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Abstract

Study of the N-glycosylation pathway and characterization of

N-acetylglucosaminyltransferase I in Phaeodactylum tricornutum.

N-glycosylation is a major co- and post-translational event in the protein synthesis.
Beside a lot of information in higher eukaryotes, very little is known regarding this pathway
in microalgae. In this work, we describe the N-glycosylation pathway of a model diatom,
Phaeodactylum tricornutum. First, bio-informatic analysis of its genome revealed the
presence of sequences potentially encoding for transferases responsible for the synthesis of
the precursor oligosaccharide, some subunits of the oligosaccharyltransferase complex, ER
glucosidases and chaperones required for protein quality control, and the Golgi o-
mannosidase I involved in the trimming of the N-glycan into high mannose-type N-glycan.
Moreover, structural analyses of N-linked glycans demonstrated that P. tricornutum
endogenous proteins carry mainly high mannose-type N-glycans ranging from Man-5 to Man-
9. However, a minor population of more mature N-glycans were also detected, in particular
ManzFucGIlcNAc,. Consistently, one gene potentially encoding for a N-
acetylglucosaminyltransferase 1 (GnT 1), a Golgi glycosyltransferase that initiates the
formation of complex-type N-glycans, was predicted in the diatom genome.We demonstrated
that the GnT I gene encodes for an active protein which is able to restore complex-type N-
glycan maturation in the Chinese Hamster Ovary Lecl mutant, defective in its endogeneous
GnT I activity. Furthermore, study of the GnT I expression in P. tricornutum according to
culture conditions, morphotype and strain revealed the presence of GnT I transcripts. Taken
together, all these data suggest the occurrence of a GnT I dependent N-glycosylation pathway

in P. tricornutum.

Keywords: Carbohydrate Biosynthesis, Carbohydrate Structure, Glycosylation, Golgi
apparatus, N-Acetylglucosaminyltransferase 1, Phaeodactylum tricornutum, Diatom,
Glycosyltransferase, Microalgae
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Introduction générale

La N-glycosylation est une importante modification co- et post-traductionnelle des
protéines chez les eucaryotes. Elle permet 1’ajout et la maturation de glycannes N-liés sur une
protéine empruntant le systéme endomembranaire de sécrétion. Cette modification est
essentielle lors de I’acquisition de la structure d’une glycoprotéine. Bien que les premieres
étapes de ce processus soient universellement retrouvées chez les eucaryotes, les N-glycannes
matures résultants se sont diversifiés au cours de I’évolution donnant lieu a une grande variété
de structures organisme-spécifiques. En effet, au niveau du réticulum endoplasmique, la
synthése et le transfert du précurseur oligosaccharidique sur la protéine, ainsi que sa
maturation en N-glycannes oligomannosidiques, semblent conservés chez tous les eucaryotes
étudiés a ce jour. En revanche, la suite de la maturation des N-glycannes, ayant
essentiellement lieu dans I’appareil de golgi, divergent en fonction du type d’organisme.
Ainsi, il a été montré que les levures présentent des structures glycanniques polymannosylées,
contrairement aux eucaryotes supérieurs tels que les mammiferes, les plantes et les invertébrés
(insectes et vers) qui possedent des N-glycannes matures appelés complexes. La premiére
¢tape de maturation des N-glycannes oligomanosidiques en N-glycannes complexes a lieu
dans I’appareil de Golgi sous le controle de la N-acétylglucosaminyltransférase 1 (GnT I).
Cette enzyme, permettant I’ajout d’un résidu N-acétylglucosamine sur un glycanne
oligomannosidique contenant 5 mannoses, est I’enzyme clé de la voie des N-glycannes
complexes. Ces derniers sont trés importants car ils permettent a la protéine d’acquérir des
fonctions supplémentaires et seraient en partie responsable de la survie et de la longévité des
vertébrés et invertébrés au cours de I’évolution. Suite a la GnT I, diverses glycosyltransférases
et glycosidases peuvent agir aboutissant a la formation d’une grande variét¢ de N-glycannes
complexes matures. Or c’est I’action d’un répertoire bien particulier de ces enzymes qui va
conférer aux organismes leurs N-glycannes complexes spécifiques. La fucosylation des N-
glycannes complexes est I'une des principales modifications a 1‘origine de cette diversité.

La N-glycosylation fait depuis de nombreuses années I’objet de recherches afin de
mieux comprendre ce processus non seulement d’un point de vue fondamental mais
¢galement dans un but de valorisation économique. En effet, la grande majorité des protéines
présentant un intérét thérapeutique sont en réalité des protéines N-glycosylées. Or, la N-
glycosylation, indispensable pour l’obtention d’une conformation fonctionnelle chez ces

proteines, rend ces molécules bien trop complexes pour étre produites par simple synthése



chimique. D¢s lors, seule une synthése in vivo de ces protéines est possible et envisageable
pour le moment. C’est pourquoi, depuis une 30"™ d’années, une course internationale est
menée afin de trouver le meilleur systéme vivant pouvant étre utilis¢é comme usine cellulaire
pour la production de glycoprotéines a intérét thérapeutique.

C’est dans ce contexte et fort de son expérience sur I’étude de la N-glycosylation chez
les plantes supérieures, que le laboratoire Glyco-MEV a initi¢, depuis quelques années, une
thématique de recherche dirigée par le Dr. Muriel Bardor, visant a élucider les mécanismes de

N-glycosylation chez les microalgues.

Les microalgues sont des organismes microscopiques et photosynthétiques, faisant
partie des premiers étres vivants apparus sur la Terre. Bien qu’elles représentent moins de 1 %
de la biomasse photosynthétique totale, elles sont responsables de plus de 45% de la
production primaire nette (PPN) globale et produisent la moitié de I’oxygeéne de notre planéte.
Les microalgues constituent un vaste ensemble d’organismes polyphylétiques parmi lesquels
les diatomées représentent I’'un des groupes les plus diversifiés a 1’importance écologique
majeure. En effet, ces microalgues brunes, réparties sur ’ensemble de la planéte, constituent
la base du phytoplancton et donc de la chaine alimentaire marine. De plus, leurs aptitudes
biologiques en font des acteurs principaux dans bon nombre d’événements biogéochimiques
tels que la fixation du CO; et la production de 1’O».

Certaines de leurs particularités physiologiques et métaboliques suscitent également
un intérét pour ’'industrie. Ainsi, les diatomées sont déja utilisées pour la production de
diverses molécules a haute valeur ajoutée, comme des antioxydants, des pigments et des
polysaccharides. Leur importante teneur en acide gras permet également de les envisager
comme potentielle source de biocarburants. De méme, leur facilité a étre cultivée et leur
possible transformation génétique en font des candidats sérieux pour la production de
protéines a intérét thérapeutique.

Parallelement, la position phylogénétique des diatomées, bien distincte des plantes et
des animaux, rendent ces organismes trés intéressants pour comprendre I’évolution de
certaines voies métaboliques, telle que la N-glycosylation. Ces études sont aujourd’hui
grandement facilitées par 1’accessibilit¢ a la séquence du génome de certaines diatomées
comme Thalassiosira pseudonana et Phaeodactylum tricornutum ainsi que par le

développement d’outils de biologie moléculaire.



Ce manuscrit présente le travail qui a été accompli au cours de ma thése, visant a
¢tudier la voie de N-glycosylation de Phaeodactylum tricornutum et a réaliser la
caractérisation fonctionnelle de la GnT I de cette diatomée.

Le premier chapitre consiste en une synthése bibliographique divisé en deux grandes
parties. La premiére partie présente les diatomées, leur origine, leur mode de vie, leur
structure, leurs applications, ainsi que le cas particulier du modele d’étude choisi par le
laboratoire, la microalgue Phaeodactylum tricornutum. La seconde partie concerne la voie de
N-glycosylation, les différentes étapes de ce processus, les variations organisme-spécifiques,
les fonctions attribuées aux N-glycannes et une description plus détaillée de la GnT 1.

Aprés un second chapitre consacré aux matériels et méthodes utilisés, les résultats
obtenus seront exposés dans un troisiéme chapitre divisé en 3 parties. La premicre partie sera
présentée sous forme d’un article scientifique décrivant la voie de N-glycosylation chez
Phaeodactylum tricornutum établie a partir d’analyses bioinformatiques et biochimiques,
ainsi que la caractérisation fonctionnelle de sa Gn T I réalisée par complémentation dans des
cellules d’ovaire de hamster chinois mutantes présentant une déficience en activité GnT I
endogene. La seconde partie sera consacrée aux résultats complémentaires obtenus au cours
de cette theése, avec dans un premier temps, I’étude de I’expression du geéne de la GnT I en
fonction du morphotype, de la souche et des conditions en nitrate dans le milieu de culture.
Dans un second temps, les résultats préliminaires de la caractérisation des 3
fucosyltransférases de Phaeodactylum tricornutum seront présentés.

Un quatrieme chapitre sera consacré a une discussion générale, et suivi d’une

conclusion et des perspectives.
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des lignées eucaryotes d’apres Keeling, 2013.
Les relations entre grandes lignées eucaryotes ont été réalisées a partir d’études basées sur des
analyses phylogénomiques ou sur des caractéristiques génomiques rares. Les lignes pointillées
indiquent des relations qui font I’objet de litiges dans la communauté scientifique. Dans certains
cas, deux possibilités contradictoires sont affichées. Les principaux groupes de microalgues sont
encadrés en rouge et répartis dans quatre supergroupes différents : le supergroupe des
Straménopiles-Alvéolates-Rhizaria (SAR), les Hacrobians (supergoupe encore contesté contenant
les haptophytes et les cryptomonades, qui formaient initialement les Chromalvéolates avec les
Straménopiles et les Alvéolates), les Excavates (contenant les euglénes) et les Archaeplastides ou
Plantae (contenant les algues rouges, les algues vertes et les glaucophytes). Les plantes terrestres et
les animaux sont encadrés respectivement en vert et bleu. La fléche rouge, présente dans le phylum
des Straménopiles, indique la lignée des diatomées au sein de laquelle se classe Phaeodactylum
tricornutum.




I- Modele d’étude : les diatomées.
I-1- Microalgues.

I-1-1- Position phylogénétique.

C’est dans une atmosphére terrestre primitive, majoritairement composée de gaz
carboniques, que sont apparus les premiers organismes photosynthétiques appelés
microalgues. Leur réussite adaptative et leur prolifération ont permis 1’accumulation de
I’oxygeéne atmosphérique, indispensable au développement des espéces animales.

Le terme « microalgue» définit un groupe polyphylétique d’organismes
microscopiques et photosynthétiques trés divers allant des cyanobactéries aux microalgues
eucaryotes. Apparues il y a environ 3,5 milliards d’années, les cyanobactéries sont des
organismes procaryotes unicellulaires, également appelées microalgues bleues en raison de
leur coloration bleu-vert. Les microalgues eucaryotes regroupent, quant a elles, des
organismes trés variés aussi bien uni- que pluricellulaires répartis dans des phylums différents
(figure 1 ; Keeling, 2013). Elles rassemblent :

- les microalgues rouges, les microalgues vertes et les glaucophytes qui appartiennent aux
Plantae (ou Archaeplastides), supergroupe contenant ¢galement les plantes terrestres.

- les Straménopiles, les Alvéolates et les Chlorarachniophytes (appartenant aux Rhizaria) qui
forment le supergroupe SAR (Burki et al., 2007 ; Hackett et al., 2007 ; Baurain et al., 2010).

- ainsi que les Haptophytes et les Cryptomonades qui appartiennent aux Hacrobians (Patron et
al., 2007 ; Okamoto et al., 2009). L’existence de ce supergroupe fait 1’objet d’un profond
désaccord dans la communauté scientifique (Burki et al., 2012). Initialement, ces organismes
¢taient placés avec les Alvéolates et les Straménopiles formant le supergroupe des
Chromalvéolates (Cavalier-Smith, 1999).

Les microalgues sont donc réparties dans les différents embranchements de 1’arbre
phylogénétique des eucaryotes a 1’exception des Unikonts, supergroupe auquel appartiennent
les animaux (Keeling, 2013).

Les diatomées ou Bacillariophycées, appartenant aux Straménopiles (figure 1),
représentent 1’un des groupes phytoplanctoniques les plus diversifiés avec plus de 200 genres
et 100 000 a 200 000 especes estimées (Round et al, 1990 ; Mann, 1999). Elles sont
généralement divisées en deux groupes que sont les diatomées centriques et les diatomées
pennées. Leur position phylogénétique, bien distincte des plantes terrestres et des animaux, en
fait des organismes trés intéressants pour I’étude de I’évolution des différentes voies

métaboliques (figure 1).
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Figure 2 : Origine endosymbiotique des microalgues d’apreés Keeling, 2013.
Les encadrés gris représentent les éveénements endosymbiotiques primaires, secondaires et
tertiaires. L’incertitude de l’origine commune des haptophytes et des cryptophytes avec les
straménopiles est représentée par une ligne d’embranchement en pointillé rouge.




I-1-2- Origine endosymbiotique.

Bien que les microalgues aient une histoire évolutive différente, elles semblent
présenter une origine endosymbiotique commune. Actuellement, plusieurs théories évolutives,
s’appuyant sur des données génomiques, biochimiques ou structurales, coexistent. Les
principaux désaccords portent essentiellement sur la datation de certains éveénements et sur
I’embranchement de quelques espéces. Cependant, la grande majorit¢ des scientifiques
s’accorde sur ’hypotheése de ’origine procaryotique et symbiotique des plastes qui aurait
aboutie a la formation des microalgues (Gibbs, 1981 ; Margulis, 1992).

La photosynthése oxygénique, apparue chez les cyanobactéries il y a plus de 2,8
milliards d’années (Brocks et al., 1999), aurait été transférée chez les eucaryotes par une
succession d’événements endosymbiotiques. En effet, les organismes appartenant au
supergroupe des Plantae, tels que les algues vertes (ou Chlorophytes) et rouges (ou
Rhodophytes), seraient issues de l'absorption et de la rétention d'une cyanobactérie par un
organisme eucaryote hétérotrophe, il y a plus de 1,5 milliards d’années (figure 2 ; McFadden,
2001 ; Yoon et al, 2004 ; Armbrust, 2009). Cette endosymbiose initiale a été l'un des
événements les plus importants dans I'évolution de la vie.

Peu de temps apres, les algues rouges et vertes ont divergées. Une endosymbiose
secondaire serait alors rapidement survenue au cours de laquelle un autre organisme eucaryote
hétérotrophe aurait intégré une algue rouge. Cet événement endosymbiotique secondaire
aurait eu lieu il y a environ 1,3 milliards d’années. 1l serait a I’origine de I’ancétre commun
des Chromistes dont font partie les cryptophytes, les haptophytes et les hétérokontes (ou
Straménopiles) auxquels appartiennent les diatomées (figure 2 ; Yoon et al., 2004 ; Keeling,
2009 ; Baurain et al., 2010).

De méme, les euglénes et les chlorarachniophytes seraient issus d’endosymbioses
secondaires similaires ayant eu lieu entre un organisme eucaryote hétérotrophe et une algue
verte (figure 2). Enfin, des événements d’endosymbiose tertiaire seraient a 1’origine des
dinophytes (figure 2).

Cependant, des incertitudes persistent quant a I’ordre d’apparition et I’indépendance
de certains événements endosymbiotiques. En particulier, 