de plusieurs familles de carraghénases, sans que ne soit impliqué un
handicap évolutif de telle famille pour telle activité (cf. Chapitre 3 § 2.4.). Le transfert
horizontal est un phénomene de brassage génétique constituant un moyen d’évolution
rapide dont I’importance est maintenant bien établie (Ochman et al., 2000 ; Boucher et
al., 2003).

Des B-agarases ont ¢été identifiées dans la famille GH16 puis GH50 et GHS86,
chacune pouvant étre isolée dans des taxons bactériens indépendants, bien que
plusieurs d’entre elles cohabitent chez Microscilla ou Pseudoalteromonas atlantica.
Pour expliquer cela, soit on reprend le concept du transfert horizontal, soit on admet
qu'une espece peut faire émerger des fonctions similaires a partir de familles
protéiques indépendantes malgré la préexistence dans son patrimoine génétique de
fonctions proches ou identiques. Considérer cette derniere solution reviendrait a

reconnaitre un opportunisme génétique gouvernant [’émergence de nouvelles
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fonctions, reposant largement sur le hasard et en décalage avec une vision trop
dirigiste de I’évolution. Il est donc permis théoriquement d’envisager la sélection de
plusieurs familles de carraghénases, dans une méme espéce, au gré des conjonctures
¢cologiques, sans accuser les spécificités biochimiques de tel ou tel carraghénane
d’avoir rendu incompatible telle ou telle branche évolutive pour un substrat cousin.

Il apparait enfin d’autant plus délicat d’évoquer des contraintes physico-
chimiques liées aux substrats ayant conduit a cette ségrégation tant il est vrai que nous
ignorons si, par exemple, aucune activité A-carraghénase n’est portée par un membre
transfuge encore inconnu des familles 16 ou 82 et réciproquement. D’un stricte point
de vue statistique, nous manquons d’un nombre suffisamment important de séquences
de protéines partageant ces activités carraghénases (trois k-, deux 1-, et une A-
carraghénases) pour confirmer ou infirmer ce qui n’est pour I’instant qu’une
ségrégation anecdotique. Il est donc trop tot pour chercher les raisons de I’exclusivité
d’une famille pour un type de carraghénane puisque I’on ignore si elle est avérée. En
tout état de cause, I’hypotheése de travail, postulant de I’impact du substrat dans la
diversit¢ des familles de carraghénases, me semble des plus fragiles. Et, dans
I’immédiat, tout I’'intérét a disposer de cette nouvelle famille de carraghénase réside
dans I’enrichissement qu’apportera I’étude d’'un modele enzyme/carraghénane original

sur la connaissance des carraghénanes et de I’enzymologie des polymeéres en général.
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INTRODUCTION

Carrageenans are the main components of the cell walls of various marine red algae
(Rhodophyta), where they are laid out as highly ordered molecules, both associated to the
cellulose microfibrils or in the microfibril-less intercellular matrix (Gordon-Mills et al., 1977,
1978). This large family of hydrocolloids is made up of linear chains of galactopyranose
residues in the D-configuration, linked by alternating a(1—3) and B(1—4) linkages. This
regular structure is modified by the occurrence of 3,6-anhydro bridges in the a-linked
galactose residues and by substitution with ester sulfate, methyl or pyruvate groups (Kloareg
and Quatrano, 1988). The main industrially used carrageenans are substituted with either one
(k-carrageenan), two (it-carrageenan), or three (A-carrageenan) sulfate ester groups per
disaccharide repeating unit. k-Carrageenan is conventionally described as the repetition of the
disaccharidic motif 4-sulfate-O-B-D-galactopyranosyl-(1,4)-3,6-anhydro-a-D-galactose, also
referred to as k-neocarrabiose-sulfate. 1-Carrageenan differs from x-carrageenan by the
presence of one additional sulfate substituent per repeating disaccharide, at C2 on the a-linked
D-galactose residues (Kloareg and Quatrano, 1988). Idealised A-carrageenan is defined as 2-
sulfate-O-D-galactopyranosyl-(1,4)-2,6-sulfate-a-D-galactose and then does not share the 3,6-
anhydro-bridge.

In general, carrageenan serves as a gelling, stabilising and viscosity-building agent. In
aqueous solutions, k- and 1-carrageenans form thermoreversible gels (Rees, 1969) unlike A-
carrageenan which behave as a thickener. Gelling properties involves a superhelical-type
mechanism of gelation, which consists of the formation of double-helices of carrageenan
chains readily followed by the aggregation of double helices (Morris et al., 1980; Viebke et
al., 1994). Gelation is promoted by the presence of such cations as potassium for x-
carrageenan and calcium for 1-carrageenan. Sodium has also a promoting effect but in a lesser
extent. By binding to the helices, either electrostatically or through specific site binding, these
cations considerably reduce the helix charge density and enhance their tendency to aggregate
(Piculell et al., 1994). The different rheological behaviour of A-carrageenan results from the
fact that its P(1—4) linked galactose adopt a *Cj-conformation whereas in k- and 1-
carrageenans, the 3,6-anhydro ring induces the 'C4 conformation in those residue which
allows the helical secondary structure. Occurrence of disaccharide units without the 3,6-
anhydro-ring and having *C,-conformation such as -, u- and A-carrageenan, causes sterical

clashes in the regular chain and prevent the helical strands formation.
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The recycling of the red algal biomass by marine bacteria involves endo-hydrolases
specific of the internal B (1—4) linkages of carrageenans and yielding products of the
neocarrabiose series. As enzymes which naturally attack concentrated carrageenan gels and
which recognize the pattern of sulfation on the digalactose repeating units (Johnston and
McCandless, 1973; Barbeyron et al., 1994, 1998, 2000), carrageenases constitute an
interesting model to study the solid-phase degradation of sulfated polysaccharides. To this
end, we have cloned several marine bacterial k- and i-carrageenases and undertaken their
structural resolution. On the basis of secondary structure analyses, k-carrageenases were
shown to belong to family GH-16 (Barbeyron et al., 1994, 1998). The k-carrageenase from
Pseudoalteromonas carrageenovora, which catalyses the endo-processive degradation of «-
carrageenans, folds into a curved PB-sandwich, characteristic of this family of glycoside
hydrolases (Michel et al., 2001A). -Carrageenases constitute the family GH-82, a family
unrelated to that of k-carrageenases (Barbeyron et al., 2000) but behave also as endo-
processive enzyme (Michel et al., 2003). This finding was confirmed by the crystal structure
of Alteromonas fortis 1-carrageenase which consists of a right-handed parallel B-helix (Michel
et al., 2001B).

An extracellular enzymatic activity from P. carrageenovora degrading A-carrageenan
mixture was detected by Weigl and Yaphe (1966) and latter described by Johnston and
McCandless (1973), followed by Greer (1984). The enzyme was then termed “A-
carrageenase”. We here report the complete purification of this enzyme and the description of

its biochemical behaviour. Its gene was also cloned, sequenced and overexpressed in E. coli.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial Strains and Culture Conditions

The marine bacterium Pseudoalteromonas carrageenovora (ATCC 43555, previously
known as Alteromonas carrageenovora) was obtained from the American Type Culture
Collection. It routinely grew in Zobell Medium (Zobell, 1941), but to purify the A-
carrageenase, we used the Y-2 modified medium (Weigl and Yaphe, 1966) composed as
following: solution A (NaCl 25 g/l, MgS0,,7 H,O 5 g/l, CaCl,,2H,0 0.1 g/l, KCI 1 g/l,
NaNO; 2 g/l, casamino acids (Difco) 2.5 g/l, yeast extract (Difco) 1 g/, purified A-
carrageenan 2 g/l, milliQ water), supplemented with 60 ml/l of solution B (Na,HPO,4 0.2M,
pH 7.2), and 330 pl/l of solution C (10 % w/v FeSO4,7H,0). Solution A,B and C were
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autoclaved separately prior to mixing. Cultures were incubated in a G-25 incubator (New
Brunswick Scientific) at 22 °C and 250 rpm for 24-48 h.

Escherichia coli strains DHS5a (recA, endAl, gyrA96, thil, hsdR17 [rk-mk+], supE44,
relAl, lacZ AM15), was used to maintain plasmid vectors and grown on Luria Bertani
medium (LB), eventually supplemented with bacto agar 15 g/l (Difco), at 37 °C routinely.
BL21 (DE3) pLysS (F, ompT, hsdSs [r5, mz], gal, dem, DE3, pLysS [Cm"]), Rosetta (DE3)
pLysS (F', ompT, hsdSp [r5, mp ], gal, dem, lacYl, DE3, pLysSRARE [CmR]), both from
Novagen, was used to overexpressed recombinant protein and grown on LB media as DH5a
strain or M9 liquid media. When appropriate, ampicillin, and/or chloramphenicol, was added
to solid or liquid media at respectively 100, and 34 pg/ml.

Strains and clones are stored in their respective media, fresh and complemented with 20

% (v/v) glycerol at minus 80°C. Growth was monitored by measuring turbidity at 600nm.

Purification of P. carrageenovora A-Carrageenase

All steps was performed at 4 °C. A 48 h-old Pseudoalteromonas carrageenovora
cultures (5 1) was centrifuged (10000 g, 30 min) and the cell-free supernatant was
concentrated by tangential ultrafiltration, using a 30 kDa cut-off polysulfone membrane, to a
final volume of approximately 100 ml which was rinsed with buffer A (sodium phosphate 25
mM pH 7.2 containing NaCl 2 M) producing a final volume of 400 ml. This was achieved a
pellicon system (Millipore). Fractional (NH4),SO4 precipitation was performed from this
ultrafiltrate and the fraction obtained from 30 to 70 % was stirred 24 h. Centrifugation at
20000 g, 30 min yielded a precipitate which was suspended in 10 ml of buffer A. The
suspension was dialyzed 12 h twice against 5 1 of the same buffer. From these extract of 12
ml, to purify A-carrageenase three chromatographies was carried out, using FPLC system
(Pharmacia) to connect columns, and buffer A to equilibrate them and to elute samples. First,
10 ml was chromatographed on Sephacryl S-200 2.5/76 column, eluting at Iml/min and
harvesting 4 ml/tube. A pool of 26 ml from 7 fractions containing the peak of activity was
then loaded on a Phenyl-Sepharose 6FF low sub column 2.4/14. The A-carrageenase activity
was eluted during washing step at 1 ml/min still harvesting 4 ml/tube. And with the aim to
reduce the pool volume from 44 ml to 2 ml an ultrafiltration was done, taking care to preserve
buffer properties and using a 10 kD cut-off YM membrane (Millipore). This was achieved
with an Amicon cell 8050 (Millipore) under a nitrogen gas pressure of 1.5 bar. Finally 200 pl
of the (ultrafiltrate) retentat was chromatographed on a superdex 200HR 1.0/30, eluting at 0.5
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ml/min and harvesting 0.5 ml/tube. Pure and active fractions are stored at 4 °C in buffer A
several months without noticeable loose of activity.

Fractions was assayed for protein concentration (Ajgp or Ajy) and A-carrageenase
activity. The purety of the enzyme was assessed by SDS-PAGE (Laemmly, 1973) with silver
staining (kit PlusOne, Pharmacia Biotech). Each proteins pool concentrations from each main
purification steps was yielded by Bradford assay (Biorad; Bradford, 1976) compared to BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma) range.

One N-terminal and two internal peptide sequences (respectively A, B and C, Fig. 3)
were obtained by Edman degradation (service de Microséquencage, Institut Pasteur, Paris)
respectively from a PVDF membrane (Immobilon P-0.45 um, Millipore) where the enzyme
was transfered, and the endolysine digest of acrylamide slices (stained with Amido Black

0.003 % w/v) purified by HPLC.

Assay for A-Carrageenase Activity

A-carrageenase activity was assayed by measurement of the initial rate of decrease of
specific viscosity (-dn/dt). A Brookfield LVDV-III+ cone/plate theometer, monitored with
the RHEOCALC 2.2. software and associated with a CP-52 cone spindle (1.2 cm diameter,
and 3 ° angle), was used to measure viscosity at a speed of 100 rpm. The system was
thermostated at 30 °C. Substrate was composed with 1 %(w/v) of A-carrageenan (provided by
CPKelco, GENU x7055, batch 98743 and extracted from Gigartina skottsbergii) diluted in
buffer B (sodium phosphate 0.1 M pH 6.5 containing 0.1 M NaCl). It was prewarmed at 30
°C prior to use. Measures were made every 5 sec during 250 sec after the addition of Sul of
enzyme preparation to 495 ul of substrate. In the determination of (-dn/dt)y, the first 60-sec
measurements were not considered as representative of the actual decrease of viscosity, to
allow for stabilisation of the system. As an approximation, the rate of decrease of viscosity (-
dn/dt); was considered constant versus time between two successive measures and then
equivalent to (-An/At).. Practically, at the beginning of the reaction, (-An/At), was considered
as the right initial rate of decrease(-An/At)o, when (-An/At); was constant and maximal during
at least 30 sec after the stabilisation time. Thus, it was possible to plot (-An/At), as a function
of E, with E being the quantity of active enzymes, and (-An/At), < 0.25 cP/sec. Then
experiments (18 points) showed that the best description of relationship between those values
are obtained with the parabolic regression curve:

(-An/At)o = K E'7 (1)
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in which K is constant (correlation coefficient R=0.9910), instead of the linear
regression curve [(-An/At)y = K.E, R=0.9613]. Since the number U of catalytic unity (UA) in
a sample is directly proportional to E, equation (1) give:
U = K .(-An/At), 47 Q)
in wich K’ is constant. In order to define K’, one catalytic unity is arbitrary considered
to be the quantity of enzyme which generate an initial rate of decrease of viscosity of 0.1
cP/sec. Finally, assuming a strict conservation of measures parameters between each samples,

U of a sample was calculated from the empirical equation:

U = 4,96.(-An/At) "% (3)

Analysis of A-Carrageenase Products

The specificity of the enzyme was investigated on several A-carrageenan mixtures
extracted from different sources: Gigartina pistillata and acicularis (Sigma); Gigartina
skottsbergii (CPkelco); Gigartina acicularis (Sanofi Bioindustries); Chondrus crispus (SKW
biosystem); Gigartina pistillata (extracted according to Amimi et al, 2001). The «-
carrageenan (from Euchema cottonnii) and t-carrageenan (from Euchema spinosum) both
provided by CPKelco (respective batches GENU x6913 and GENU x6908), were also tested.
Reactions were run in NaNO; 0.1 M during 48 h with 3.8 UA/mg of polysaccharide. The
enzyme came from a phenylsepharose 6FF step pool concentrated by ultrafiltration on a
10kDA cut-off membrane.

The kinetics of A-carrageenan (from G. skottsbergii) hydrolysis was performed in buffer
B using 1.4 UA/mg of polymer, adding 1 % (v/v) of enzyme from a sephacryl S200 step pool.

Whole hydrolysis were monitored by carbohydrate polyacrylamide gel electrophoresis
(C-PAGE, Zablackis and Perez, 1990) using 6 % ((w/v)) polyacrylamide for the stacking gel,
27 % (w/v) polyacrylamide for the running gel (from a mix 36/4 of
acrylamide/bisacrylamide). Gels were stained with 0.5 % (w/v) Alcyan Blue solution for 10
min and then, after washing, with silver nitrate. The main final products, the neo-A-
carratetraose (DP2) and neo-A-carrahexaose (DP3), were HPLC purified and used as

references (DP, expressed as the number of disaccharide repeating units).

Isolation and Analysis of A-Carrageenase Clones

Total DNA from P. carrageenovora was prepared as previously described (Barbeyron

et al ,1984), cut by the restriction endonuclease Sau3Al, and fractionated on a sucrose
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gradient. DNA fragments of approximately 4-10 kb were cloned at the BamHI site of plasmid
vector pAT153 which were used to transform FE.coli strain DHS5a.. The genomic library
contained approximately 6000 clones. Using the microsequences obtained from internal
peptide C and N-terminal peptide A, degenerated DNA primers was designed, which allowed
to get via polymerase chain reaction (PCR), a N-terminal DNA probes of 943 nt (Fig. 3). This
probe was labelled radioactively (kit Megaprime DNA labelling systems, Amersham
Lifescience), and used to screen the library according to Sambrook and Russell (2001).
Clones of interest were shown consistent and independent by restriction mapping. The same
labelled probe was used for a Southern Blot experiment (Sambrook and Russell, 2001) carried
out on genomic P. carrageenovora DNA digested by severals endonucleases combinations
(Sau3Al, HinDIIl, HinDIIl/BamHI, BamHI, BamHl/EcoRV, EcoRV, EcoRV/ HinDIII) with
the aim to determine the copy number of this gene.

Sequencing was carried out by gene walking using a 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystem Instruments) with BigDye Terminator V3.0 chemistry (DNA sequencing Kkit,
Applied Biosystem) and synthetic oligonucleotides as primers. Sequences were verified at

least 5 times and most of them more than 10 times.

Sequence Analysis

Nucleotide sequence of the contig was searched for open reading frames which were
translated according to the universal genetic code. They were investigated for putative
Ribosomal Binding Sequences (RBS), putative promoters, and putative transcription
terminators hairpins via mfold v.3.1 prediction server (Zuker et al., 1999). Signal peptides was
predicted with PSORT algorithm (PSORT web server, Nakai et al, 1991) and SIGNALP v.1.1
and v.2.0 (SIGNALP web server, Nielsen et al, 1999). The BLASTp and PSI-BLAST
(Altschul et al, 1997) searches were run on GENBANKnr and on PAT via the NCBI web
server, but also on UNIPROT from the EBI server. Motif and Domain evidences were queried
against the INTERPRO (via InterProSscan from the EBI web server. The InterPro
Consortium, 2001; Zdobnov and Apweiler, 2001) and CDD (via RPS-BLAST, from NCBI
web server) domain databases. Sequence was checked for repeats using the program RADAR
(Heger and Holm, 2000) available from the EBI server.

To understand the domain architecture of the protein, further deep sequence analysis
were carried out. Hydrophobic Cluster Analysis (HCA, Callebaut et al, 1997) were used to
improve sequences comparisons and to decipher secondary structures e