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De par leur localisation en périphérie des chaulgsanniques, les acides sialiques sont
impliqués dans de nombreux types d’interactionsdetfonctions physiologiques. Leur
transfert est assuré par une famille d’enzymes sialyltransférases. Nous décrivons ici le
clonage et I'analyse fonctionnelle d'un deuxiemaegbovin codant unp-galactosidex2,6-
sialyltransférasehST6Gal |1. Ce géne a une structure trés proche de celleesilromologues
humain et murin, a savoir un découpage de la régiodante en cinq exons. La
sialyltransférase qu’il code utilise préférentigilent les oligosaccharides libres comme
substrats accepteurs et son affinité pour le La&diNst supérieure a celle qu’elle a pour le
LacNAc. Le génebST6Gal Il a un profil d’expression tissulaire assez restrantest
principalement retrouvé au niveau du cerveau, durfm, de la rate, du colon et de la glande
mammaire. Trois transcrits ont été identifiés, latant retrouvé dans tous les tissus ou le gene
s’exprime, les deux autres étant spécifiques dueeer. Par ailleurs, nous démontrons que
bST6Gal Il est surexprimén vitro dans des cellules épithéliales de glande mammaire
stimulées par de I'lL-6. Ce géne jouerait donc dlle au cours de la réponse inflammatoire,
ce qui devra étre confirmia vivo.

Parallelement a cela, nous avons identifié la fyt@nsférase bovine responsable de la
biosynthése de Iantigéne Sialyl-Lewis Cette enzyme, FUT7b, est unel,3-
fucosyltransférase stricte qui utilise uniqguemesd bligosaccharides de type Il sialylés
comme substrat accepteur. Le géne qui la codemieé86% d’identité avec son homologue
humain et est constitué de deux exoig7b s’exprime principalement dans les organes
lymphoides tels que le thymus et la rate mais &eégat été retrouvé dans le foie et de fagon
surprenante dans le poumon. Enfin, alors que le ¢g@main est tres peu polymorphe, nous
avons identifié dans un faible panel d’animaux FPSNaux sens dont I'un d’entre eux, situé
dans la séquence codant le domaine catalytiquetgibmactiver I'enzyme.

Genomic and functional characterization of ST6Gal Il and fut7 bovine genes,
involvement in theinflammatory response

Because of their position at the very end of glychains, sialic acids are involved in many
types of interactions and physiological functiombeir transfer is catalyzed by a family of
enzyme named sialyltransferases. We describe hermolecular cloning and the functional
analysis of a second bovine gene encodifiggalactosidax2,6-sialyltransféraséySTGal 1.
The gene’s shape is very similar to its human aodse counterparts, and is made of five
coding exons. The encoded sialyltransferase ugerpreially free oligosaccharides and has a
better affinity for LacdiNAc than for LacNAMST6Gal Il gene expression pattern is quiet
restrictive and the gene is mainly expressed imphang, spleen, colon and mammary gland.
Among the three identified transcripts, one is fbun all the tissues expressing the gene
while the two others are brain specific. In addifiave demonstrate thddST6Gal Il is
upregulated in mammary epithelial cells during b#6 Itreatment. Thus, the gene should be
involved in the inflammatory response but this telas to be confirmeth vivo.

Concurrently, we have identified the bovine fuctsyisferase that is responsible of the
Sialyl-Lewis' biosynthesis. This enzyme, FUT7b, is a stit{3-fucosyltransferase that only
uses sialylated type Il oligosaccharides. The gmesents 80% of identity with its human
counterpart and is constituted by two exditzb is mainly expressed in lymphoid tissues
such as thymus and spleen but was also detectivkeimand surprisingly in lung. Finally,
while the human gene has little polymorphism, wenidied in a weak panel of cattles
3 missense SNPs and one of them, located in thysatdomain coding region, could
inactivate the enzyme.
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Abréviations

ADCC : Antibody-Dependent Cell-Mediated
Cytotoxicity

ADNCc : Acide Désoxyribonuclé que complémentaire
ADNGg : Acide Désoxyribonuclé que génomique
Ara: arabinose ARN : Acide Ribonucléique
ASGP-R : Asialoglycoprotein Receptor

ATP : Adénosine Tri Phosphate

BCR : B-Cell Receptor

BiP : Binding Protein

BTA : Bos Taurus autosomal

CAZy : Carbohydrate Active enZyme

CDC: Complement-dependent cell-mediated
cytotoxicity

CDG : Congenital Disorder of Glycosylation
CM P : cytidine monophosphate

CMYV : cytomegalovirus

CNX: Calnexine

COS1: cellule d’ ovaire de singe vert

COX : cyclo-oxygénase

CRD: Cystein Rich Domain

CRT: Cdréticuline

DMEM : Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium
DM SO : diméthylsulfoxide

Dol: dolichol

ERAD : ER-associated degradation pathway
ESL : E-sdlectin-ligand

Fuc : fucose

GAG : Glycosaminoglycanne

Gal : galactose

GalNAc : N-acétylgalactosamine

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-
phosphatedéshydrogénase

GDP : guanidine diphosphate
Gp : ganglioside disialylé

Glc: glucose

GIcNACc : N-acétylglucosamine
GIcUA : acide glucuronique

Gy : ganglioside monosialylé
Grp : Glucose regulated protein
Go : ganglioside pentasialylé
Gt : ganglioside tetrasialylé
Hsp : Heat shock protein

EGF : Epidermal Growth Factor
ERGIC : ER-Golgi intermediate compartment
ES: Embryonic Stem

GlyCAM : Glycosylation-dependent cell adhesion

molecule

HepG2 : lignée cellulaire d’ hépatocarcinome

HSA : Homo sapiens autosomal

GnT : N-acétylglucosamine transférase

ICAM : intercellular adhesion molecule

IdUA : acide iduronique

IGFBP-6 : Insulin-like growth factor binding protein-6
IL : Interleukine

LacNAc : N-acétyllactosamine

LacdiNAc : di-N-acétyllactosamine

LAD: Leukocyte adhesion deficiency

Le: antigéne Lewis

MAA : maackia amurensis agglutinin

MadCAM : Mucosal addressin cell adhesion molecule

Man : mannose



Abréviations

MCS: Multi Cloning Site Xyl: xylose
M EB :Muscle Eye Brain disease
MEC : Matrice Extra Cellulaire

MT1-MMP : Membrane Type-1 Matrix
MetalloProteinase

NCAM : Neural cell adhesion molecule
Neu5Ac : acide 5-N-acétylneuraminique
Neu5Gc : acide 5-N-glycolylneuraminique
NF : Nuclear Factor

OGT: O-glucosyltransférase

ORF : open reading frame

OST : oligosaccharyltransférase

PDI : Protein disulfide isomerase

Pofutl: protéine-O-fucosyltransférase

POMT: Protéine-O-Mannosyltransférase
ppGaNTase : peptidyl GalNAc Transferase

PSA : poly sialic acids

PSGL : P-selectin glycoprotein ligand

RACE : Rapid Amplification of cDNA Ends
Sia: acide saique

SLe: antigéne Sialyl Lewis

SNA : Sambucus nigra agglutinin

RE : réticulum endoplasmique

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium
TNFa : Tumor Necrosis Factor

TSR : Thrombospondin type | Repeat

UDP : uridine diphosphate

UTR : Untrandated region

VIP(L) : vesicular-integral membrane protein (like)
WGS : Whole Genome Shotgun

WWS: Walker Warburg Syndrom
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Avant-propos

L’ étude des glucides a débuté au cours du XI1X®™ siécle par la découverte de la glycolyse. Mais
I"identification de la structure du D-glucose par Fisher en 1891 marque vraiment le début de la

recherche sur la chimie et la biochimie des glucides.

Durant de tres nombreuses années, les glucides étaient considérés comme de simples réserves
énergétiques, les molécules porteuses d’'une information biologique se restreignant aux acides
nucléiques et aux protéines. L’ identification de structures glucidiques associées aux protéines et aux
lipides, nommées « glycoconjugués », a suscité de part leur diversité I'intéré& de nombreuses
équipes a travers le monde. Ainsi, beaucoup de fonctions physiologiques associées a ces glycannes
ont pu étre mises en évidence. Ces structures interviennent au cours de la fécondation (Jego et al.,
1980), du développement (Hao et al., 2008), de la différenciation cellulaire (Liu et al., 1981), de
I’adhésion cellulaire (Lowe et al., 1990), et elles jouent un réle majeur lors de la domiciliation
lymphocytaire au site inflammatoire. Elles participent également a I’adressage intra et extra-
cellulaire des glycoprotéines (Jadot et al., 1999) et certains motifs glucidiques sont des déterminants
de groupes sanguins (Kabat, 1956). Les glycannes sont retrouvés des eucaryotes supérieurs aux
organismes inférieurs (bactéries, champignons) et présentent une diversité structurale immense dont

le répertoire ne cesse de s enrichir.

Ces nombreuses découvertes ont amené a la création d une nouvelle discipline exclusivement
dédiée a I’ éude des glucides par Rademacher, Parekh et Dwek : la glycobiologie (Rademacher et
al., 1988). Elle englobe les études biochimiques et structurales des glucides, les analyses
fonctionnelles associées aux glycannes, mais auss |’identification de genes dont les produits sont

impliqués dans la biosynthése de ces oses.

Les mécanismes de la biosynthese des structures glycanniques sont loin d’ étre résolus. En effet,
alors que ceux de laréplication de I’ ADN et de la synthése des protéines sont respectivement basés

sur la copie et «I'interprétation » d’une matrice, celle des glycannes semble étre due a I’ action
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séquentielle de toute une batterie d’ enzymes présentes dans le cytosol des cellules procaryotes (elles
ne seront pas traitées dans ce mémoire), dans le réticulum endoplasmique, |’ appareil de Golgi et le
cytosol des cellules eucaryotes. Ces enzymes regroupent des glycosyltransférases, des glycosidases
mais aussi des transporteurs de glycosyl-nucléotides (Kleene et Berger, 1993). Dans |’ état actuel
des connaissances, il y aurait environ un millier de génes qui codent ces enzymes, genes répertoriés
dans la base de données CAZy (http://www.cazy.org/). Bien que certaines étapes de la biosynthése
des glycannes soient correctement décrites, notamment celles de I'initiation de la N-glycosylation,
de vastes zones d’ ombres persistent. En effet, la grande diversité structurale des glycoconjugués
laisse sous entendre |’ existence par analogie au code génétique, d' un « glycocode », qui est encore
loin d'avoir livré tous ses secrets. La seule information dont nous disposons aujourd’ hui est le fait
gue la localisation subcellulaire des enzymes de la glycosylation joue un réle important dans la

définition des différents épitopes glucidiques.

Tout autant que pour leur biosynthese, beaucoup de choses restent a découvrir quant aux fonctions
biologiques associées aux glycannes portés par les lipides et les protéines. Pour ces derniéres, bien
gu'elle soit une modification post-traductionnelle, la glycosylation module leur fonction mais
permet aussi leur adressage vers les différents compartiments cellulaires ou le milieu extra
cellulaire et participe a leur mise en conformation. Bien souvent, les propriétés physiologiques des
glycoconjugués sont dues aux monosaccharides situés en position terminale des antennes
glycanniques tels que le galactose, la N-acétylgalactosamine, le fucose et I’ acide sialique. Ces deux
derniers monosaccharides sont notamment impliqués a différents stades du développement et lors

des réponses inflammatoires et immunitaires.

Fort de ces informations, j'a intégré en 2004 |'équipe Glycogenome de I'Unité de Génétique
Moléculaire Animale (UMR INRA 1061/Université de Limoges) dans le cadre de ma formation
doctorale. Depuis 1995, une des thématiques de cette unité est I’éude des genes bovins de
glycosyltransférases et de leurs produits (Oulmouden et al., 1997 ; Mercier et al., 1999, Loriol et
al., 2006) tout en s'intéressant aussi a la phylogénie des glycosyltransférases (Javaud et al., 2000 ;
Loriol et al., 2006 ; Petit et al., 2006). Désormais, I’ objectif principal de |’ équipe réside dans la
détermination des fonctions physiologiques et/ou physiopathologiques associées aux produits des
glycosyltransférases, et plus particulierement des structures formées par les fucosyl- et

sidyltransférases. Cette recherche concerne I'étude de processus développementaux comme la
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myogenese (Loriol et al., 2006), ou de processus pathologiques comme les maladies a prions
(Barret et al., 2005).

Notre unité s'intégre dans le département de génétique animale de I'INRA qui porte un intérét tout
particulier a la sélection des animaux d'élevage. L'un des enjeux maeurs de cette sélection
concerne les ruminants laitiers. En effet ces animaux sont enclins a une pathologie tres fréquente, la
mammite, qui affecte la production de lait et la rend impropre a la consommation ce qui représente
une perte financiere conséquente pour I'éeveur. De nombreuses études ont montré que les
structures glycanniques jouaient un role primordial lors des processus infectieux et de leurs
« réparations » (Lowe et al., 1993 ; Gagneux et Varki, 1999, Lowe, 2003). Ainsi, une meilleure
compréhension des mécanismes impliquant la glycosylation au cours des réponses immunitaires et
inflammatoires s avérerait essentielle pour de futures études de variabilité génétique ayant pour but

de sélectionner des animaux présentant une résistance a certaines pathol ogies.

C'est donc dans ce contexte que je me suis engagé, sous la direction de Jean-Michel Petit, a
participé al’amélioration de nos connaissances sur le role joué par certaines structures glycanniques
durant la réponse inflammatoire, et des enzymes responsables de leurs biosynthéses. En
I’ occurrence, nous nous sommes intéressés au gene codant I’'enzyme FUT7 responsable de la
biosynthése de I’ antigéne Sialyl-Lewis* épitope glucidique primordia lors de I’ éape de roulement
de la domiciliation lymphocytaire (Lowe, 2003). Nous hous sommes également attachés a étudier
un géne dont le produit est impliqué dans la biosynthése de I’ épitope Siayl-02,6-lactosamine, ce
dernier ayant un réle trés important dans les interactions hote-pathogene (Karlsson, 1995 ; Gagneux
et Varki, 1999) et dans I’ activation des lymphocytes B (Collins et al., 2002). L’ ultime étape de sa
biosynthese est effectuée par une famille de siadyltransférases: les pB-galactoside-a2,6-

sialyltransférases.

Dans les deux cas, la stratégie employée a été laméme et s est déroulée de la facon suivante. Nous
avons commencé par le clonage des parties codantes de chacun des génes impliqués (fut7 et
ST6Gal 11). Par la suite, nous avons analysé les profils d’ expression tissulaire pour chacun de ces
deux genes et recherché la présence de différents transcrits. L’étape suivante a consisté a la
construction de vecteurs d’ expression afin de produire ces enzymes sous forme recombinante, et ce,
dans le but d’ en déterminer les propriétés enzymatiques. Enfin, nous avons analyse les variations du
niveau d’ expression de ces genes lors de lareproduction in vitro de conditions inflammatoires.
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1. Laglycosylation : une modification post-

traductionnelle essentielle.

La glycosylation est I’une des modifications post-traductionnelles des plus courantes des protéines
mais également I’ une des plus complexes. Tres largement répandue dans le monde vivant, elle est
tout autant observée chez les eucaryotes (levures, plantes, animaux) que chez les procaryotes. En
effet, de récentes études révelent la présence de glycoprotéines chez des bactéries pathogenes telle
que Helicobacter pilori (Hooper et Gordon, 2001). Du fait de cette tres large représentation dans le
monde vivant, les chaines glucidiques associées aux protéines, autrement appelées glycannes,

présentent une trés grande diversité structurale.

Dans ce manuscrit, nous restreindrons notre étude de la glycosylation aux cellules eucaryotes
animales. Les glycoprotéines de ces cellules sont retrouvées principalement dans les compartiments
cellulaires comme le réticulum endoplasmique, I’ appareil de Golgi et les lysosomes, la membrane
plasmique et peuvent étre également sécrétées dans le milieu extra cellulaire. De ce fait, elles

assurent autant la fonction d’ enzyme que celle de protéines de structure ou d’ épitope anti génique.

La classification de ces glycoprotéines s établit en fonction du type de liaison reliant le glycanne a
la partie protéique. Aing, il en résulte deux catégories principales de glycoprotéines: les N-
glycoprotéines et les O-glycoprotéines. Dans le cas des N-glycoprotéines, la liaison de I’ ose sur la
protéine s effectue au niveau de I'atome d azote porté par la chaine latérale d une asparagine
contenue dans le motif consensus N-X-S/T (ou X représente tous les acides aminés exceptée la
proline) (Gavel et Heinje, 1990). Pour les O-glycoprotéines, le glycanne est attaché a la partie
peptidique au niveau de |I’atome d oxygene de la chaine latérale d’ une sérine ou d’une thréonine.
Actuellement, aucune séquence consensus N’ a été décrite a I’ exception de la O-fucosylation (Shao
et Haltiwanger, 2003) et de la O-glucosylation (Moloney et al., 2000). De plus, certaines
glycoprotéines peuvent porter a la fois N et O-glycannes. Il existe également d autres types de
glycosylation. Il semblerait que 30% des protéines soit également C-glycosylées (Vliegenthart et
Cassel, 1998). Elles présentent alors un résidu de mannose lié sur un des carbones de I’ hétérocycle

du tryptophane mais le réle de cette glycosylation reste inconnu.
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1.1.LaO-glycosylation

La biosynthese des O-glycannes peut S'initier au niveau du réticulum endoplasmique mais se fera
essentiellement dans |’ appareil de Golgi. Quoiqu’il en soit, elle commence systématiquement par
I’gjout d’un monosaccharide sur une sérine ou une thréonine, et ce méme sl existe quelques
exceptions dont celle du collagéne pour lequel des O-glycannes sont portés par une hydroxyproline
ou une hydroxylysine (Yamauchi et al., 1982), ou celle de la glycogénine pour laquelle le glycanne
est fixé sur une tyrosine (Cao et al. 1993). La nature du premier monosaccharide dépend de |’ acide
aminé sur lequel la liaison s effectue, les monosaccharides principalement retrouvés étant la N-
acétylgalactosamine, la N-acétylglucosamine, le fucose, le xylose, le galactose et le glucose
(Figure 1).

Ara
ou
GalNAc GlcNAc Fuc Gal Glc Kyl Glc JLGaI Gal
(7 1 7T 7 7 7 07 7
SIT SIT SIT SIT ST S Y HyP Hyke

Figure 1: Les différents monosaccharides engagés dans une liaison de type O-glycosidique sur des résidus de Sérine
(S), de Thréonine (T), de Tyrosine (Y), dhydroxyproline (HyP) ou dhydroxylysine (HyK). GalNAc: N-
acétylgalactosamine ; GIcNAc: N-acétylglucosamine; Fuc: fucose; Gal : galactose; Glc: glucose; Xyl : xylose;
Ara : arabinose

Il existe plusieurs types de O-glycannes dont la formation résulte toujours de I’ addition successive
et sequentielle d autres monosaccharides sur I’ose de liaison (Brockhausen et al., 1995). En
fonction du type de glycanne, la chaine peut étre linéaire et courte dans le cas de la O-fucosylation
et de la O-mannosylation (1 a 4 résidus), linéaire et trés longue pour les protéoglycannes (>100

résidus) ; enfin, ramifiée et courte (de 1 a 15 résidus) sur les O-glycannes de type mucine.

1.1.1.La O-glycosylation de type mucine

Ce type de O-glycosylation fait référence aux protéines sur lesquellesil a été découvert. En effet, la
structure primaire des mucines renferme un certain nombre de ségquences répétées en tandem qui

sont hyperglycosylées par ce type de O-glycannes (Figure 2), cette partie glycannique pouvant
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représenter jusgu’a 80 % de la masse de la mucine (Dekker et al., 2002 ; Hollingsworth et al.,
2004). Du fait de la densité et de I’encombrement stérique due a ces antennes glucidiques, la
protéine présente une grande résistance aux protéases ainsi qu’ une certaine rigidité qui la maintient
sous une forme linéaire. Par ailleurs, ces glycannes augmentent la viscosité et la capacité des
mucines a participer aux interactions cellule-cellule (Carraway et Hull, 1991; Strous et Dekker,
1992). Les mucines ne sont pas les seules glycoprotéines a posséder ce genre de structures
glycanniques, celles-ci étant également abondamment exprimeées par les protéines des épithéliums,
de I’endothélium vasculaire et de la surface des érythrocytes ou elles peuvent prendre la forme
d  antigenes sanguins (ABO) ou tissulaires (Lewis).

Glycanne O-lié

f Protéine « core »

:|> Membrane plasmique

Figure 2 : Représentation schématique d’ une mucine. La partie protéigue de la mucine est représentée en violet; nair,
les O-glycannes des mucines sont localisés au niveau de séquences répétées en tandem.

Région transmembranaire I i

Région cytoplasmique

Les O-glycannes de type mucine présentent tous le méme schéma structural . Ils sont constitués d' un
noyau ou «core» qui permet I'ancrage du glycanne sur la partie protéique, d'un squelette
polylactosaminique de taille variable sur lequel sont enfin greffés les oses périphériques. Leur
biosynthese s effectue exclusivement dans I'appareil de Golgi et les monosaccharides les plus
souvent rencontrés sont la N-acétylgalactosamine (GalNAc), le gadactose (Ga), la N-
acétylglucosamine (GIcNAC), le fucose (Fuc) et les acides siaiques (NeuAc). Il existe 8 types de
noyaux différents (Figure 3) mais quel que soit le noyau synthétisé, le premier ose transféré sur la
sérine ou la thréonine est toujours une N-acétylgalactosamine. Celle-ci est greffée par une des
enzymes de lafamille des peptidyl-GaNAc transférases (ppGaNTases).
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Cette famille d'enzymes comprend 13 membres caractérises fonctionnellement chez les
mammiféres (Ten Hagen et al., 2003). Ceux-ci présentent des profils d’ expression spatiotemporels
différents les uns des autres, bien qu’il arrive que certaines enzymes soient co-exprimeées dans un
méme type cellulaire notamment au cours de I’embryogénese. En effet, certains types de cellules
requierent I’ utilisation de plusieurs de ces ppGaNTases pour assurer une glycosylation convenable
de leurs mucines (Ten Hagen et al., 2003).

Core7
Core8 GaNAcal,6 GalNAca-O-R

Gdal,3 GalNAce-O-R T

™

Coreb
7 GIcNACB1,6 GalNAco-O-R

GalNAca-O-Ser/Thr

—

Corel Core3 Coreb5
Gapl1,3 GalNAca-O-R GlcNACcB1,3 GalNAca-O-R GlcNAcal,3 GalNAca-O-R
Core? Core4
Gap1,3 GalNAca-O-R GIcNACcB1,3 GalNAca-O-R
//BL6 /L6
GIcNACc GIcNAc

Figure 3: Les différents noyaux ou « core » des O-glycannes de type mucine. R représente la sérine ou la thréonine
sur laquelle est fixée le glycanne. La GalNAc initiale est indiquée en bleu.

L’ étape suivante consiste ala formation du noyau di ou tri-saccharidique du glycanne a partir de la
GalNAc. L’ éongation s effectue de maniere séquentielle et la nature du noyau dépend du type de
monosaccharide transféré (Figure 3). Les noyaux de type 1, 2, 3 et 4 sont portés par un trés grand
nombre de glycoprotéines (Hounsell et al., 1980, 1982 et 1996) contrairement aux autres noyaux
qui présentent une spécificité tissulaire plus marquée (Brockhausen, 1999). Au sein d'une
population cellulaire, c'est le profil dexpression des glycosyltransférases et leur niveau
d expression relatif qui détermine les proportions de chacun des types de noyaux. A titre d’ exemple,
aprés la formation des noyaux 1 et 3, la GalNAc initiale pourra étre sialylée sur son carbone 6 ce

qui aura pour conséquence d’inhiber laformation des noyaux 2 et 4.
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Il arrive parfois qu’il n'y ait pas d’ éongation a partir de la GaINAc initiale. Cette GalNAc greffée
sur la partie peptidique constitue alors I’ antigene Tn (Thomsen nouveau). Enfin, une sialylation en
a2,6 de la GalNAc initiale va former |'antigéne Sialyl-Tn (Ikehara et al., 1999), cette sialylation
bloguant ains I'gjout de tout autre monosaccharide sur le O-glycanne. Ces deux antigenes,
exprimés dans la plupart des tumeurs du sein, sont associés a |’ agressivité tumorale et notamment a
laformation de métastases (Wang et al., 1997 ; Julien et al., 2005).

C’ est seulement sur les noyaux 2 et 4 que s gjoute e squel ette pol ylactosaminique bien que dans de
rares cas il puisse étre gjouté par éongation du noyau 1. Il consiste en une chaine de taille variable
dont le maillon de base est |e disaccharide Gal-GIcNAc. La chaine sera dite de type « néolacto » ou
de type | lorsque le Gal est lié ala GICNAc par une liaison $1,3. Elle sera dite de type Il ou de la
série « lacto » lorsgue le Gal est lié par une liaison 1,4 ala GICNAC, cette chaine étant également

connue sous le nom d antigénei (Figure 4).

Chaines detype | ou dela série « néolacto »

---Galp1,3GIcNAc 1,3 Galp1,3GIcNAC B1,3 GalB1,3GIcNAC---

Chaines detype |l ou dela série « lacto »

---Galp1,4GIcNAc p1,3 Galp1,4GIcNAC B1,3 Galp1,4GIcNAC---

Antigenei

Structure branchée
Galp1,4GIcNAC

\B1,6

Galpl,4GIcNACc p1,3 Galp1,4GIcNAc p1,3 Galp1,4GIcNAC----

/B13
Galpl,4GIcNAC
G J

Antigenel

Figure 4 : Les chaines polylactosaminiques constituant le squel ette des O-glycannes

Par ailleurs, ce squelette polylactosaminique peut avoir a son extrémité des structures branchées. A
titre d’ exemple, une GICNACc appartenant a un maillon de type Il peut venir se fixer par une liaison

B1,6 sur le Ga de la chaine sgquelettique, ce type de branchement éant connu sous le nom
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d antigene | (Figure 4). A lavariabilité de taille de la chaine et a son degré de branchement s goute

la nature des structures périphériques qui augmente la diversité des O-glycannes.

Les étapes finales de la biosynthése des O-glycannes dépendent majoritairement de la sialylation et
de lafucosylation du dernier maillon disaccharidique du squelette, et plus rarement de I’ addition de
galactose ou de N-acétylgalactosamine. Ces modifications de la périphérie des glycannes ont lieu
dans un ordre bien précis, la structure qui résulte de I’action d'un type de glycosyltransférase ne
pouvant pas étre forcément utilisée comme substrat par n'importe quelle autre enzyme. Ainsi,
I"gjout d’'un Gal ou d' une GalNAc doit toujours avoir lieu avant I’gout d un acide sialique, lui-
méme devant étre greffé avant un fucose. Ces structures périphériques ont des propriétés

antigéniques qui pour beaucoup sont en rapport avec les groupes sanguins et tissulaires A, B, O et

Lewis (Figure5).
Fucal,2Gal p1,3GIcNAc Gal GIcNAC NeuAca2,3Gal (1,3GIcNACc
/al4 / 0l4 Jol4
Fuc L Fuc Lef Fuc
; a
A T 4 Siayl L€e
Galp1,3GIcNAC
Ga NAC\ul 2 Gal 1,3GIcNAC Gal
Gal p1,3GIcNAC /12 \o13
/ 12’ Fuc Gal p1,3GIcNACc
* H /01,2
Fuc A Fuc B
Gal p1,4GIcNAc
GalNAc Jul.2 Gal
PN Fuc \el3
al B1,4G|CNAC Gal B1,4G|CNAC
Fuc/ULl’2 hN T 7 /01,2
GalpL4GIcNAC Fuc
Fucal,2Gal p1,4GIcNAC Gal p1,4GIcNAc NeuAca2,3Gal f1,4GIcNAC
/01,3 /al3 013
Fuc Fuc Fuc
Le Let Sialyl Le*

Figure 5 : Exemples de structures périphériques retrouvées sur les O-glycannes et impliqués dans le déterminisme des
groupes sanguins. La liaison 41,3 formant les oligosaccharides de type | est représentée en bleu, la liaison 51,4 des
oligosaccharides de type |1 est représentée en rouge.
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1.1.2. Les O-glycannes de type GAG

Les glycosaminoglycannes (GAG) peuvent représenter jusgu'a 95% de la masse des
protéoglycannes. Ces GAGs sont de longues chaines glucidiques non ramifiées dont les maillons
sont une unité disaccharidique qui est en genéral composee de |’ association d’ une osamine (N-
acétylglucosamine ou N-acétylgalactosamine) et d’un acide uronique (acide glucuronique ou acide
iduronique). La nature des deux monosaccharides et de la liaison gu’ils forment ont permis de
classer les glycosaminoglycannes en quatre familles: les chondroitines sulfates, les dermatanes

sulfates, les héparanes sulfates et |es kératanes sulfates (Tableau I).

Tous les maillons des chaines de dermatanes et d’ héparanes sulfates ne sont pas identiques, certains
pouvant contenir de I’ acide glucuronique a la place de |’ acide iduronique. L’ acide iduronique est le
résultat de I’ épimérisation du carbone 5 de I’ acide glucuronique et cette réaction n'alieu que sur le
GAG d§ja synthétisé. Ainsi I’ hétérogénéité observée entre les différents maillons de ces chaines

vient du fait que la5-épimérase n’ agit pas systématiquement sur toutes |es unités disaccharidiques.

Tableau | : Structure et degré de sulfatation des différents types de glycosaminoglycannes (GAG). GIcUA : acide
glucuronique ; IdUA : acide iduronique ; GIcNH,: glucosamine; Gal : galactose; GalNAc : N-acétylgalactosamine ;
GlcNAC : N-acétylglucosamine

GAG Unité disaccharidique Repport _
Nombre SO,“/Nombre maillons
Chondroitines sulfates (GlcUAB1,3GalNAC) 1,4 0,2-2,3
Dermatanes sulfates (IdUAal,3GaNAC),p1,4 1-2
Héparanes sulfates (IdUABL,AGIcNH2)0l,4 0,2-2
K ératanes sulfates (Galp1,4GIcNAC)p1,3 0,9-1,8

Les GAGs sont des molécules ayant une forte charge négative due a la présence de groupement
sulfates tout au long de la chaine. L’ addition de ces groupements alieu au niveau des carbones 4 de
la GalNAc, 2 des acides uroniques, 6 des osamines et 3 des N-sulfoGICNAc. La sulfatation de ces
chalnes n’est pas homogene et on peut observer des zones fortement sulfatées alors que d’ autres le

seront a peine.
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A I’ exception des chaines de kératanes sulfates, directement greffées sur des N-glycannes ou des O-
glycannes de type mucine, la liaison protéineGAG seffectue par I'intermédiaire d'un
tétrasaccharide dit de liaison, GICUAPB1,3Gap1,3Gap1,4Xyl (Fondeur-Gelinotte et al., 2006), lié
en Bl sur le groupement hydroxyle d' une sérine (Figure 6). La biosynthése du protéoglycanne

s effectue au niveau de |’ appareil de Golgi.

GAG T etv asaccharide de hiaison

f \ [ 1 Protéine
— coeur

Figure 6 : Représentation schématique d’un protéoglycanne de type chondroitine, dermatane et héparane sulfate. Les
liaisons entre les différents monosaccharides sont indiquées en gris. GIcUA : acide glucuronique; Gal : galactose;
Xyl : xylose. n représente |a répétition des unités disaccharidiques (voir Tableau I)

Lataille de la protéine coaur qui porte le glycanne, allant de 20 4500 kDa, la variabilité de lataille
de la chaine du GAG, son degré de sulfatation et d épimérisation font des protéoglycannes des

mol écul es présentant une infinité de combinaisons structurales.

Les protéoglycannes sont retrouveés dans certains compartiments cellulaires mais seront surtout des
congtituants de la surface cellulaire et de la matrice extra cellulaire (MEC) ou ils forment un gel
hydraté dont la taille des pores et |a densité des charges varient en fonction des GAG présents. Leur
réle est alors dassurer une résistance aux chocs meécaniques (Schonherr et al., 1995). Leur
implication a également été démontrée au cours de la morphogénese. En effet, de part leur viscosité,
les protéoglycannes facilitent les migrations cellulaires (Sanes, 2003 ; Spicer et Tien, 2004). Par
ailleurs, ces structures glycanniques, tres denses, sont de véritables piéges pour certaines molécules
notamment lors de la réponse immunitaire. Les cellules infectées produisent des cytokines pro-
inflammatoires qui vont étre piégees par le GAG ce qui aura pour conséquence la formation d’ une
sorte de piste qui va faciliter le trgjet du leucocyte vers le site infectieux (Middleton et al., 2002).
Cette propriété peut également étre un inconvénient dans une pathologie comme le cancer. En effet,
I"accumulation dans les GAGs de protéines sécrétées par les cellules cancéreuses favorise la
progression tumorale (Yip et al., 2006). De plus, le profil d’expression des protéglycannes de la

surface cellulaire est modifié durant la tumorigénése. Ces modifications perturbent les interactions
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cellule-cellule et favorisent la libération de cellules métastatiques (Yip et al., 2006). Pour toutes ces

raisons, |les protéoglycannes deviennent de véritables cibles thérapeutiques contre le cancer.

En plus de celles présentées dans le paragraphe précédent, les propriétés des protéoglycannes sont
trés nombreuses et peuvent étre citées a titre d’exemple le réle anti-oxydant des chondroitines
sulfates vis-avis des radicaux libres (Campo et al., 2006) ou les propriétés anticoagulantes de
I”héparine, un dérivé de I’héparane sulfate (Petitou et al., 1988). Enfin, ils sont des ligands de
certains pathogenes (Reeder et al., 1999 ; Portugal et al. 2008).

1.1.3. La O-mannosylation

Ce type de O-glycosylation alongtemps été considéré comme une specificité de lalevure. En effet,
de trés nombreuses protéines de la paroi cellulaire portent ce genre de modification (Strahl-
Bolsinger et al., 1999). La O-mannosylation est méme essentielle pour la viabilité de lalevure, son
absence affectant profondément la structure et la rigidité de la paroi. De méme pour certains
champignons pathogénes comme Candida albicans dont le métabolisme cellulaire et le pouvoir
virulent sont perturbéslorsqu’il y aun défaut de O-mannosylation (Timpel et al., 1998).

Les O-mannosylglycannes sont assez atypiques chez les mammiferes, cette glycosylation a été
initialement trouvée sur les chondroitines sulfates (Finne et al., 1979) et ne sera par la suite
observée que sur un nombre limité de glycoprotéines du cerveau, des nerfs et des muscles
squelettiques (Endo, 2004). La protéine O-mannosylée la mieux décrite est |’ a-dystroglycanne qui
se fixe a la laminine par son O-mannosylglycanne et participe ainsi au maintien de la structure
cellulaire et aux interactions matrice-cellule (Chibaet al., 1997 ; Sasaki et al., 1998).

La biosynthése du O-mannosylglycanne débute dans le réticulum endoplasmique par le transfert
d'un mannose sur le groupement hydroxyle d' une chaine latérale de sérine ou de thréonine
(Figure 7). Ce transfert peut étre réalisé par deux enzymes, POMT1 (Jurado et al., 1999) et POMT2
(Willer et al., 2002) qui utilisent le Dolichol phosphate mannose comme substrat donneur. 1l ne
semble pas qu'il y ait de séquence consensus de O-mannosylation mais une proline a proximité
d'une sérine ou thréonine la favorise (Strahl-Bolsinger et al., 1999). La suite de la biosynthese est

réalisée au niveau de I’ appareil de Golgi et consiste au transfert d’ une N-acétylglucosamine sur le
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mannose par une liaison al,2 (Figure 7). L’ enzyme responsable de ce transfert est POMGNT1 dont
I’ activité s avere spécifique de ce type de glycosylation (Taniguchi et al., 2003). Les autres étapes
de I’éongation du O-mannosylglycanne consistent au transfert d’ un galactose et d'un acide sialique

(Figure 7) mais les enzymes impliquées n’ ont pas été identifiées.

- Siat?

. GalT#? Man

GIcNAc

POMGnT1 Gal

08 KO)

NeuAc

POMT1 /POMT2

2
|
N SIT S

Figure 7. Représentation schématique d’'un O-mannosylglycanne. Les enzymes responsables de la formation du
glycanne sont indiquées en rouge. Seules les enzymes POMT1, POMT2 et POMGNT1 ont pu &tre identifiées.

La O-mannosylation est une glycosylation qui joue un réle trés important dans le développement
musculaire et cérébral. Il existe en effet chez I'homme des pathol ogies de dével oppement associées
a des défauts de la biosynthése des O-mannosylglycannes. Par exemple, laMEB (Muscle Eye Brain
disease) est une maladie pour laquelle les patients présentent une dystrophie musculaire et des
malformations cérébrales et oculaires (Taniguchi et al., 2003). Cette maladie est imputable a
I"absence de POMGNT1 dont le gene présente des mutations non sens dans sa région codante. La
WWS (Walker Warburg Syndrom) va présenter les mémes symptomes mais de fagon plus sévere
gue laMEB du fait de I’ absence de POMT1 fonctionnelle.

1.1.4.La O-fucosylation

La mise en évidence de ce type de O-glycosylation date de 1975 sur des protéines isolées dans les

urines humaines (Hallgren et al., 1975). Elle consiste au transfert d’ un fucose sur une sérine ou une
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thréonine, le glycanne pouvant ensuite étre allongé ou non. La O-fucosylation est tres ciblée car les
O-fucosylglycannes ne se retrouvent qu’au niveau de protéines ayant des motifs EGF (Epidermal
Growth Factor) (Harris et Spellman, 1993) et TSR (Thrombospondin type | Repeat) (Hofsteenge et
al., 2001).

Contrairement aux autres types de O-glycosylation, des séquences consensus de O-fucosylation ont
été identifiées. Les motifs EGF et TSR contiennent dans leurs séquences 6 résidus de cystéines
impligués dans la formation de ponts disulfures (Figure 8) qui stabilisent la structure
tridimensionnelle des motifs. La séquence consensus de O-fucosylation sur les motifs EGF est
C?X45(S/T)C? (Shao et Haltiwanger, 2003) ol C? et C* représentent les deuxiéme et troisiéme
cystéines du domaine aors que le site consensus de O-fucosylation des motifs TSR (Figure 8B) est
WXsCX23(ST)C?X2G (Luo et Haltiwanger, 2005), C' et C? étant les premiére et deuxiéme

cystéines du domaine.

'd A\
SDGDQC'ASSPC’QNGGSC K DQLQSY I C*FC LPAFEGRBC’ETHK D
(¢ J —

i N
WGPWSPWDIC'SVTC’GGGVQRL SRL C°NNPAPQFGGK DC*VGDVTENQIC’NKQDC P
\ | J /

Figure 8: Représentation schématique des motifs EGF et TSR. En (A) le motif EGF du facteur de coagulation 1X
humain et en (B) la sequence du motif TSR2 de la thrombospondine | humaine. Les cystéines conservées des motifs sont
représentées en bleu ainsi que les ponts disulfures qu’ elles forment. Les sites de O-fucosylation sont indiqués en rouge.

La premiére étape de la biosynthese consiste au greffage du résidu de fucose sur la protéine. Deux
enzymes assurant cette fonction ont été identifiées: Pofutl (Protéine O-fucosyltranférase 1) et
Pofut2 (Protéine O-fucosyltranférase 2). Chacune de ces enzymes va jouer un role particulier. En
effet, Pofutl est responsable de la O-fucosylation des motifs EGF (Wang et al., 1996) et Pofut2 sera
responsable de la O-fucosylation des domaines TSR (Luo et al., 20062 ; Luo et al., 2006°). Dans les
deux cas, cette étape a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, les enzymes Pofutl (Luo et
Haltiwanger, 2005) et Pofut2 (Luo et al., 2006°) ayant été localisées dans ce compartiment.
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Dans le cas des motifs EGF, le O-fucosylglycanne pourrarester al’ état de monosaccharide (Facteur
VIl humain de coagulation) mais aura également la possibilité d étre alongé (Facteur 1X).
L’ éongation de la chaine glycannique s effectuera alors dans |’ appareil de Golgi et débutera par le
transfert sur le fucose d' une N-acétylglucosamine. Cette élongation pourra se poursuivre par
I’addition d’'un galactose puis d'un acide siaique (Figure 9A). Les O-fucosylglycannes des
domaines TSR semblent structuralement plus simples. Ils sont généralement présents a I’ état de
monosaccharide, mais il arrive qu'ils soient sous forme de structure disaccharidique sur des
protéines telle que la thrombospondine ou le glucose est lié au fucose par une liaison 1,3
(Hofsteenge, 2001 ; Gonzalez de Peredo, 2002) (Figure 9B).

A Fucose O Gal
B clcnac @ Gle

’ NeuAc

a2,3/6 € Siat

Bl,'q f—— B@G)!Tl

B1,3 &——P3GIcNACT { % B3GIcT
a1 O €« Pofutl Pofut 2
czxd_s( _L)c\ fwmclxz 3( _L)Cszr-\

Figure 9: Représentation de O-fucosylglycannes. En (A), un fucosylglycanne fixé a un motif EGF, en (B) un exemple
de fucosylglycanne dans un domaine TSR. Les enzymes impliquées dans le transfert de chaque ose sont indiquées en
bleu et la liaison formée entre les différents monosaccharides est indiquée en rouge.

Ces O-fucosylglycannes interviennent dans plusieurs processus physiologiques. A titre d exemple,
on pourra citer le fait que les O-fucosylglycannes du Facteur VII stabilisent les nombreux
récepteurs a Ca®* présents dans les domaines EGF. Cette stabilisation permet ainsi d’ augmenter
I’ affinité ligand-récepteur (Kao et al., 1999). Par ailleurs, la O-fucosylation des domaines EGF de
I" activateur du plasminogéne (Rabbani et al., 1992) et de Notch (Chen et al., 2001) est a la base de
I"induction des cascades de signalisation initiées par ces récepteurs. Enfin, |’étude de la O-
fucosylation des motifs TSR étant récente, peu de choses sont connues. Cependant, leur importance
a pu étre démontrée dans I’ interaction de la thrombospondine avec certains de ces partenaires dont

CD36 et qui lui confére des propriétés anti-angiogénique (Adams et Tucker, 2000).
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1.1.5. La O-glucosylation

Elle consiste au transfert d'un résidu de glucose sur des sérines ou thréonines présentes dans les
motifs EGF ou EGF-like de nombreuses protéines de surface (Harris et Spellman, 1993). Elle a été
mise en évidence sur les facteurs de coagulation VII et IX bovins (Hase et al., 1988) puis sur
d autres protéines comme le récepteur Notch et ses ligands (Moloney, Shair et al., 2000), la
proténe ZP humaine impliquée dans lafécondation (Nishimuraet al., 1989) et bien d’ autres.

Le O-glucosylglycanne peut rester sous forme de monosaccharide mais des formes allongées de
type Xylal,3GIcB1-SIT ou Xylal,3Xylal,3GIcf1-S/T ont été décrites. L' analyse comparative des
différentes protéines portant ce type de glycosylation a permis I’identification d'un site consensus
de O-glucosylation. Le glucose est ainsi transféré sur des motifs C'XS/TXPC? des domaines EGF.
Cependant, a ce jour, aucune enzyme assurant le transfert de ce glucose n’a été mise en évidence
dans le regne animal contrairement au regne végétal ou plusieurs O-glucosyltransférases ont été
identifiées (Veach et al., 2003). Par ailleurs, les fonctions biologiques associées aux O-

glucosylglycannes restent a déterminer.

1.1.6.La O-N-acétylglucosaminylation (O-GIcNAcylation)

Cette modification post-traductionnelle consiste au simple transfert d'un résidu de N-
acétylglucosamine sur des sérines ou thréonines. Le greffage est réaisé par une enzyme trés
conservée chez les eucaryotes, la O-GIcNAc Transférase, qui a la particularité d étre a la fois
localisée dans le cytosol et e noyau des cellules (Akimoto et al., 1999). Il y aen effet jusqu’ a 65%
d’identité entre I’enzyme humaine et I’enzyme de Caenorhabditis elegans (Lubas et al., 1997) et
presque 100% avec I’enzyme murine (Nolte et al., 2002). Cet état de conservation inter espéce
laisse présager du role essentiel joué par la O-N-acétylglucosaminylation. Son importance est
d ailleurs confirmée par le fait que des cellules ES (Embryonic Stem) murines dél étées pour ce gene
entrent en apoptose (Shafi et al., 2000).
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Il existe une relation entre la O-N-acétylglucosaminylation et la phosphorylation qui s effectuent
aternativement sur les mémes résidus de sérine et de thréonine (Comer et Hart, 2001). Une O-
GIcNAcase, identifiée en 1994 par Dong et al., clive la GICNAc qui peut aors étre remplacée sur la

sérine par un groupement phosphate.

De nombreuses protéines porteuses de cette modification ont été mises en évidence dans le noyau et
le cytosol des cellules (Torres et Hart, 1984). Parmi celles-ci sont retrouvées I’ ARN polymérase |
(Kelly et al., 1993), des facteurs de transcription (Spl, NF-k), des protéines du cytosquelette (Tau,
vinculine), des proto-oncogenes (c-myc, c-jun) ou encore des suppresseurs de tumeur (p53) (Shafi
et al., 2000). Découverte il y a 25 ans (Torres et Hart, 1984), les fonctions biologiques associées a
la O-N-acétylglucosaminylation commencent a peine a étre identifiées et restent a ce jour encore
mal connues. Certaines équipes émettent I’ hypothése qu’ elle serait un signal d’ adressage nucléaire
(Guinez et al., 2005) mais qu’elle aurait cependant de nombreuses autres fonctions. Elle est certe
indispensable a la bonne localisation de la protéine c-myc mais est également essentielle pour sa
stabilité (Kamemura et al., 2002). La O-GIcNAcylation modifie le pouvoir transactivateur de Sp-1
(Roos et al., 1997) et elle favorise I activation de la transcription induite par p53 et NF-xf3 (Y ang et
al., 2006). Enfin, de récentes études montrent son implication dans des pathologies comme le
diabéte et lamaladie d’ Alzheimer (Dias et Hart, 2007), ce qui ouvre de nombreuses perspectives de

recherche.

1.1.7. Implications physiologiques de la O-glycosylation

La description des différents types de motifs O-glycosidiques faite dans les paragraphes précédents
nous a permis de mettre en évidence |’ extréme diversité structurale des O-glycosylprotéines. Bien
gue tres différents les uns des autres, O-glycannes de type mucine, GAG, etc... partagent des
propriétés communes tant au niveau macromoléculaire qu’ au niveau de la cellule ou de I’ organisme.
De plus, la multiplication de ces structures est loin d’ étre accessoire puisque chague O-glycanne a

des fonctions physiologiques qui peuvent lui étre propres.

Au niveau moléculaire, leur présence est nécessaire dans le maintien de la structure tertiaire des
protéines qui les porte. Ce r6le est méme primordial dans le cas des mucines dont les propriétés
physicochimiques sont dépendantes des glycannes comme il le sera aussi pour beaucoup d’ autres
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protéines. A titre d’ exemple, le récepteur de la neutrophine doit son orientation a la présence de son
O-glycanne (Chapman et al., 1996). Parallélement a ce réle conformationnel, les O-glycannes ont
une fonction protectrice vis-avis de la protéolyse. En effet, la densité des chaines glycanniques au
niveau des régions hyperglycosylées de la mucine MUC1 masqgue les sites de protéolyse et empéche
sa dégradation (Hanisch et al., 2003). Ce mécanisme a également été observé pour la protéine MT1-
MMP (membrane type-1 matrix metalloproteinase) (Remacle et al., 2006) et pour |I'IGFBP-6
(Insulin-like growth factor binding protein-6) dont une hypoglycosylation favorise leur dégradation
(Marinaro et al., 2000).

Les structures terminales des O-glycannes sont en général associées a des antigénes. Aing, ils sont
impliqués dans de nombreuses interactions de types cellule-cellule, cellule-protéine ou encore
cellule-pathogéne. Au cours du développement, neuronal la présence de I'antigéne Lewis' est
essentielle pour lamigration et I’ adhésion de ces cellules (Brito et al., 2007). De méme, la présence
des antigenes Sialyl-Lewis" et 6-sulfo Sialyl-Lewis" est indispensable au recrutement des leucocytes
au niveau du site inflammatoire (Lowe, 2003), ces deux derniers épitopes feront d'ailleurs I’ objet

d’ un chapitre de ce manuscrit.

De nombreuses modifications du profil d’expression de certains de ces épitopes sont observées au
cours du développement tumoral. Les antigénes tissulaires Lewis (Figure 6) sont ainsi surexprimeés
durant le cancer de I’ estomac (Sakamoto et al., 1989), du colon (Cooper et al., 1991) et du poumon
(Jordon et al., 1989). Dans ces deux derniers cancers, une surexpression des antigénes Tn et
SialylTn est également observée (Julien et al., 2005). De maniere générae, |’ apparition de ces
structures antigéniques affecte les interactions cellulaires et est généralement associée a un stade

avanceé de latumorigénese.
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1.2.LaN-glycosylation

Les N-glycoprotéines représentent la classe la plus nombreuse des glycoprotéines (Vijay, 1998). La
N-glycosylation, trés conservée au cours de |’évolution, est retrouvée dans toutes les cellules
eucaryotes, et ce, que I’organisme soit mono (levures, parasites) ou pluricellulaires (animaux,
Végétaux ou insectes) (Spiro, 2002). La N-glycosylation se révéle nécessaire au bon fonctionnement
de lacélule. En effet, elle s avere indispensable a la survie de la cellule (Kukuruzinska et Lennon-
Hopkins, 1999) et des défauts dans sa biosynthése entrainent chez I’homme des pathologies rares
regroupées sous le terme de CDG (Congenital Disorder of Glycosylation). Ces maladies ont plus ou
moins de conségquences et peuvent se traduire par des troubles neurologiques, intestinaux, etc...
(Jaeken et Matthijs, 2007). Par ailleurs, tout comme les O-glycannes, les structures N-glycanniques
présentent une tres grande variété structurale qui va de paire avec une grande diversité de leur
implication au cours de différents processus physiopathologiques. Il aains été mis en évidence que
les N-glycannes jouaient un réle essentiel pour la clairance des glycoprotéines sériques (Ashwell
and Morell, 19742 % ®) et qu'ils intervenaient entre autres au cours de la différenciation cellulaire
(Kim et al., 2007) et du développement tumoral (Kanoh et al., 2008).

1.2.1. Biosynthése des N-glycannes

Contrairement a la O-glycosylation pour laquelle il existe de nombreuses variétés (type mucine,
GAGs, O-fucoylation, etc...), tous les N-glycannes partagent un unique et méme noyau, appelé
coaur pentasaccharidique (Figure 10B), qui est greffé sur I’ atome d’ azote de la chaine latérale d' une
asparagine de la protéine. Ce noyau commun, assemblé dans le réticulum endoplasmique, est
constitué de deux résidus de N-acétylglucosamine et de trois résidus de mannose (GIcNAc,Mans),
le glycanne étant fixé sur la protéine par I'intermédiaire d’un des résidus de GIcNAc. Aing, la
diversité structurale observée sur les N-glycannes provient de la variété des structures périphériques

qui seront greffées sur le coaur pentasaccharidique dans I’ appareil de Golgi.
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1.2.1.1. Dans le réticulum endoplasmique

La premiere éape de la biosynthése des N-glycannes a lieu dans la lumiere du réticulum
endoplasmique rugueux (RER). Ceci implique que les protéines qui vont subir cette glycosylation
soient des protéines membranaires, résidentes des différents compartiments de la voie de sécrétion
ou encore secrétées. |l y a donc nécessité pour ces différentes protéines a étre transloquées dans le
RER de maniére co-traductionnelle (Roth, 2002). La séguence signal de translocation, courte
séquence peptidique localisée dans la partie N-terminale de la protéine en cours d’'éongation
(Rapoport et al., 1999), est clivée par une peptidase une fois la protéine synthétisée.

La biosynthése du noyau des N-glycannes ne s effectue pas directement sur la protéine de maniére
ségquentielle. Un glycanne précurseur de type GlcsMangGICNAC, est dans un premier temps
transféré « en bloc » d'un transporteur lipidique active, le dolichol, vers une asparagine contenue
dans la séquence consensus N-X-S/T (ou X représente n’importe quel acide aminé al’ exception de

laproline) de laprotéine en cours d éongation (Gavel et Heinje, 1990 ; Pan et Elbein, 1990).

La biosynthése et e greffage du glycanne précurseur s effectue en plusieurs étapes (Figure 10). La
premiere (Figure 10A (1)) consiste en I’ activation par phosphorylation du dolichol, qui est un lipide
membranaire du réticulum. Un premier résidu de GIcNAc phosphate est alors transféré sur le
dolichol phosphate. Ce monosaccharide est greffé par la GICNAc phosphate transférase a partir de
I"UDP-GIcNAC et aboutit a la formation du dolichol-P-P-GIcNAc. Celui-ci devient alors le substrat
pour une seconde GICNACc transférase afin de synthétiser le dolichol-P-P-GICNAc, (Figure 10A
(2)). Sen suit I’obtention du glycanne dolichol-P-P-GIcNAc;Mans par |’ addition séquentielle de
5résidus de mannose. Ces mannoses sont transférés par, dans I|'ordre, une 1,4
mannosyltransférase, une al,3 puis une ol,6 mannosyltransférase et enfin deux al,2
mannosyltransférases différentes qui utilisent toutes le GDP-Man comme substrat donneur (Figure
10A (3)).
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Figure 10: Le glycanne précurseur du noyau des N-glycannes. En (A) est représenté la voie de biosyntheése de ce
glycanne et son transfert sur la protéine dans le RER. Sa formation débute par la synthése sur le dolichol du
pentasaccharide GIcNAc,Mans a la face cytosolique du RER (étapes 1 & 3). Aprés un mécanisme dit de « flip-flop »
(étape 4), la synthése du glycanne se poursuit a la face luminale du RER jusgu’a I’ obtention du GlcsMangGIcNAC,
(étapes 5 et 6), les 4 derniers résidus de mannose étant apportés par le Dol-P-Man et les 3 glucoses par le Dol-P-Glc.
Le glycanne est alors transféré en bloc sur I'asparagine de la protéine en cours d' élongation a I'aide du complexe
enzymatique oligosaccharyltransférase (OST) (étape 7). En (B) est représentée |la structure de ce glycanne précurseur,
avec en rouge, les liaisons existant entre chaque monosaccharide, le coaur pentasaccharidique commun a tous les N-
glycannes est grisé.

Les premieres étapes de la biosynthése du glycanne précurseur ont lieu au niveau de la face
cytosolique du RER. Apres synthese du dolichol-P-P-GIcNAc,Mans, il se produit une translocation
du glycanne et de son socle lipidique par un meécanisme de basculement dit «flip-flop »
(Figure 10A (4)) facilité par I'enzyme Rftl (Helenius et al., 2002). La synthese du précurseur se
poursuit alors alaface luminale du RER (Abeijon et Hirschberg, 1992).
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Il'y a ensuite transfert de 4 résidus de mannose (Figure 10A (5)) par 4 mannosyltransférases
différentes. Elles utilisent comme substrat donneur le Dol-P-Man qui est synthétisé a la face
cytosolique du réticulum par la Dol-P-Man synthase (Figure 10A (5)). Cette enzyme a également la
propriété de transloquer le Dol-P-Man néo synthétisé a laface luminale du réticulum ou il est utilisé
par, respectivement, une 1,3, une al,6 et deux al,2 mannosyltransférases (Figure 10A (5)). La
synthése du glycanne précurseur s achéve enfin avec le greffage de 3 résidus de glucose par deux
al,2 et une al,3 glucosyltransférases ((Figure 10A (6)). Ces enzymes utilisent comme substrat
donneur du Dol-P-Glc qui provient de I’addition d'un glucose sur le dolichol par la Dol-P-Glc
synthase du c6té cytosolique (Figure 10A (6)). Comme le Dol-P-Man, le Dol-P-Glc est transloqué
par un mécanisme de « flip-flop » alaface luminale avant d étre utilisé. A lasuite du greffage des 3
résidus de glucose, le glycanne précurseur GICNAc;MangGlc; est aors transféré « en bloc » sur la
protéine en cours d’ élongation (Figure 10A (7)) au niveau des séquences consensus (N-X-S/T). La
réaction est catalysée par un complexe enzymatique appel € oligosaccharyltransférase (Silberstein et
Gilmore, 1996). Le dolichol pyrophosphate (Dol-P-P) subit alors une seconde translocation avant
d’ étre pris en charge par une dolichol pyrophosphatase qui éimine un phosphate et permet d’ obtenir

un nouveau Dol-P qui sera utilisé pour la synthese d’ un autre précurseur de N-glycannes.

Lie alaprotéine, le glycanne précurseur (Figure 10B) va jouer un role important dans « le contréle
qualité » de la structure tertiaire de la protéine en interagissant avec la calnexine et la caréticuline.
Si la protéine passe cette étape de vérification, les dernieres étapes de biosynthése du glycanne dans
le réticulum peuvent continuer. Elles consistent au retrait sequentiel des 3 glucoses et du mannose
central. La coupure du glucose lié en 01,3 est catalysée par la Glucosidase | alors que les autres
glucoses, liés en al,2 (Figure 11) sont clivés par la Glucosidase 11 (Kornfeld et Kornfeld, 1985).
Pour terminer, il y a clivage du résidu central de mannose par la mannosidase | réticulaire pour
aboutir au glycanne GIcNAc;Mang (Figure 11), signal d adressage de la protéine vers I’ appareil de
Golgi.

1.1.1.2. Dans |’ appareil de Golgi

Le transport des N-glycoprotéines du réticulum vers le Golgi est un transport vésiculaire. Le
glycanne GIcNAc,;Mang interagit avec la protéine membranaire ERGIC 53, cette interaction
déclenchant |a formation des vésicules et donc I'initiation du transport (Helenius et Aebi, 2001). Par
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ailleurs, les N-glycannes de certaines glycoprotéines résidentes du réticulum endoplasmique doivent
subir une maturation dans |’ appareil de Golgi. Une fois |’ élongation de leur glycanne terminée, ces

protéines sont rapatriées au réticulum par un mécanisme de transfert rétrograde (Mancias et

Goldberg, 2005).
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Figure 11 : La maturation des N-glycannes dans le réticulum endoplasmique et |’ appareil de Golgi. Dans le réticulum,
les 3 glucoses (étapes 1, 2 et 3) puis le mannose central (étape 4) sont clivés du glycanne précurseur. Dans I appareil
de Golgi, les premiéres étapes consistent a retirer d’ autres mannoses (étape 5) et d ajouter d’ autres monosaccharides
(Gal, Fuc, NeuAc...) sur le glycanne (étapes 6 a 11). A droite de chaque compartiment sont indiquées les familles de
glycosyltransférases intervenant dans la maturation golgienne des N-glycannes.

46



Exposé bibliographique

Le transfert réalisé, la maturation des glycannes des N-glycoprotéines s effectue tout au long d’ un
cheminement dans les différents compartiments golgiens (Figure 11). Les premiéres étapes dans le
cis-Golgi correspondent a I’ élimination par la mannosidase | des structures mannosidiques (Figure
11 (5)) ; ces clivages permettent |’ obtention de structures allant de 8 & 5 mannoses. Les glycannes
sont ainsi élaborés grace a |’ action séquentielle de différentes glycosidases et glycosyltransférases
réparties dans les compartiments médians et Trans-Golgi ; le greffage des oses périphériques que

sont les acides sidiques et le fucose étant réalise dans le réseau trans-golgien.

1.2.2. Structures et diversité des N-glycannes

La diversité des N-glycannes est quasiment illimitée. Elle Sexplique par le nombre et
I"hétérogéenéité des antennes portées par le glycanne, par le type et la longueur des chaines
glycanniques et aussi par I’anomérie de liaison (a. ou B) liant les différents oses entre eux. Il existe
globalement 3 types de N-glycannesdéfinis par les ramifications portées par le coaur
pentasaccharidique GIcNAc,Mans (Figure 12) : le type oligomannosidique, e type complexe et le
type hybride (Geisow, 1991). Les proportions de chacun de ces glycannes varient en fonction de
I’ espece, du type cellulaire mais aussi de I’ état physiologique ou pathologique de la cellule (stress,

inflammation, cancer...).

Les N-glycannes de type oligomannosidique possedent de 2 a 6 résidus de mannose greffés sur le
caoaur pentasaccharidique. Ils sont retrouveés chez la plupart des organismes eucaryotes mais absents
chez le poisson zebre Danio Rerio (Guérardel et al., 2006). En revanche, ils sont majoritaires chez
la levure comme Saccharomyces cerevisiae chez qui des structures contenant plus de 100 résidus
ont été retrouvées (Tanner et Lehle, 1987). Ces chaines hypermannosylées sont trés souvent

immunogenes chez I’ homme.

Les N-glycannes complexes possedent un noyau sur lequel une N-acétylglucosamine est liée en
1,2 sur chacun des mannoses terminaux. Les antennes des glycannes complexes sont élaborées a
partir de ces résidus GIcNAc sur lesquels se greffent par une liaison f1,3 ou 1,4 un résidu de
galactose. A la structure GICNACcB1,3/4Ga (N-acétyllactosamine) peuvent, dans certains cas,
s gjouter un fucose sur la GICNAc en 01,3 (Mammiferes) ou a1,4 (Mammiferes et Plantes) et/ou un
acide sidique lié en 02,3 ou 02,6 sur le galactose (Kornfeld et Kornfeld, 1985). De plus, en fonction
des espéces |le galactose peut porter comme chez I’homme et certains singes un fucose lié en al,2
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(Kobata, 1984) ou chez les autres mammiféres un autre galactose lié en a1,3 (Eckhardt et Golstein,
1983).
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Figure 12 : Les trois différents types de N-glycannes présents chez les eucaryotes. Pour chacun d entre eux, seul un
exemple est représenté. La partie encadrée correspond au coaur pentasaccharidique commun a tous les N-glycannes
(d'aprés Kornfeld et Kornfeld, 1985).

Les N-glycannes complexes ne se limitent pas seulement aux structures bi-antennées, des structures
tri-, tétra- (Mammiféres, Plantes, Insectes), voire penta-antennés (Oiseaux, Poissons) (Sakamoto et
al., 2000) sont également observées. De plus, la GICNACc proximae du noyau porte souvent un
résidu de fucose lié en 01,6 chez les mammiferes, en a1,3 chez les plantes, en al,3 et/ou en 01,6
chez les insectes (Oriol et al., 1999°). Il est également possible de trouver un résidu xylose greffé en
B1,2 (Plantes) (Olczak et Watorek, 2000) ou une GIcNAc en 1,4 (Mammiféres et Insectes) (Oguri
et al., 1997) sur le premier mannose du noyau. Quelques exemples illustrant ces complexifications

sont répertoriés danslafigure 13.
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Figure 13 : Les différentes structures pouvant étre présentes au niveau des N-glycannes de type complexe. La partie
encadrée correspond au coar pentasaccharidique commun entre les différents types de N-glycannes. En A, sont
représentés quel ques exemples de chaines pouvant étre retrouvées en périphérie des glycannes. En B, les modifications
potentielles pouvant se produire au niveau de la structure coaur.

Les N-glycannes hybrides, constitués de deux antennes saccharidiques de nature différente, sont des
structures intermédiaires entre les glycannes oligomannosidiques et complexes. L’ antenne issue du
résidu mannose lié en 01,3 au niveau du noyau est de type complexe aors que celle portée par le
mannose lié en ol6 est de type oligpmannosidique (Chen et al.,, 1998). Le noyau
pentasaccharidique peut, quant alui, subir les mémes modifications que |es N-glycannes complexes
(Figure 13 B).

1.2.3. Fonctions biologiques des N-glycannes

Compte tenu de la proportion de glycoprotéines porteuses de N-glycannes, les fonctions biol ogiques
pouvant leurs étre associées sont trés nombreuses. Parmi les roles principaux exercés par les N-
glycannes, il est important de citer leur implication dans le repliement tridimensionnel des
protéines, dans I’ adressage intra-cellulaire de certaines protéines (Roth, 2002). De plus, al’ extérieur
delacellule, ils favorisent les interactions avec différents acteurs de I’ environnement cellulaire tels

gue des hormones, des récepteurs, des enzymes ou encore d’ autres cellules. Quoigqu’il en soit, nous
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ne citerons pas dans les paragraphes suivants tous les exemples de fonctions associées aux N-

glycannes et seuls quelques uns seront dével oppés.

1.2.3.1. Contr6le qualité de la structure tridimensionnelle des N-

glycoprotéines

Les protéines en cours de synthése et qui S engagent dans la voie de sécrétion doivent avoir une
structure tertiaire correcte. L’ obtention de cette structure est facilitée par des proténes chaperonnes
telles que Hsp 70 (« Heat shock protein » 70 kDa), BiP (Binding Protein) également appelée Grp78
(Glucose regulated protein-78 kDa) présentes dans le RE. Lorsque la chaine peptidique néo
synthétisée entre dans le réticulum endoplasmique, €elle est prise en charge par les protéines
chaperonnes Hsp70 et BiP qui masguent les zones hydrophobes de la protéine et favorisent de fait la
bonne mise en conformation de celle-ci. Notons également que des enzymes telles que la peptidyl-
prolyl-isomérase, qui catalyse I'isomérisation cistrans des prolines, la «Protein-Disulfide
Isomerase » (PDI) et la protéine ERp57 qui contrdlent la formation des ponts disulfures (Bose et al.,
1994 ; Molinari et al., 1999) sont également impliquées dans la mise en conformation des protéines
dans le réticulum endoplasmique. Cependant et malgré la facilitation de la mise en conformation, il
arrive gue certaines protéines ne soient pas correctement repliées. La cellule, ne pouvant pas se
permettre d engager des protéines mal conformées dans la voie de sécrétion, se doit de pouvoir
effectuer un contréle de la qualité des protéines nouvellement synthétisées. Les protéines ne passant
pas ce test sont aors conduites dans une voie de dégradation appelée ERAD (« Endoplasmic
Reticulum Associated Degradation Pathway ») (Hampton, 2002 ; Kostova et Wolf, 2003).

Les N-glycannes sont particulierement impliqués dans le contréle qualité du repliement des
protéines nouvellement synthétisées dans le RE par |’ utilisation de I"'UDP-Glc: Glycoprotéine
Transférase (GT) et par des interactions avec deux lectines réticulaires (Trombetta et al., 2000), la
calnexine (CNX ; membranaire) et la caréticuline (CRT ; soluble) (Figure 14). L’interaction de la
protéine avec la CNX/CRT s effectue gréace au glycanne GIcCNAc,;MangGlc; issu de la modification
par les glucosidases | et |l réticulaires du glycanne précurseur GIcNAcMangGlc; préal ablement
transféré sur la protéine (Kornfeld et Kornfeld, 1985). Cette interaction favorise également la mise
en conformation de la protéine et sera maintenue tant que la Glucosidase Il réticulaire n’aura pas
clivéle dernier glucose restant. Une fois ce glucose éliminé, plusieurs situations sont envisageabl es.
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La GT vaévaluer dans un premier temps |’ état de la conformation de la protéine et si celui-ci n’est
pas correct, elle reglucosyle le N-glycanne afin de permettre a la protéine d effectuer un nouveau

passage dans le cycle CNX/CRT (Figure 14) jusqu’ al’ obtention de la structure native.
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Figure 14 : Mise en conformation des protéines N-glycosylées au cours du cycle de la Canexine (CNX) et de la
Caréticuline (CRT) (d'aprés Helenius et Aehi, 2004). A son entrée dans le RER, la protéine naissante est prise en
charge par des protéines chaperonnes puis par la CNX ou la CRT (I'une et I'autre étant associées a ERp57,
chaperonne assurant la formation de ponts disulfures) quand deux des glucoses du glycanne précurseur ont été enlevés
sous |’ action respective des Glucosidases | et II. Quand le résidu glucose restant est enlevé par la Glucosidase 11, les
complexes se dissocient. S la protéine est mal conformée, elle est reglucosylée par la glucosyltransférase, puis le cycle
recommence. Au bout d'un certain nombre de cycles, si la protéine demeure incorrectement repliée, et aprés|’ action de
I’a2-mannosidase, sa reconnaissance conjointe par les complexes CNX-protéine chaperonne et EDEM induit son
transport vers le cytoplasme ou elle sera dégradée. A I'inverse, lorsgue la protéine présente une conformation correcte,
elle quitte le RER pour |’ appareil de Golgi aprés avoir été reconnue par la lectine ERGIC 53 ou autre VIP36 et VIPL.

Dés que la protéine est correctement repliée et libérée du complexe CNX/Erp57 ou CNR/Erp57,
I’action de la mannosidase | réticulaire conduit a des N-glycannes de type GICNAc,;Mang (Figure
14), signa d adressage vers |’ appareil de Golgi. Cependant, si la protéine contient une séquence
KDEL dans sa partie C-terminale (Monnat et al., 2000), ou une séquence interne RXR (Scott et al.,
2003), elle restera dans le RE ou y reviendra par transport rétrograde apres un bref passage dans le
cis-Golgi (Pelham, 1996).

Le nombre de cycle glucosylation/déglucosylation n'est pas infini et certaines protéines

n’obtiendront jamais la conformation optimale. C'est ainsi gu’'une protéine déglucosylée mais
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toujours fixée au complexe CNX/protéine chaperonne peut subir I’action de la mannosidase |. La
structure GIcNAc;Mang qui en résulte est reconnue par une autre lectine membranaire, EDEM, qui
interagit avec la calnexine (Jakob et al., 2001). La double interaction de la protéine avec les
complexes CNX ou CRT et EDEM signalerait un mauvais repliement irréversible et entrainerait
alors la protéine dans un processus de dégradation (Molinari et al., 2003 ; Oda et al., 2003). Il a par
ailleurs été montré récemment que EDEM jouerait aussi |e réle de proténe chaperonne et aiderait a

lamise en conformation de la protéine (Olivari et al., 2006).

1.2.3.2. Maintien de la structure de la protéine

Du fait de leur composition et de leur taille, les N-glycannes sont capables de former de nombreuses
interactions, de type ionique ou hydrogene, qui ont une incidence directe sur la conformation de la
protéine qui les porte ; leur absence allant jusqu’ a priver la protéine de toute fonction biologique. A
titre d’ exemple, la protéine Mid2p de la membrane plasmique de Saccharomyces cerevisiae est une
protéine qui répond aux stress mécaniques subits par la paroi, et qui participe de fait au maintien de
I"intégrité de celle-ci. Cette proténe porte un N-glycanne dont la présence et la composition sont
essentielles a son activité. En effet, en absence du glycanne, il semble que Mid2p ne soit plus
capable de percevoir les modifications de la paroi cellulaire, et, de plus, lorsque la composition du
N-glycanne est modifiée la réponse au stress est retardée ce qui suggére trés fortement que ce
glycanne est directement impliqué dans |e mécanisme de reconnaissance de Mid2p (Hutzler et al.,
2008).

D’ autres exemples peuvent étre cités. Les glycosyltransférases gol giennes possedent pour la plupart
au moins un N-glycanne. Il a éé montré que I’enzyme ST3Gal V murine, qui permet la sialylation
du lactosylcéramide pour former le GM 3, est dépourvue d’ activité enzymatique lorsque ses trois N-
glycannes sont absents (Uemura et al., 2006). Ce phénomene est également observé pour d’ autres
glycosyltransférases dont I’ a1,3-fucosyltransférase IV pour laquelle il a éé prouvé chez le rat que
I’ abolition de la N-glycosylation entraine une perte totale de |’ activité (Baboval et al., 2000).

La nature des N-glycannes des fragments Fc des 1gG est particulierement importante pour la

fonction de ces anticorps. En effet, la présence de Gal terminaux favorisera la fixation du fragment
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Fc sur le récepteur C1lg ce qui augmente I’induction de la réponse CDC alors que la présence de
GIcNACc en position terminale des antennes glycanniques la diminue. Dans le méme ordre d'idée, la
réponse ADCC est augmentée lorsgue les N-glycannes ne contiennent pas de fucose lié en a.1,6 sur
le chitobiose, I'absence de ce fucose facilitant I'interaction de I'lgG avec le récepteur FcyRlIlla
(Raju, 2008).

1.2.3.3. L’adressage des protéines

Certains N-glycannes peuvent déterminer la localisation cellulaire des protéines qui les portent.
L’ exemple type est le cas des hydrolases acides qui participent a la dégradation des protéines dans
les lysosomes. En effet, I’'un des signaux d’ adressage des protéines résidentes du lysosome est
I étiquette Man-6-Phosphate qui résulte de deux étapes enzymatiques successives. La premiere
consiste a gjouter un résidu de N-acétylglucosamine-1-phosphate sur le carbone 6 de résidus de
mannose, étape catalysée par I’ UDP-N-acétylglucosamine lysosomal enzyme, N-acétylglucosamine
phosphotransférase (Kornfeld et al., 1999 ; Nair et al., 2005). L’addition de GIcNAc-1-P ne
s effectue que sur les protéines a destination du lysosome qui présentent une conformation spatiale
particuliére, a savoir une large surface de contact pour I’enzyme et la présence de deux lysines tres
espacées a la surface de la protéine (Nishikawa et al., 1999). Ce résidu de GIcNAc-1-P gjouté, la
seconde étape consiste a éliminer le résidu de GICNAc tout en laissant en place |e phosphate. Cette
réaction est catalysée par la N-acétylglucosamine-1-phosphodiester o N-acétylglucosaminidase
localisée au niveau du réseau transgolgien (Kornfeld et al., 1999). Les protéines ainsi étiquetées
sont alors reconnues par deux récepteurs, I’un cation dépendant (récepteur mannose-6-phosphate ;
Ghosh et Kornfeld, 2004), I’autre cation indépendant (Insulin-like Growth Factor 2 Receptor ;
Ghosh et Kornfeld, 2004). L’ interaction glycanne-récepteur induit alors la formation de vésicules au
niveau de la membrane de |’ appareil de Golgi a destination des endosomes. Apres fusion, du fait du
pH acide retrouvé dans ce compartiment cellulaire, la protéine se dissocie de son récepteur. Les
protéines sont ensuite acheminées vers le lysosome via les endosomes tardifs (Ghosh et Kornfeld.,
2004).

De facon moins specifique que pour les enzymes lysosomales, les N-glycannes permettent
I’ adressage du RE vers |’ appareil de Golgi des glycoprotéines correctement repliées. En effet, ala
sortie du cycle CNX/CRT, les N-glycannes sont de la forme GIcNAc;Mang et I'interaction de ce

glycanne avec une autre lectine membranaire du réticulum, ERGIC 53 (Figure 14), conduit a
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I"adressage des protéines dans I'appareil de Golgi (Hauri et al., 2002). En effet, la liaison
glycoprotéine-ERGIC 53 induit la formation de vésicules COP | et Il qui partiront une fois a
destination des vésicules cis-golgiennes. Cependant, ce transport n’est pas uniquement réalisé via
I’ERGIC 53 et d'autres lectines comme VIP36 et VIPL (Figure 14) interviennent dans I’ adressage
des glycoprotéines a destination golgienne (Helenius et Aebi, 2004).

1.2.3.4. Interactions cellule-matrice et cellule-cellule

L'adhésion de cellules entre elles ou avec la matrice extra-cellulaire est un phénoméne essentiel
pour |I"homéostasie d'un organisme. Les mécanismes d adhésion résultent de nombreux types
d'interactions protéine-protéine, que celles-ci soit hétérotypiques dans le cas des liaisons entre
intégrines et fibronectine ou encore homotypiques dans le cadre des interactions cadhérine-

cadhérine.

Intégrines et cadhérines, acteurs essentiels de I'adhésion cellulaire, sont des glycoprotéines dont
I"importance des structures N-glycanniques dans la modulation des interactions qu’ elles forment est
de plus en plus démontrée (Zhao et al., 2008). A I'heure actuelle, la plupart des différences
d adhérence cellulaire observées et liées a la glycosylation proviennent du nombre d’antennes
portées par les N-glycannes ou de la présence d'un résidu de fucose lié en 01,6 a la premiéere
GIcNACc du chitobiose. Le nombre d' antennes portées par le N-glycanne est régulé en partie par une
compétition entre deux N-acétylglucosminyltransférases, GnT-I11 qui transfert une GIcNAc en 1,4
sur le mannose central ; et GnT-V, qui catalyse le transfert d'une GIcNAc en 1,6 sur un mannose
périphérique (Figure 15). Le fucose proximal, lié en al,6, est gjouté par la fucosyltransférase Fut 8
(Figure 15).

Les intégrines sont constituées de 2 sous-unités, o et B. Il existe 18 sous-unités o et 8 sous-unités
permettant la formation de 24 intégrines. Chacune de ces intégrines posséde une fonction spécifique
et non redondante dans I’ organisme (Hynes, 2002). L’importance de la N-glycosylation dans la
modulation de I’adhérence de I’intégrine asfB1 a éé mise en évidence lors de la comparaison des
glycannes entre des cellules non métastatiques et métastatiques de mélanomes dont I’ adhérence ala

matrice est fortement diminuée. En effet, les intégrines de cellules métastatiques présentent des N-
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glycannes contenant un plus grand nombre de structures branchées en 1,6 que les N-glycannes de
cellules non métastatiques. Ceci étant lié a une surexpression du gene GnT-V (Figure 15) dans les
cellules métastatiques (Pochec et al., 2003).

Gy
7 4
B E cense D’Bﬁ w

. Man; B
‘ Fuc

X inhibition

Figure 15 : Lesréactions de glycosylation catalyseées par GnT-I11, GnT-V et FUT8 (d'aprés Zhao et al., 2008). GnT-I111
et V utilisent toutes deux I' UDP-GIcNAc comme substrat donneur. GnT-111 favorise la liaison en 1,4 d' une GIcNAc sur
le Man central alors que GnT-V va permettre la formation d’ antennes en greffant un résidu de GIcNAc sur un Man déja
substitué par une GIcNAc en $1,2. FUT 8 va quant a elle permettre le greffage d'un résidu de Fuc a partir du
nucléotide sucre GDP-Fuc sur la GIcNAc proximale du N-glycanne.

En revanche, la délétion du gene GnT-V dans des fibroblastes embryonnaires de souris a comme
conséguence une augmentation de structures glycanniques branchées en 1,4 formées par la GnT-
[l sur I'intégrine asP;. Les effets de cette délétion se traduisent par une forte augmentation de
I’adhérence des cellules au support (Guo et al., 2005). De maniere générae, il semble que
I"augmentation de I’ expression de GnT-I11 favorise I’ adhésion cellulaire. De plus, la présence d’ une
GIcNACc liée en B1,4 sur le mannose central (Figure 15) inhibe I’ action de la GnT-V (Schachter,

1986).

La fucosylation de la premiére GIcNAc du chitobiose en 01,6 (Figure 15) semble également avoir
de I'importance pour les propriétés adhérentes de I'intégrine osP;. En effet, des cellules
fibroblastiques embryonnaires de souris FUT8™", et donc dépourvues de ce fucose, présentent une
migration des cellules le long de la matrice tres retardée (Zhao et al., 2008). Un dernier exemple
illustrant I’importance des N-glycannes dans les interactions cellulaires est celui des E-cadhérines.
Il a éé montré qu'une surexpression de GnT-lll augmentait |'adhésion homotypique des E-
cadhérines entre elles (Y oshimura et al., 1996).
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1.2.3.5. Pathologies associées aux N-glycannes

La N-glycosylation, tout du moins dans la formation de son noyau/core est un phénomeéne tres
conservé chez les organismes eucaryotes. Cet état de conservation souligne I'importance vitale de
cette modification post-traductionnelle pour I’ organisme, |’ absence totale de N-glycosylation étant
létale (Marek et al., 1999). Il existe cependant des anomalies de la glycosylation, appelées CDG
(Congenital Disorder of the Glycosylation) dont les répercussions physiologiques sont plus ou
moins importantes en fonction de la « normalité » du N-glycanne (Figure 16) (Aebi et Hennet,

2001).

Embryonic lethality Peripheral neurcpathy
hulti-crgan faiurs Epilepsy
Cerebellar Hormanal disorders
bypoplask Stroke-like episades
Skeletal Coagulopathies
Ja?d .f1.=u:iai: Gastrointestinal bleeding
dysmarghism
Abhcont s Marmal

COGHa (PRI
COG-b (P)
COG-Iz (ALES)
CDG-Id (ALG3)
COG-= (DPM1}

COG-If (LEC3S)

Figure 16 : Relation entre les manifestations cliniques et |’ état d’ éongation des N-glycannes chez des patients atteints
de CDG (d'aprés Aebi et Hennet, 2001). Le triangle bleu représente le degré de glycosylation de N-glycosylation des
glycoprotéines. Les phénotypes des patients sont indiqués au dessus du triangle ; le panel des symptdmes retrouves
pour chacune des CDG est représenté par les barres oranges et les génes mutés pour chacune des CDG sont précisés
entre parenthéses.

Il existe deux types de CDG associés a la N-glycosylation. On parle de CDG de type | lorsgque le
défaut de glycosylation provient de mutations de genes dont les produits sont impliqués dans la
biosynthese ou le transfert du précurseur oligosaccharidique au niveau du RE, et de CDG detype |
lorsgue les mutations touchent des genes dont les produits sont impliqués dans la maturation du
glycanne (Dennis et al., 1999). A I'heure actuelle, 12 CDG detype | (laalL) et 6 CDG de type Il
(Ila a 1If) ont pu étre identifiées. Cette famille de pathologies est en forte expansion (Jagken et
Matthijs, 2007) notamment avec la découverte de CDG affectant la O-glycosylation.
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Ainsi, les CDG de type | vont provenir de mutations au niveau des deux genes impliqués dans la
formation du substrat donneur GDP-Man a partir du Fructose-6P (CDG la (Van Schaftingen et
Jaeken, 1995) ; CDG Ib (Niehues et al., 1998), mais aussi de mutations sur une grande partie des
genes impliqués dans la biosynthése du N-glycanne dans le réticulum endoplasmique. Parmi ces
genes, nous pouvons citer celui de la mannosyltransférase qui transfert le premier mannose sur le
lipide activé Dol-P-P-GIcNAc, a la face externe du réticulum endoplasmique et dont I’ absence
d activité provoque la CDG-lk (Grubenmann et al., 2004), ou encore le géne de la
glucosyltransférase dont la fonction est le transfert du second glucose a la face interne du réticulum
sur le Dol-P-P-GIcNAc;MangGlc;. Une mutation inactivant ce géne induit I’ apparition de la CDG-
Ih (Chantret et al., 2003).

A I’exception de la CDG Ilb dont la mutation causale affecte |e géne de la glucosidase | (De Praeter
et al., 2000), toutes les autres CDG de type |1 sont dues a des mutations sur des génes intervenant
plus ou moins directement dans la maturation golgienne du N-glycanne. Il est intéressant de noter
gue les génes mutés touchent a la fois des genes de glycosyltransférases comme GIcNACT-II pour la
CDG lla (Jaeken et al., 1994) mais aussi des genes de transporteurs de glycosyl-nucléotide. A titre
d exemple, les CDG llc et IIf sont respectivement causées par des mutations sur les genes de
transporteurs d’ acide siaique (Martinez-Duncker et al., 2005) et de fucose (Lubke et al., 2001 ;
Ldhn et al., 2001). Par ailleurs, la CDG IIf est une pathologie dont les symptémes étaient déja
connus avant I’ identification de la mutation causale. En effet, cette maladie était dénommee LAD I
(Leukocyte Adhesion Deficiency) et ses effets se traduisent par une anomalie de I’ adhérence des
leucocytes lors de la diapédése (Anderson et Springer, 1987). Compte tenu du nombre d’ enzymes
impliquées dans la maturation gol gienne des N-glycannes, il est fort probable que cette liste soit tres

loin d’ ére exhaustive.
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2. L’épitope Sialyl-a2,6-lactosamine . biosynthese

et roles physiologiques

Aprés avoir décrit dans la premieére partie de ce manuscrit la plupart des glycosylations pouvant étre
retrouvées sur les protéines, ce chapitre de la thése a pour but de présenter I'élaboration et les
fonctions des structures sialylées et plus particulierement celles d un des motifs des plus répandus
sur les chaines glycanniques, la Sialyl-o2,6-lactosamine (SiasLacNAc). Cette structure est
maj oritairement retrouvée sur les antennes des N-glycannes mais sa présence est également détectée
sur les chaines des O-glycannes et des glycolipides (Dall’Olio, 2000). De plus, €elle est auss
retrouvée sous forme d’oligosaccharide libre dans le lait. Elle se compose d'une lactosamine
(Galp1,4GIcNACc) dont I’ hydroxyle porté par le carbone 6 du galactose est substitué par un résidu
d acide sidique. Le Sialyl-a2,6-lactosamine, comme toutes les structures sialylées périphériques,
est en contact direct avec le milieu extérieur de la cellule et joue de ce fait de nombreuses fonctions
physiologiques. 1l peut étre en I’ occurrence un épitope reconnu par des lectines et participer aux
interactions cellule-cellule ou encore a I’ activation des lymphocytes B par le biais d’interactions
protéine-protéine. Ce motif est également associé aux réponses immunitaire et inflammatoire. Dans
cette partie, nous nous attacherons a décrire la biosynthése de cet épitope glucidique et plus
particulierement I’ étape finale de celle-ci, lasialylation. Le transfert d’ un résidu d’un acide sialique

sur une chaine glucidique est réalisé par une famille de glycosyltransférases, les sialyltransférases.

2.1. L essalyltransférases

A |"heure actuelle, vingt genes codant pour des siayltransférases ont pu étre mis en évidence dans
les génomes humains et murins (Harduin-Lepers et al., 2005). Ces enzymes sont capables de
transférer un acide sialique en périphérie des chaines glycanniques a partir de sa forme activée, le

glycosyl-nucléotide CMP-B-Sia. Les siayltransférases sont considérées comme des enzymes
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« invertives » car au cours de la catalyse, dont le schéma réactionnel général est indiqué ci-dessous,
I’acide sidique fixé en anomérie p au CMP est systématiquement transféré sur la structure

acceptrice en anomérie a.

CMP-B-Sia+ HO-Accepteur > CMP-H + Sia-a-O-Accepteur

Outre cette spécificité vis-a-vis de leur substrat donneur, les siayltransférases présentent une étroite
spécificité de la liaison qu’ elles forment sur les différents substrats accepteurs. En effet, les acides
sidiques sont retrouvés liés a un résidu de Gal en 02,3, en 02,6 sur un Gal ou une GalNAc ou
encore en a2,8 sur d'autres acides sidiques. Ces caractéristiques de liaison et de substrats
accepteurs ont permis I’ éablissement d une classification des siayltransférases (Tsuji et al., 1996).
Ces enzymes sont donc réparties en 4 sous-familles, les ST3Gal, les ST6Gal, les ST6GaNAC et les
ST8Sia (Tableau Il). Aingl, les ST6Gal catalysent le transfert d’ un acide sialique sur I’ hydroxyle en
Cs d'un résidu de gaactose, ce dernier étant porté par une structure lactosaminique
(Galp1,4GIcNAC). A I'exception des ST6Gal qui ne comptent que deux membres, 6 enzymes ont
€été décrites pour chacun des autres groupes de sialyltransférases chez les mammiferes. Toutes ces
enzymes constituent une famille de glycosyltransférases et sont répertoriées dans lafamille 29 de la

bangue de données CAZy (http://www.cazy.org/).

Tableau |1 : Classification des sialyltransférases. Ces enzymes sont séparées en 4 groupes différents en fonction du type
de liaison formé et de I'ose sur lequel elles transférent I'acide sialique. Gal : galactose; GalNAc: N-
acétylgalactosamine ; Sa: acide sialique.

Groupe Accepteur Liaison Enzymes

ST3GA Ga 02,3 ST3GA -I, -II, -1, -1V, -V et -VI

ST6GA Ga 02,6 ST6GA -I et -1
STéGaANAc  GalNAc oz OToGANACH UL AN AV, Vet

ST8Sia Sia 02,8 ST8Sia-l, -1l -, -1V, -V et -VI
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2.1.1. Structure moléculaire des sialyltransférases

Alors que le nombre de structures cristallographiques de siayltransférases bactériennes comme
celles de Pasteurella multocida (Kim et al., 2008) et de Photobacterium sp. (Kakuta et al., 2008 ;
Okino et al., 2007) augmente et facilite la compréhension de leur mécanisme catalytique, aucune
structure tridimensionnelle de sialyltransférases de cellule eucaryote n’a encore pu étre obtenue.
Cependant, I'analyse des séquences primaires déduites de ces enzymes et de leur profil
d hydrophobicité a permis de déterminer leur organisation générale (Figure 17). Ce sont des
glycoprotéines transmembranaires de type |1, résidentes de I’ appareil de Golgi, constituées d’'une
courte région N-terminale cytoplasmique d’une vingtaine d acides aminés, d’une unique région
transmembranaire de 17 a 23 acides aminés et enfin d’ une région tige de taille tres variable (20 a
200 acides aminés) prolongée par un domaine C-terminal catalytique de 300 a 350 acides amines,

région tige et domaine catal ytique étant localisés dans lalumiere de I’ appareil de Golgi.

<N

Domaine Golei
Catalytique N

N-glycannes

COOH
Site de protéolyse Région tige
Sites de O-glycosylation

signal d'ancrage
transmembranaire

N Cytoplasme

Figure 17: Représentation schématique de |'organisation générale des siayltransférases. Ces glycoprotéines
transmembranaires de type |1 ont un domaine catalytique orienté dans la lumiére golgienne. Elles peuvent étre N- et O-
glycosylées. Certaines sialyltransférases peuvent contenir des sites de protéolyse au niveau de la région tige.

Bien que membranaires, certaines siayltransférases ont été retrouvées sous formes d’ enzymes

solubles et actives dans les liquides biologiques tels que le sérum ou encore le colostrum. Ces

formes tronquées de sialyltransférases proviennent d’ un clivage protéol ytique au niveau de larégion

tige des formes membranaires (Weinstein et al., 1987) mais les fonctions biologiques associées a

ces formes solubles n’ont, a ce jour, pas encore pu étre clairement établies. 1l a cependant été

démontré par la production de protéines recombinantes délétées des régions N-terminale,
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transmembranaire et tige de ST6Gal | (Chen et al., 2000) et ST3Gal | (Vallgo-Ruiz et al., 2001)
gue la perte de ces régions n’ atére pas |’ activité enzymatique. Cette propriété des siayltransférases

adalleurs fortement facilité |’ étude de leurs caractéristiques enzymatiques.

Une analyse comparative plus approfondie des différentes séquences primaires de ces enzymes
révéle que, malgré cette organisation structurale commune, les siayltransférases ne partagent
globalement que peu d’identités de séquences entre elles. A titre d'exemple, il 'y a que de 15 a
57% d'identité entre les enzymes humaines (Harduin-Lepers et al., 2005). Cependant, il existe
4 régions hautement conservees localisées dans le domaine catalytique, les sialylmotifs L (Large)
oul, S (Small) ou Il, motif 1l et VS (Very Small) ou IV (Drickamer, 1993 ; Livingston et Paulson,
1993 ; Jeanneau et al., 2004 ; Geremia et al., 1997) (Figure 18) qui constituent de véritables
empreintes des siayltransférases et qui ont grandement favorisé I'identification et le clonage de

genes de nombreuses sialyltransférases de cellules eucaryotes.

sialylmotifs L s Vs
—
motif I motif II motif III motif IV
hsST6Gal I 181 -WGRCAVVSSAGSLKSSQLGREIDDHDAVLRFNGAPTAN-FQQODVGTKTT <92> PSSGMLGIIIMMTLCDQVDIYEF<10> YYYQ <12>HPLLYE
hsST6Gal II 293 -LRSCAVVMSAGAILNSSLGEEIDSHDAVLRFNSAPTRG-YEKDVGNKTT <93> PSSGFIGILIMMSMCREVHVYEY<10> HYHE <12>HPLLYE

hST6GalNAc I 362-CITCAVVGNGGILNNSHMGQEIDSHDYVFRLSGALIKG-YEQDVGTRTS <109>PTTGALLLLTALQLCDQVSAYGF<10> HYYD <11>HDFKLE
hST6GalNAc II 148-CIRCAVVGNGGILNGSRQGPNIDAHDYVFRLNGAVIKG-FERDVGTKTS <107>PSTGALMLLTALHTCDQVSAYGF<10> HYFE <11>HDLSLE
hST6GalNAc III 77-CDLCAIVSNSGQMVGQKVGNEIDRSSCIWRMNNAPTKG-YEEDVGRMTM <90> LSTGWFTFLLAMDACYGIHVYGM<16> HYYE <19>HRFITE
hST6GalNAc IV 73-CRSCAVVSSSGQMLGSGLGAEIDSAECVFRMNQAPTVG-FEADVGQRTT <90> LSTGWFTMILALELCEEIVVYGM<16> HYFE <20>HRFITE
hST6GalNAc V 93 -CRDCALVTSSGHLLHSRQGSQIDQTECVIRMNDAPTRG-YGRDVGNRTS <90> LSTGWFTMTIALELCDRINVYGM<16> HYYE <21>HRFITE
hST6GalNAcVI 71-CHQCVIVSSSSHLLGTKLGPEIERAECTIRMNDAPTTG-YSADVGNKTT <89> LSTGWFTMVIAVELCDHVHVYGM<17> HYYE <21>HRFITE

hST3Gal I 139-CRRCAVVGNSGNLRESSYGPEIDSHDFVLRMNKAPTAG-FEADVGTKTT <80> PSTGILSVIFSMHVCDEVDLYGF <9> HYWE <13>HDADFE
hST3Gal II 149-CRRCAVVGNSGNLRGSGYGQDVDGHNFIMRMNQAPTVG-FEQDVGSRTT <80> PSTGMLVLFFALHVCDEVNVYGF <9> HYWE <13>HDADFE
hST3Gal III 157-CRRCIIVGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVVRLNSAPVKG-FEKDVGSKTT <95> PTLGSVAVTMALHGCDEVAVAGF<11> HYYE <12>HNIQRE
hST3Gal IV 116 -CRRCVVVGNGHRLRNSSLGDAINKYDVVIRLNNAPVAG-YEGDVGSKTT <94> PTTGLLAITLALHLCDLVHIAGF<12> HYYE <11>HNVSQE
hsST3Gal Vv 136-CRRCVVIGSGGILHGLELGHTLNQFDVVIRLNSAPVEG-YSEHVGNKTT <99> PTIGVIAVVLATHLCDEVSLAGF<11l> HYFD <12>HNVTTE
hST3Gal VI 115-CKKCVVVGNGGVLKNKTLGEKIDSYDVIIRMNNGPVLG-HEEEVGRRTT <94> PTTGIIAITLAFYICHEVHLAGF<11l> HYYG <12>HNVTAE
hsT8Sia I 120-LKKCAVVGNGGILKKSGCGRQIDEANFVMRCNLPPLSSEYTKDVGSKSQ <89> LSTGLFLVSAALGLCEEVAIYGF<14> HYYD <8> HAMPEE
hsT8Ssia II 154 -FGTCAIVGNSGVLLNSGCGQEIDAHSFVIRCNLAPVQE-YARDVGLKTD <91> PTTGLLMYTLATRFCKQIYLYGF<14> HYYD <12>HTMPLE
hsT8Sia III 159-YNICAVVGNSGILTFIQCGREIDKSDFVFRCNFAPSEA-FQRDVGRKTN <92> LSTGILMYTLASAICEEIHLYGF<15> HYYD <13>HQLPAE
hsT8Sia IV 139-FKTCAVVGNSGILLDSECGKEIDSHNFVIRCNLAPVVE-FAADVGTKSD <91> PSTGLLMYTLATRFCDEIHLYGF<14> HYYD <12>HRMPLE
hsT8sia V 161-FKKCAVVGNGGILKNSRCGREINSADFVFRCNLPPISEKYTMDVGVKTD <89> ISTGLILVTAALELCEEVHLFGF<14> HYYD <8> HAMPSE
hsT8Sia VI 184 -YNQCAVVGNGGILNKSLCGAEIDKSDFVFRCNLPPTTGDVSKDVGSKTN <89> LSTGLMIASVAVELCKNVKLYGF<14> HYYD <8> HQMPKE

Figure 18 : Les motifs conservés des sialyltransférases humaines (d’'aprés Jeanneau et al., 2004). Alignement de
séguences des régions les plus conservées des sialyltransférases. Les acides aminés strictement conservés sont indiqués
en rouge, lorsgu’ils sont partiellement conservés en bleu. Les chiffres verts de gauche indiquent la position dans la

séguence protéique, les autres le nombre d' acides aminés séparant 2 motifs conservés.

Le siaylmotif L est constitué de 48 ou 49 acides aminés dont 5 invariants (Figure 18) et se situe au
début du domaine cataytique. Le sialylmotif S est composé de 23 acides aminés dont 2
parfaitement conservés entre les différentes enzymes. 1l se situe une centaine d’acides aminés en
aval du sidylmotif L. Ces deux premiers motifs semblent tout deux participer a la liaison avec le
substrat donneur mais seul le sialylmotif S parait impliqué dans la formation de la liaison avec le

substrat accepteur (Datta et al., 1995 ; 1998). Par ailleurs on note la présence d’ une cysténe parmi
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les acides aminés strictement conservés dans chacun de ces deux motifs (Figure 18). Séparées
d environ 150 acides aminés |’une de |’ autre, elles permettent la formation d’'un pont disulfure
nécessaire au maintien du site catal ytique dans une conformation optimale pour I’ enzyme (Datta et
al., 2001). Plus récemment découvert, le sialylmotif |11, constitué de seulement 4 acides aminés
dont une tyrosine (Y) invariante, vient s'intercaler entre les sialylmotifs S et VS (Jeanneau et al.,
2004) (Figure 18). Enfin, le dernier sialylmotif a ce jour connu, le sidylmotif VS, est trés proche de
I’ extrémité C-terminale. Composé par d’ une courte sequence de 6 acides aminés, il se caractérise
par deux résidus strictement conservés, une histidine (H) et un acide glutamique (E), toujours
séparés|’un de |’ autre par 4 acides aminés (Geremiaet al., 1997) (Figure 18). Alors que nous avons
préalablement vu que les motifs L et S étaient impliqués dans la reconnaissance et la liaison avec
les substrats accepteurs et donneurs, des expériences de mutagénése dirigée ont permis de
démontrer I'importance des motifs 111 et VS dans le mécanisme catalytique (Geremia et al., 1997 ;
Jeanneau et al., 2004).

2.1.2. CMP-Sia... un substrat donneur unique ?

Une chose est slire, les acides sialiques ont la particularité d’ étre les seuls monosaccharides a étre
retrouvés sous leur forme activée liés a une molécule de cytidine monophosphate (CMP), les autres
oses étant associés a une molécule de guanidine diphosphate (GDP-Man, GDP-Fuc) ou autre
uridine diphosphate (UDP-Glc, UDP-GIcNAc, UDP-Gal, UDP-GalNAc...). Mais peut-on vraiment

direqu’il n’existe gu’ un seul type de substrat donneur pour les siayltransférases ?

En effet, sous le terme général d acide siaique est regroupée toute une famille de monosaccharides
ayant en commun un squelette a 9 carbones correspondant a I'acide 5-amino-3,5-dideoxy-D-
glycéro-D-galacto-2-nonulosonique, abrégé en « Neu», et dont les premiers membres furent
identifiés dans les années 30 (discuté dans Blix et al., 1957). Les acides siaiques les plus
fréquemment retrouvés chez les mammiféres sont I'acide N-acétylneuraminique (NeuSAc) et
I’acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc) (Figure 19) mais il est important de noter que des
réactions d’ acétylation, sulfonation, lactonisation, lactamisation, etc... peuvent également avoir lieu
au niveau des carbones C4, C5, C7, C8 et C9. Ces différentes et subtiles réactions font qu'’il existe

plus de 50 acides sialiques différents d’ occurrence plus ou moins importante.
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Figure 19 : Les principaux acides sialiques retrouvés chez les mammifeéres, I’ acide N-acétyl neuraminique (NeuSAcC) et
I’acide N-glycolyneuraminique (Neu5Gc). Les chiffres en rouge représentent les numéros des carbones du squelette
commun des acides sialiques. R représente le reste de la chaine glycannique sur laquelle I'acide sialique est fixé.
L’ unique différence entre ces deux monosaccharides réside dans la présence d' un atome d’ oxygene (représenté en bleu)
supplémentaire au niveau du groupement N-glycolyl (d'apres Varki, 2007).

2.1.2.1. Biosynthése du substrat donneur CMP-Sia

Tous les acides sialiques dont nous avons parlé dans le paragraphe précédent sont des dérivés du
Neu5Ac. Comme la plupart des monosaccharides, le point de départ de la voie de biosynthése de
novo du Neu5Ac passe par le glucose. En effet, chez les vertébrés, le glycosylnucléotide UDP-
GIcNAC est pris en charge par une enzyme bi-fonctionnelle, I' UDP-GIcNACc 2-épimérase/ManNAcC
kinase, qui va d abord assurer la transformation de la GICNAc en ManNAc puis immédiatement
phosphoryler cette derniere sur son carbone 6 pour donner une ManNAc-6-P (Figure 20)
(Hinderlich et al., 1997 ; Stasche et al., 1997). L’ étape suivante consiste a I’ obtention du sguelette
de 9 carbones des acides sialiques. Il est le résultat de la condensation de la N-acétylmannosamine-
6-phosphate avec une molécule de phosphénol pyruvate (PEP) pour donner du Neu5Ac-9-P (Figure
20), cette réaction étant catalysée par la NeuSAc 9-phosphate synthase (NPS) (Lawrence et al.
2000 ; Nakata et al. 2000). Il ne reste alors qu’'a déphosphoryler le NeuSAc-9-P pour obtenir le

Neu5Ac (Figure 19). Toutes ces étapes de la biosynthese se déroulent dans le cytosol des cellules.

L’ acide N-acétylneuraminique obtenu doit étre active afin de pouvoir étre transféré sur les chaines
glycanniques. L’ activation sous forme de glycosylnucléotide est réalisée en présence de CTP et est
catalysee par une enzyme localisee dans le noyau des cellules (Kean et al., 2004), la CMP-Neu5Ac
synthétase (Figure 20). Le CMP-Neu5Ac néo-synthétisé peut alors devenir le substrat de toute une

batterie d’enzymes ayant pour but de lui apporter diverses modifications structurales. A titre

63



Exposé bibliographique

d exemple, c'est a ce niveau gue I’ acide N-glycolylneuraminique est formé grace a |’ action d une
hydroxylase/monooxygénase, la CMPNeuSAc hydroxylase (CMAH) qui goute un groupement
hydroxyle supplémentaire sur le groupement acyl en C5 du Neu5Ac (Schoop et al., 1969 ; Schauer
et al., 1970). Chez I’homme il existe une délétion de 92 paires de bases dans I’ exon 6 de ce gene
provoguant un arrét prématuré de la traduction, et donc, la production d’'une protéine inactive
(Irieet al., 1998). Retrouvée a |’ état homozygote dans toutes les populations humaines et n’ ayant
pas pu étre mise en évidence dans d’autres especes (Chou et al., 1998), elle permet d expliquer

I” absence d’ acide N-glycolylneuraminigue chez I’ homme.

UDP-GlcNAc
uDP UDP-Glch Ac 2-epim erase

ManNAc

ATP
ADP ManMNAC Kinase

ManMAc6-P

Cytasaf ] PEP MeuS &c 8-phosphate
Pi symthase (NFS)

NeusAc-9-P
Bi Phosphatase

NeusSAc
CTP
Nulaus PPi CHMP-NeuSAc synthetase

CMP-NeuSAc

C : , cMPp

CHP-sialic acid transporer

CHMP
CMP-NeuSAc
sugar
P 1] residue

g

Sialyhtransferase

NeusSAc-sugar residue

Figure 20 : Voie de biosynthése de novo de |’ acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac). La formation du monosaccharide
a proprement parlé s effectue dans le cytosol a partir de I’'UDP-GIcNAc. L' UDP-GIcNAc 2-épimérase et la ManNAc
kinase font partie du méme complexe enzymatique. L’assemblage du glycosylnucléotide CMP-NeuAc s effectue au
niveau du noyau des cellules. C’est également au niveau de ce noyau et une fois que le glycosylnucléotide est assemblé
que I'acide sialique pourra subir des modifications structurales de type acétylation, etc... Le transport du
glycosylnucléotide dans I'appareil de Golgi ou il sera utilisé par les sialyltransférases nécessite la présence d'un
transporteur d acide sialique (d’ aprés Inoue et Katajima, 2006).

La biosynthese des différents types d acides sialiques pouvant étre utilise comme substrat donneur
par les sialyltransférases est achevée dans le noyau. Les glycosyl-nucléotides obtenus sont ensuite
acheminés dans |'appareil de Golgi ou ils seront utilisés par les sialyltransférases grace a un

transporteur d acide sialique (Figure 20) (Higa et Paulson, 1985).
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2.1.2.2. Pourquoi avoir une telle diversité structurale ?

En position terminale des chaines glycanniques, les acides sialiques sont trés exposés et peuvent
étre reconnus par de nombreuses molécules. Interactions avec qui ? D’abord et surtout avec des
lectines endogénes telles que les sélectines et les Siglecs dont les roles sont divers et variés. Aing,
I’'une des raisons permettant d’expliquer la tres grande diversité structurale de ces oses est la
modulation des interactions lectine-glycanne, et, de ce fait, des consequences physiologiques qui en
découlent. A titre d’ exemple, la Siglec-2 également appelée CD22, impliquée dans I’ activation du
lymphocyte B, a une spécificité plus forte pour le Neu5Gc que pour le NeuS5Ac chez la souris (Van
der Merwe et al., 1996). A I'inverse, les Siglec-1/sialoadhésines humaine et murine, préférent le
Neu5Ac au NeusGce (Brinkman-Van der Linden et Varki, 2000). Dans ce contexte, il est également
intéressant de citer le cas de I’interleukine-4 qui ne pourra se fixer a sa cible gu’'a la condition que
celle-ci présente un monosaccharide rare, le Neul,7-lactone (Mitsuoka et al., 1999). D’autres
modifications des acides sialiques peuvent servir ale masquer et inhiber de fait I’ interaction avec la
lectine. C'est ains que la 9-O-acétylation du NeuS5Ac bloque sa reconnaissance par le CD22
(Sjoberg et al., 1994), et que la lactamisation du NeuSAc (Neul,5-lactam) inhibe sa reconnai ssance
par la L-sélectine (Mitsuoka et al., 1999). Ces exemples nous montrent que ces lectines
reconnaissent préférentiellement certaines structures mais qu’elles peuvent tout de méme former

des interactions de moindre force avec d’ autres structures différemment sialylées.

Malheureusement, cette localisation préférentielle des acides sialiques a la surface des cellules n’a
pas que des avantages. En effet, ils sont la cible d’un grand nombre de pathogénes tels que le virus
de la grippe (Xu et al., 1994), la bactérie Helicobacter pylori (Miller-Podraza et al., 1997), le
protozoaire Plasmodium falciparum (Orlandi et al., 1992), ou encore de toxines bactériennes
comme celle produite par Clostridium tetani (MacKenzie et al., 1997). Les structures de fixation de
ces pathogenes sont bien souvent les mémes que celles utilisées par |es lectines endogenes, toutefois
il semblerait que ces dernieres, dont beaucoup sont associées au systéme immunitaire, tolérent un
certain degré de fluctuation structurale de leurs ligands (Crocker et Varki, 2001). Ains, le
changement d’ un Neu5Ac par un Neu5Gc permettrait a la cellule héte d’ échapper a I’ infection par
un pathogéne, ou tout du moins de la limiter, sans pour autant compromettre la fonction endogene
résultant de I’ interaction lectine-acide sialique (Figure 21).
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A. Stade original B. NeuSAc 2 NeuSGe
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Figure 21: Effets de la modification structurale des acides sialiques sur leur reconnaissance par des lectines
endogenes/exogenes (d’aprés Angata et Varki, 2002). P = pathogene. En A, les structures glycanniques de la cellule
h6te sont reconnues a la fois par des lectines endogénes (partie gauche) et par des lectines exogenes (partie droite). En
B, les lectines endogenes tolérent un certain degré de fluctuation structurale de leur ligand. Ainsi, le passage du
Neu5Ac au Neu5Gc n' affecte pas |’ interaction lectine-sucre (partie gauche) alors que dans le cas des | ectines exogénes,
dont la spécificité de ligand est plus importante, I'interaction ne s effectue plus correctement avec la cellule hote
(partie droite).

2.1.3. Lafamille des ST3Gal

Comme leur nom I'indique, les ST3Ga ou B-galactoside-a2,3-siayltransférases sont des enzymes
qui greffent un résidu d’ acide sialique sur le carbone 3 d’un galactose. Six enzymes appartenant a
cette famille ont été identifiées a la fois chez I'homme et |a souris. En plus des quatre sialylmotifs
communs aux différentes sialyltransférases, les ST3Gal présentent deux régions situées entre les
sialylmotifs L et S qui leurs sont spécifiques (Patel et Balaji, 2006) (Figure 22). Alors que les
sidylmotifs L, S, 1l et VS contribuent aux fonctions communes des siayltransférases, ces deux
motifs specifiques joueraient un rdle important pour la formation de la liaison en 02,3 mais aussi
dans la reconnaissance de |’ ose acceptant |’ acide sialique. Bien que les 6 enzymes de cette famille
contiennent ces 2 motifs additionnels, une analyse comparative de leurs séquences protéiques, de
leurs spécificités de substrats ainsi que de I’ organisation structurale des genes qui les codent a

permis de les classer en deux sous-familles distinctes.
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Figure 22 : Les motifs spécifiques de la sous-famille des ST3Gal (d'aprés Patel et Balgji, 2006). Les rectangles au
dessus de la représentation schématique de la protéine indiquent la position relative et la séquence de I'un et |'autre
des motifs au niveau de la région conservée des enzymes. L’ échelle des ordonnées dans ces rectangles est le bit. Il
correspond & I’état de conservation de chacun des acides aminés de chaque motif entre les différentes ST3Gal
analysées.

La premiére de ces sous-familles est constituée de ST3Gal | et Il. Leurs structures protéques
primaires présentent entre elles 47,1% d’identité contre seulement de 20 a 39% avec ST3Gal |1l et
IV. ST3Ga | et Il utilisent toutes deux le méme type de substrat accepteur, a savoir
I’ oligosaccharide Galp1,3GalNAc, mais la premiére utilisera préférentiellement celui-ci lorsgu’il est
porté par les O-glycannes des glycoprotéines (dont les cores 1 et 2), contrairement a ST3Gal 11, qui
elle, le préfére lorsqu’il est présent sur les glycolipides. Par ailleurs, I’ éude de souris KO pour
ST3Gal | a montré que |I’enzyme codée par ce gene est responsable de la sidylation du core 1 des
O-glycannes des lymphocytes T, cette structure glycannique sialylée jouant un réle tres important

dans I’ engagement ou non des cellules T CD8" en apoptose (Priatel et al., 2000).

Outre une spéecificité de substrat accepteur identique, les genes ST3Gal | et ST3Gal |1 présentent
une organisation structurale similaire au niveau de leurs régions codantes. En effet, que ce soit chez
I"homme et la souris, le cadre ouvert de lecture se compose de 6 exons dont les tailles sont tres
comparables d'un géne a I'autre. De plus, le découpage exon-intron de ces genes fait que les
séguences codant respectivement les sialylmotifs L et S se retrouvent a cheval sur deux exons
différents (Figure 23).

67



Exposé bibliographique

a9 15 40 &7 (337)
U e | IR0,
113 15 40

| | II_JL_I L,TI_I acal )
115

] OO magLs u s — Y e

38 1615 31 31 22 32 &2 49 29 (374)
| I IDDDDDDL_I | | N | S{aﬁﬁ%&m;
20 27 32 21 32 63 48 .’-_"8 (333)
L i D DDDDLM lI_,JI bt aban
26 34 22 32 &2 26 (329)
[ 1 | N DDDE{ § II_,JI | | sT3GalVl
S Vs Gene/Enzyme

{Representative substrates)

Figure 23 : Représentation des structures génomiques des ST3Gal chez la souris (d’ apres Takashima, 2008). Les genes
de la premiére sous famille sont représentés dans le rectangle du haut, ceux de la seconde dans le rectangle du bas. Les
cadres grisés représentent les régions codantes alors que les exons non traduits sont représentés en blanc. Les chiffres
précisent le nombre d’ acides aminés codés par chacun des exons et |es rectangles noirs indiquent les positions relatives
des différents sialylmotifs (de gauche a droite, sialylmotifsL, S 111 et VS). Entre parentheses et en dessous du nom de
chaque géne sont indiqués les substrats préférentiels de chacune des enzymes.

Le second groupe d’ enzyme appartenant a la famille des ST3Gal se compose de quatre membres :
ST3Ga I, IV, V et VI. Chez la souris, I’ analyse comparative des séquences protéques primaires
les unes par rapport aux autres révéle un taux d'identité compris entre 35 et 41%. Ce faible taux
d’identité entre les différentes séquences n’ est pas suffisant pour pouvoir les regrouper en une seule
famille. Dans ce cas, |’analyse de leurs propriétés enzymatiques et de leurs structures géniques
s avere essentielle (Kono et al., 1997). En ce qui concerne leurs substrats accepteurs, ST3Gal |11 et
ST3Gal IV ont la particularité de pouvoir utiliser a la fois les oligosaccharides de type |
(Galp1,3GIcNAC) et de typell (Gapl,4GIcNAC) des glycoprotéines et également portés par des
glycolipides. Ces deux enzymes semblent étre impliquées dans la formation des antigénes de type
Lewis. Il semble cependant que ST3Gal |11 utilise préférentiellement les oligosaccharides de type |
al’inverse de ST3Gal IV, qui a une affinité plus prononcée pour les oligosaccharides de type 1. En
effet, le KO du gene ST3Gal IV chez la souris a montré I'importance de cette enzyme dans la
formation des ligands des sélectines (Ellies et al., 2002). La spécificité de substrat de ST3Gal VI est
guant a elle plus stricte puisqu’ elle ne sera capable d'utiliser que les structures de type Il
(Galp1,4GIcNAC), alafois sur les glycoprotéines et les glycolipides. Les études menées sur cette
enzyme montrent qu'elle serait surtout impliquée dans la synthése de certains paraglobosides
(Okagiima et al., 1999) et de la série o des gangliosides (Tsuchida et al., 2003). Enfin, ST3Gal V,
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également appelée GM3 synthase, est responsable de la synthese du ganglioside GM3 a partir du

lactosylcéramide.

Comme nous venons de le voir, ces 4 enzymes ne présentent pas les mémes spécificités de substrat
accepteur. Ainsi, ces propriétés ne suffisent pas a les classer dans la méme sous-famille et ¢’ est
pourquoi il faut s'intéresser a |’ organisation structurale des genes qui les codent. L’ observation des
genes ST3Gal II, 1V et VI, que ce soit chez I’homme ou la souris, met en évidence de nombreuses
similitudes (Figure 23). De maniére générale, ces genes présentent une structure plutét morcelée
pour des genes siayltransférases comprenant de 8 a 11 exons codants. Comme pour la premiére
sous-famille de ST3Gdl, le sialylmotif L est codé par une séquence située a cheval sur deux exons
(Figure 23). Alors que cette scission est également retrouveée pour le sialylmotif Sde ST3Gal | et 1,
la séquence codante de ce motif pour les genes ST3Gal 111, IV et VI est sur un seul exon. Ce méme
exon contient aussi la séquence du sialylmotif 111. Pour aler plus loin dans la description de ces
différentes structures géniques, il est intéressant de noter qu’'a I’ exception des exons codants les
régions tiges, le découpage exon-intron de ST3Gal Ill, IV et VI est assez bien conservé. Bien que
ST3Gal V ait une structure moins morcel ée que celle observée pour ST3Gal |11, 1V et VI, Takashima
(2008) montre cependant que sa filiation avec les 3 autres genes devient évidente si les exons
codants 3 et 6 sont coupés aux positions appropriées (Figure 23).

2.1.4.Lafamille des ST6Gal

Nous ne nous attarderons pasici a detailler cette famille d enzymes qui fait I’ objet d’ une étude plus
approfondie au chapitre 2.2. Cette famille, dont le nom exact est [B-galactoside-a2,6-
siayltransférase, ala particularité de ne comprendre que 2 membres, ST6Gal | et ST6GAl 11, quand
toutes les autres familles de siayltransférases chez |es mammiféres sont constituées de six enzymes.
Comme leur nom I’indique, les enzymes appartenant a ce groupe transferent un acide sialique sur le
carbone 6 d'un résidu de galactose appartenant a un oligosaccharide de type lactosaminique
(Galp1,4GIcNAcC), celui-ci étant majoritairement porté par des N-glycannes.

ST6GA | et Il utilisent le méme substrat accepteur que des enzymes de lafamille des ST3Gal telles
que ST3Ga Ill, IV et VI. De ce fait, ces différentes siayltransférases entrent en compétition les
unes avec les autres au niveau de la structure acceptrice. Le niveau d expression d’ épitopes Sialyl-
a2,6 et Sialyl-02,3-lactosamine sur les glycoprotéines dépend alors du niveau d expression de
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chacune de ces sialyltransférases ainsi que de leurs constantes cinétiques. En outre, au cours d’'un
certain nombre de processus physiologiques, les variations du rapport quantitatif entre ces deux
structures glycanniques s avere primordial, d'ou la nécessité d’'une régulation fine de ces B-

gaactoside-sialyltransférases.

2.1.5. Lafamille des ST6GalNAC

Cette nouvelle famille de sialyltransférases que nous allons décrire est, comme les précédentes,
définie par les propriétés enzymatiques des membres qui la composent. Elle regroupe six enzymes
qui participent au transfert de résidus d’'acides siaiques sur les N-acétylgalactosamines des
glycochaines par une liaison en 02,6. Comme pour les ST3Gal cette famille se subdivise en
plusieurs groupes. La nature de la molécule portant la chaine oligosaccharidique semble trés
importante puisque ST6GaNAc I, Il et IV utilisent comme substrat accepteur les O-
glycosylprotéines contrairement a ST6GaNAc Ill, V et VI qui €eles siaylent les chaines
glycanniques des lipides (Harduin-Lepers et al., 2001). Cependant une analyse plus approfondie des
caractéristiques enzymatiques de |’ ensemble des membres de cette famille révéle des spécificités de
substrats treés intéressantes. |l apparait en effet que ST6GaNAcC | et Il catalysent tout autant le
transfert d’ un acide sialique sur les chaines oligosaccharidiques de type Galp1,3GalNAc que sur des
chaines de type Sian2,3Galp1,3GaNAC, les deux types devant étre portées par des glycoprotéines.
De plus, la partie peptidique a proximité du glycanne influe sur la capacité de reconnaissance de
I"accepteur et donc sur le niveau dactivité de ces enzymes. A I'inverse, la spécificité de
ST6GalNAc I, IV, V et VI visavis de leurs structures acceptrices s avere plus restrictive. Elles
N’ acceptent uniquement comme substrat accepteurs que des oligosaccharides sialylés de type
Sian2,3GalB1,3GaNAcC, portés par des glycolipides tel que le GMy, pour ST6GalNAC I, V et VI
ou des glycoprotéines pour ST6GaNAc IV.

Selon cette analyse, la subdivision en sous-familles des ST6GaNAC serait basée sur les specificités
de substrats de chacune des enzymes plus que par la nature de la molécule portant la chaine
glycannique. Il y aurait ainsi 2 sous-familles de ST6GalNAC, I’ une composée de ST6GalNAc | et |1,
I"autre de ST6GalNACc I, IV, V et VI. Plusieurs approches, I’une se basant sur une approche
phylogénétique (Harduin-Lepers et al., 2005) et I’ autre sur I’ identification de séguences spécifiques
des ST6GaNAC, ont été utilisées pour confirmer cette classification et sont arrivées aux mémes

conclusions. Bien évidemment, la séquence protéique primaire des 6 enzymes renferment les
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caractéristiques géenérales des siayltransférases a savoir la présence des quatre sialylmotifsL, S, I11
et VS. Dans le méme état d’ esprit que pour le travail qu'ils ont effectué pour les ST3Gal, Patel et
Balgji (2006) ont recherché des motifs spécifiques de cette famille. Ces séquences existent bien,
mais alors que les 2 motifs additionnels des ST3Gal sont communs a toutes les enzymes de la
famille, la situation est différente chez les ST6GalNAC et confirme la classification préalablement
établie a partir des propriétés enzymatiques (Figure 24). En effet, la premiere sous-famille, incluant
ST6GaNACc | et |1, contient 3 motifs spécifiques dont 2 sont situés entre les sialylmotifs L et Set le
dernier en position C-terminale juste derriére le sidylmotif VS (Figure 24). Dans I’ autre famille,
regroupant les quatre autres enzymes, seules 2 sequences spécifiques situées entre les sialylmotifs L

et Sont été identifiées.
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Figure 24 : Motifs spécifiques de chacune des deux sous-familles de ST6GalNAc (d apres Patel et Balgji, 2006). Les
rectangles au dessus des représentations schématiques des protéines indiquent la position relative et la séquence de
chaque motif dans les régions conservées des enzymes. La hauteur des lettres montrent I’ occurrence de chaque acide
aminé au sein des motifs dans le panel de séquences analysées.

A partir de la figure 24, la comparaison des séquences des motifs additionnels entre les deux sous-
familles révéle tres peu d’identité, une conclusion qui peut d’ailleurs étre étendue a la globalité des
sequences. En effet, I’alignement des sequences murines de ST6GaNAc | et 1l avec celles des

autres ST6GalNAc murines montre gqu’il y amoins de 27% d’ identité

Ainsi, la séparation en deux groupes des ST6GalNAc parait évidente et est renforcée par I’ analyse

de I’ organisation des structures géniques qui les codent. ST6GalNAc | et Il sont des génes dont la

structure est plutét morcelée et qui se ressemblent énormément dans leur découpage exon/intron
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(Figure 25). De facon caractéristique et comme pour ST3Gal | et Il, ce premier groupe de
ST6GalNAc présente une division des séquences codantes des sialylmotifs L et S par des introns.
Notons aussi que ces 2 genes ont une localisation chromosomique extrémement proche et qu'il
existe entre ces deux séquences un pseudogéne présentant de fortes similitudes avec ST6GalNAc |,

cette particul arité étant tout autant observée chez I’ homme que chez la souris.
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Figure 25 : Représentation schématique des genes codant les ST6GaNAc murines (d aprés Takashima, 2008). Chaque
rectangle gris représente les exons codants, les rectangles blancs les exons non codants. Les lignes noires indiquent la
localisation des séquences codant les sialylmotifs et |es chiffres au dessus le nombre d’ acides aminés codés par chacun
des exons. Les substrats préférentiels de chaque sialyltransférases sont indiqués entre parenthéses en dessous du nom
des génes.

Dans I'autre sous-famille, la structure génique est également tres remarquable. Ces genes sont
moins morcelés que ST6GalNAc | et 1l et lataille des différents exons apparait bien conservée. Les
premiers exons de chague ORF ne codent que pour un nombre trés limité d'acides aminés et
contrairement au premier groupe, les séquences des sialylmotifs L et S ne sont pas séparées par une
séquence intronique (Figure 25). Que ce soit chez I’homme ou la souris, la localisation
chromosomique de ST6GalNAc |11, 1V, V et VI savere tout aussi intéressante que celle que nous
avons précédemment décrite pour ST6GalNAc | et 11. En effet, ST6GalNAc |11 et V sont portés par
le méme chromosome, trés proches I'un de I'autre et cette situation est également retrouvée pour
ST6GalNAc IV et VI portés par un autre chromosome. Aing, le fait que les genes des ST6GalNAcC
d’ 'une méme sous-famille se retrouvent associés par paires dans les génomes humain et murin
suggere fortement qu’ils proviennent de phénomeénes de duplication en tandem au cours de

|’ évolution.
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2.1.6.Lafamille des ST8Sia

Les ST8Sia constituent la derniére famille de sialyltransférases et sont au nombre de six chez les
mammiféres. A I'instar des enzymes des autres familles, elles sont identifiables par |a présence dans
leur structure primaire de motifs qui leurs sont propres en plus des sidylmotifs L, S, Ill et VS
(Figure 26). Le premier de ces motifs est constitué de 10 acides aminés et se situe juste en aval du
sialylmotif L (Patel et Balgji, 2006), le second, récemment identifié (Harduin-Lepers et al., 2008),
se situe en position C-terminale d' ou le nom de motif C-term et se compose de 10 acides aminés
dont une cystéine parfaitement conservée entre les différentes enzymes de la famille. Cette cystéine
va former avec une autre cystéine conservée du sialylmotif L un pont disulfure intramoléculaire qui
est essentiel au bon repliement tridimensionnel et al’ activité des ST8Sia (Angata et al, 2001).

e s IIIVS
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Figure 26 : Les motifs spécifiques des ST8Sia (d' aprés Harduin-Lepers et al., 2008). Position relative sur la protéine
du motif décrit par Pattel et Balaji (a) et du motif C-term (b) (Harduin-Lepers et al., 2008). La taille relative des acides
aminés correspond a I’ état de conservation de chacun pour chaque position du motif. Lorsque deux acides aminés sont
superposés, leur hauteur indique la fréquence relative a laquelle ils apparaissent a cette position. Les acides aminés
polaires sont représentés en vert, basiques en bleu, acides en rouge, hydrophobes en noir et neutres en rose.

Toutes ces sialyltransférases ont la capacité de transférer un acide sialique lié en 2,8 sur un autre
acide sialique. Cependant, la comparaison de leurs structures géniques et protéiques, et de leurs
spécificités de substrats révélent la subdivision de cette famille en deux groupes de trois membres.
La premiére sous-famille regroupe ST8Sial, V et VI qui présentent les unes par rapport aux autres

de 38 a4 44% d'identités. ST8Sial et V sont des enzymes qui interviennent dans la biosynthése des
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gangliosides. En effet, ST8Sia |, également connue sous le hom de GD3 synthase, permet la
formation du GD3, le précurseur des gangliosides des séries b et ¢ dont beaucoup sont impliqués
dans des processus biologiques comme |’adhésion cellulaire ou I’ apoptose (Okada et al., 2002).
ST8SiaV est quant a elle impliquée dans la formation des gangliosides de type GD1c, GT3 GQ1b
et GT1a (Kono et al., 1996). Le dernier membre de ce groupe, ST8Sia VI, n’a qu’ une trés faible
activité sur les glycolipides et est en revanche responsable de la formation des motifs disialylés

présents sur les O-glycosylprotéines (Teintenier-Leliévre et al., 2005).

L’ autre sous famille de ST8Sia, composee de ST8Sia ll, 111 et 1V, englobe des enzymes capables
d effectuer de I’oligo ou de la polysialylation, c'est-&-dire de constituer des chaines plus ou moins
longues d'acides sidiques (PSA) en position terminale des glycannes. Chez les mammiferes,
I’ exempl e type de protéines présentant ces PSA sont essentiellement les NCAMSs et de rares autres
protéines comme la sous unité a du cana sodique voltage dépendant (Zuber et al., 1992) et la
protéine CD36 du lait (Yabe et al., 2003). ST8Sia Il et IV ont en commun prét de 67% de leurs
acides aminés et sont toutes deux impliquées dans la polysialylation des glycoprotéines. || apparait
cependant que ST8Sia IV catalyse la formation de PSA plus longues que celles produites par
ST8Siall (Angata et al. 2002). Par ailleurs, I’ analyse de souris KO pour I'un ou I’ autre des genes
codant ces enzymes présentent des phénotypes différents. 1l semble que les PSA produits par
ST8Siall joueraient un réle au niveau des processus comportementaux et de la mémorisation alors
que les PSA synthétisés par ST8Sia IV seraient impliqués dans la plasticité neuronale. Les
propriétés enzymatiques de ST8Sia Ill sont assez différentes des deux autres. En effet, elle
reconnait les structures NeuAco2,3Gapl,4GIcNAc des N-glycannes et des glycolipides sur
lesquelles elle ne greffera gu'un seul acide sialique. Par contre, bien gu’'elle soit incapable de
synthétiser les PSA de la NCAM, elle possede une activité de polysialylation sur ses propres
antennes glycanniques, on parle aors d autopolysiaylation (Angata et al., 2000). Enfin, elle est
uniquement exprimée au cours du développement dans le cerveau et les testicules (Yoshida et al.,
1995).

En plus des deux motifs spécifiques des ST8Sias, les trois polysialyltransférases décrites dans le
paragraphe précédent présentent dans leurs séquences des motifs spécifiques supplémentaires. Il y a
en amont du sialylmotif S de ST8Siall et IV un motif de 32 acides aminés (Figure 28), dénommé
domaine de polysialylation (PSTD), qui est impliqué dans I'élongation des chaines linéaires
d acides sidiques (Nakata et al., 2006). Ce motif n’est pas retrouvé sur ST8Sia Ill mais la
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comparaison des sequences de différentes espéces de vertébrés et d invertébrés (Harduin-Lepers et
al., 2008) a permisI’identification d'un motif similaire de 52 acides aminés (motif I11-2) situé juste
en amont du sialylmotif S (Figure 27). Enfin, il existe un dernier motif de 10 acides aminés (motif
[11-1) retrouvé dans toutes les ST8Sia Il qui se positionne en amont du sialylmotif L. La fonction

de ces deux motifs n’a pas encore été mise en évidence.
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Figure 27 : Les motifs spécifiques des polysialyltransférases ST8Sialll, 111 et IV (d'aprés Harduin-Lepers et al., 2008).
Le domaine catalytique des sialyltransférases est représenté par le rectangle gris et les sialylmotifs L, S Il et VS par
les rectangles noirs. Les rectangles a et b indiquent la position relative sur la protéine des motifs spécifiques de ces
enzymes. La taille relative des acides aminés correspond a I’ état de conservation de chacun pour chaque position du
motif. Lorsque deux acides aminés sont superposés, leur hauteur indique la fréquence relative a laquelle ils
apparaissent a cette position. Les acides aminés polaires sont représentés en vert, basiques en bleu, acides en rouge,
hydrophobes en noir et neutres en rose.

La subdivision en deux sous familles des ST8Sia se retrouve également au niveau des structures
géniques. En effet, les genes ST89a |, V et VI ont des structures plus morcelées que celles de
ST8Siall, Il et 1V (Figure 28). Pour tous ces géenes, |a séquence codant le sialylmotif L se situe a
cheval sur 2 exons, et, dans un méme groupe, la taille des exons codants les domaines catal ytiques
est treés bien conservée a I’exception de ST8Sa Ill. Cependant, en découpant ce troisiéme exon
codant de ST8Sa |1l a une position appropriée, la filiation avec les genes ST8Sa Il et 1V devient
évidente (Takashima, 2008).
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Figure 28 : Représentation schématique des genes codant les ST8Sia murines (d'apres Takashima, 2008). Chaque
rectangle gris représente les exons codants, les rectangles blancs les exons non codants. Les lignes noires indiquent la
localisation des séquences codant les sialylmotifs et les chiffres au dessus le nombre d’ acides aminés codés par chacun
des exons. Les substrats préférentiels de chaque sialyltransférases sont indiqués entre parenthéses en dessous du nom
des génes.

2.2.L épitope Sialyl-a2,6-lactosamine

Le disaccharide Galp1,4GIcNAc, autrement appelé lactosamine, est un constituant communément
retrouvé sur les antennes des N-glycannes mais peut également étre retrouvé sur les chaines O-
glycanniques et les glycolipides. Cette lactosamine est tres souvent retrouvée sous une forme
sialylée, soit en 02,3 s elle est prise en charge par une enzyme de la famille des ST3Gal, soit en
a2,6 s €elle subit I’action d’une ST6Gal. L’ apparition de ce motif Siayl-a2,6-Lactosamine et les
fonctions dont il est responsable sont donc étroitement liées a la présence et a la régulation des -

gaactoside-o2,6-sia yltransférases.

2.2.1. Les ST6Gal ou pB-galactoside-a2,6-sialyltransférases

2.2.1.1. Spécificité de substrat et organisation protéique

Les deux enzymes de cette famille de sialyltransférase, ST6Gal | et I, peuvent former le motif
SiasLacNAcC, que celui-ci soit porté par des glycoprotéines (asialo orosomucoide, asialofétuine) ou

76



Exposé bibliographique

des oligosaccharides libres (Tableau 111). Malgré cette structure glycannique acceptrice identique, il
est apparu que ces deux siayltransférases présentent des caractéristiques enzymatiques différentes.
En effet, ST6Gal | utilise préférentiellement les structures N-glycanniques des glycoprotéines alors
gue ST6Ga Il se voit beaucoup plus efficace sur des structures oligosaccharidiques libres
(Takashima et al. 2002 ; Krzewinski-Recchi et al., 2003). De maniére intéressante, une étude
récente (Rohfritsch et al. 2006) a déterminé que le substrat préférentiel de la ST6Gal || humaine
n' était pas le motif LacNAc (Galp1,4GIcNAc) mais le motif LacdiNAc (GalINAcB1,4GIcNAC), une
structure oligosaccharidique rare chez les mammiferes et sur laquelle ST6Gal | n’a qu’une faible
activité chez I'homme (Rohfritsch et al. 2006) ou encore le bovin (Mercier et al., 1999).

Tableau 11 : Comparaison des spécificités de substrats de hST6Gal | et |1 (d' aprés Krzewinski-Recchi et al., 2003).
Les résultats sont donnés en pourcentage relatif de transfert d’ acide sialique sur les différentes structures acceptrices,
en prenant comme référence le transfert sur |’ asial 0-orosomucoide.

Activité relative (%)

hST6Gal-1 hST6Gal-1
Accepteur Structures
Asiao orosomucoide Galp1-4GIcNAC-R 100 100
Orosomucoide NeuAco2-6GalB1-4GIcNAC-R 0 0
Asialofetuine GaIB1-4GIcNAc-R 83 66
GalB1-3GalNAco-O-SerThr
Oligosaccharides GalB1-3GIcNAC 0 0
libres
GalB1-4GIcNAc 87 692
LNNT : GalB1-4GIcNAcBa -3Galf1-4CGlc 120 623
LNT : Galp1-3GIcNACBa -3Galp1-4Glc 0 0

R, représente |e reste de la chaine N-glycosidique
LNNnT= Lacto-N-néotétraose
LNT= Lacto-N-tétraose

L’analyse comparative des séquences des différentes ST6Gal | connues chez les mammiferes
révélent un fort pourcentage d'identité de ségquence inter-espéces. A titre d’exemple, la protéine
bovine présente respectivement 83 et 75% d’identité de séquence avec les protéines humaine et
murine (Mercier et al., 1999). Cet état de conservation inter-especes est donc supérieur a celui
observé entre ST6Gal | et Il puisgue, chez I’homme, ces deux enzymes n’ ont en commun que 48%
de leurs acides aminés et ce uniquement au niveau des domaines catal ytiques (Krzewinski-Recchi et
al., 2003). Cependant, d'un point de vue structural, ST6Gal | et Il partagent la structure
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caractéristique des sialyltransférases golgiennes a savoir celle des glycoprotéines
transmembranaires de type Il. Elles possédent donc un court domaine N-termina cytoplasmique,
une région transmembranaire prolongée par un domaine luminal, lui méme constitué d une région
tige et d’'un domaine C-terminal catalytique renfermant les sialylmotifs (Figure 29). La principale
différence structurale entre ces deux protéines réside au niveau de leurs régions tiges, celle de
ST6Gal | étant plus courte d’' une centaine de résidus que celle de ST6Gal 1.

1 2 3 4

ST6Gal | L S 1IvVsS

C-ter 406 aa

stecal Il L S 1IVS

N-ter C-ter 529aa

Figure 29 : Comparaison des structures protéiques des ST6Gal humaines. Représentation schématique des chaines
peptidiques de ST6Gal | et ST6Gal Il avec en 1 le domaine cytosolique, en 2 le domaine transmembranaire, en 3 la
région tige et en 4 le domaine catalytique. v représente les sites potentiels de N-glycosylation. Les traits noirs au dessus
des protéines indiquent la position relative des sialylmotifs.

Chez le rat, deux isoformes de ST6Gal | qui ne différent qu'au niveau de I’ acide aminé 123 du
domaine catalytique existent de fagon naturelle. Ces deux enzymes proviennent d’un phénomeéne
«d editing » de I’ ARNm qui change le codon TAC codant pour une tyrosine en un codon TGC qui
code pour une cystéine (Maet al., 1997). Ce simple changement ne conduit pas a une modification
apparente de I'activité de |I’enzyme mais semble par contre provoguer un changement de sa
localisation cellulaire. En effet, la forme STtyr est sensible au clivage protéolytique et se retrouve
sécrétée dans le milieu extérieur, la forme STcys qui reste résidente de |’ appareil de Golgi a une

tendance aformer des complexes oligomeériques (Fenteany et Colley, 2005).

Comme il I’avait été observé dans les autres familles de siayltransférases, les B-galactoside-0.2,6-
siayltransférases présentent au niveau de leurs séquences primaires des motifs qui leurs sont
propres en plus des traditionnels sialylmotifs L, S, 11l et VS. Au nombre de trois (Figure 30), ils

sont respectivement situés en amont du sialylmotif L, en aval du sialylmotif S et entre les
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sialylmotifs 111 et VS (Patel et Balgji, 2006). Leur fonction n’a pas encore été clairement identifiée
mais il semble qu’ils pourraient jouer un réle au niveau de la spécificité de la reconnaissance des
substrats accepteurs. |ls pourraient donc étre a I’ origine des différences d’ activité observées entre

ST6GA | et 1.

ST6Gal
'1-'| md}
2. . : 2, —
KT B0 lnvm Lol || EAGT=G
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Figure 30 : Matifs spécifiques des ST6Gal (d’ aprés Patel et Balgji, 2006). Les rectangles au dessus des représentations
schématiques des protéines indiquent la position relative et la séquence de chaque motif dans les régions conservées
des enzymes. La taille des lettres représente |’ état de conservation de I’acide aminé et lorsqu’il y a plusieurs acides
aminés possibles, la fréquence de représentation de chacun est traduite par leurstaillesrelatives.

Enfin, ces gdalyltransférases sont potentiellement glycosylées. Chez I’homme par exemple,
ST6Gal | contient deux sites de N-glycosylation dans la région tige (Figure 29) qui ont été montrés
comme essentiel au bon adressage de la protéine dans I’ appareil de Golgi (Chen et al., 2000). La
ST6Gal 11 humaine renferme dans sa séguence trois sites potentiels de N-glycosylation dont le degré
d’ occupation n’a pas encore été déterminé. Il est cependant intéressant de noter que deux de ces

sites bornent le siaylmotif L.

2.2.1.2. Organisation génomique des g-galactoside-a2,6-

sialyltransférases

A. Le géne ST6Gal |

L’enzyme ST6Gal | ayant été la premiere siayltransférase purifiée, de nombreuses études ont été
menées pour déterminer la structure du gene qui la code et ce pour plusieurs especes de

mammiféres. L’ analyse comparative des genes humain, murin, bovin et de rat met en évidence de
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fortes similitudes dans I’ organisation structurale de ST6Gal | et notamment au niveau de la région
codante (Figure 31). Chez ces quatre espéces, le cadre ouvert de lecture se compose de 5 exons
codants (E2 a E6), les points d'initiation et de terminaison de traduction étant respectivement situés
dans les exons E2 et E6, ce dernier exon incluant également la totalité de la région 3' non traduite.
Chez le rat, le géne s éend sur plus de 80 kpb et se compose de 12 exons. ST6Gal | est un gene
assez finement régulé et I’ utilisation de différentes régions promotrices associée a des phénomenes
d’ épissage alternatif permet la transcription de 3 types majeurs d ARNm (Paulson et al., 1989). Le
premier transcrit majoritaire est exprimé de fagon ubiquitaire, il aunetaille de 4,7 kb et se compose
des exons E-1 a E6 (Figure 31). Le deuxieme type de transcrit est uniquement exprime par le foie,
mesurant 4,3 kb il différe du premier type de messager par |’ absence des exons E-1 et EO. Enfin,
alors que ces deux premiéres familles d ARNm permettent la synthese d’ une protéine fonctionnelle,
il a été décrit dans les reins une troisiéme famille de transcrit de 3,7 kb qui a pour base structurale
les exons E4 a E6 et dont la région 5 non traduite est formée par |’ association d’un, deux ou trois
exons spécifigques du rein (Wen et al., 1992). Le point d'initiation de la traduction se situant dans

I”’exon 2, ces transcrits ne permettent pas la production de I’ enzyme.

Chez I’homme, ce géne a été localise sur le bras long (g21-28) du chromosome 3 et I’ ensemble des
transcrits identifiés jusgu’a aujourd hui ont tous en commun la présence des exons E1 a E6.
Concernant larégion 5 non traduite des différents messagers, il a pu étre mis en évidence en amont
delI’exon 1, trois exons nommes X, Y et Z. Lesexons Y et Z sont homologues aux exons E-1 et 0
du rat et leur association avec les exons 1 a 6 donne naissance a un transcrit qui a une expression
ubiquiste. Par ailleurs, il existe aussi un transcrit de ST6Gal | spécifique au foie. Identifié dans un
premier temps dans les cellules d’ hépatocarcinome HepG2 (Aas-Eng et al., 1995), il est constitué
des exons E1 a E6 et il représente la forme majoritaire de transcrits au niveau hépatique. Le
troisiéme type de messager de ST6Gal | fréguemment retrouvé chez I’homme et qui résulte de
I"association des exons X a 6 (Figure 31), n'a pas d'équivalent chez le rat et son expression est
limitée aux lymphocytes B matures et aux cellules de lignées lymphoblastoides (Wang et al., 1993).
Enfin, dans certaines populations de cellules lymphoblastoides, ont été détectés quelques transcrits a
expression minoritaire qui proviennent de I’ utilisation de trois exons 5’ non codants additionnels
dénommés U, V et W (Lo et Lau, 1996).
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Souris

Bovin ATG TGA

Figure 31: Représentation schématique des transcrits majoritaires de ST6Gal | chez |"homme, la souris, le rat et le
bovin (d'aprés Dall’ Olio, 2000). Les différents ARNm sont obtenus par la jonction des différents exons 5' non codants
a I'exon 1. Les exons homologues sont alignés verticalement les uns avec les autres. La région grisée représente le
cadre de ouvert de lecture du gene.

Chez la souris, ST6Gal | se situe au niveau du chromosome 16 et |es transcrits qui en sont issus, en
plus de présenter la structure basique a 6 exons des messagers de ce géene, ressemblent beaucoup
dans leursrégions 5’ non codantes et dans leurs profils d’ expression a ceux observés chez I’ homme.
II'y a en effet un transcrit a expression ubiquitaire qui présente une extrémité 5 non traduite
provenant de I’ association des exons Q et O (Figure 31), respectivement homologues des exons 'Y et
Z humains. Il existe également un transcrit spécifiquement exprimé par les lymphocytes B dont |a
5 UTR résulte de la jonction de I’exon X avec I’exon 1. La particularité de la souris vient du fait
gu'il y adans le géne plusieurs types d exons X, que sont les exons X1,, X1p, X2 €t X3, les transcrits
de type X; ayant une durée de vie longue contrairement aux transcrits de types X, et X3 qui
disparaissent assez rapidement (Wuensch et al., 2000). Enfin, il existe auss un transcrit hépatique
de ST6Gal | chez la souris mais dont la structure est différente de celle décrite chez le rat et
I"homme. En effet, alors que dans ces deux dernieres especes le transcrit hépatique n’ était constitué
gue des exons E1 a E6, larégion 5 du transcrit murin possede un exon supplémentaire, I’exon H

(Hu et al., 1997), positionné sur le géne entre les exons X et 0 (Figure 31).

Chez le bovin, ST6Gal | se situe sur le chromosome 1 et trois catégories de transcrits ont été isolés
(Mercier et al., 1999). Du point de vue structural, le paraléle avec les différentes formes d ARNm
humains est évident. En effet, la premiére catégorie de transcrits est issue de la jonction des exons
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E-1 et EO avec I’exon E1, E-1 et EO étant respectivement les homologues des exons humains Y et Z
(Dal’ Olio, 2000). De méme, on observe également des ressemblances entre |’ homme et le bovin
pour la deuxieme famille de transcrits (Figure 31). Enfin, le troisiéme transcrit bovin, uniquement
composé des exons 1 a 6, a exactement la méme structure que le transcrit hépatique humain.
Cependant, bien que les structures des transcrits humains et bovins soient identiques, leurs profils
de distribution tissulaire sont trés différents (Mercier et al.,1999). A titre d’ exemple, citons le fait
que le transcrit bovin homologue au transcrit hépatique humain présente un profil d expression
beaucoup moins restrictif puisqu’il est retrouvé dans des organes tels que le coaur, les reins ou
encore larate. Pourtant, les exons non traduits X et (-2), respectivement en 5’ des exons 1 humain et

bovin, présentent un taux d’identité élevé.
B. Sructure et expression du gene ST6Gal Il

Plus récemment découvert, la structure de ce géne n’ a été décrite que chez I’homme (Takashima et
al., 2002 ; Krzewinski-Recchi et al., 2003) et la souris (Takashima et al., 2003). De fagon générale,
la région codante du géne s organise de la méme maniere que ST6Gal | a savoir en 5 exons (Figure
32), les points d’initiation et de terminaison de traduction étant respectivement situés dans les exons
1 et 5. Le géne humain est localisé sur le chromosome 2 (2911.2-g12.1) sur lequel il s étend sur
plus de 85 kpb, et il setrouve sur le chromosome 17 murin ou il s étend sur 70 kpb.

Figure 32 : Représentation schématique des transcrits connus de hST6Gal |1. La région codante est représentée en gris,
lesexons 5’ non traduits en blancs

Que ce soit pour I'une ou I’ autre des especes, ST6Gal 1l présente un profil d expression tissulaire
assez restreint. |l est principalement exprimeé dans le cerveau et le colon humain et est présent dans
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le cerveau et a certains stades embryonnaires chez la souris. Concernant les ARNm et dans |’ état
actuel des connaissances, un seul type de transcrit a été mis en évidence pour la souris (Takashima
et al., 2003) et une analyse des banques d'EST humaines a révélé qu'il existerait au moins deux
types de transcrit (Figure 32) ne differant qu’au niveau de leurs régions 5'-UTR (Takashima et al.,
2002). Enfin, ces mémes auteurs ont montré la présence d’un variant transcriptionnel plus court,
dépourvu des séquences codant les sialylmotifs S, 11l et VS, dont la traduction conduit a la

production d’ une enzyme inactive et dont les fonctions biol ogiques restent a découvrir.

C. Comparaison des régions codantes des genes ST6Gal | et 11

Comme il I’a été mentionné au paragraphe précédent, le cadre ouvert de lecture de ces deux genes
est constitué de 5 exons avec un découpage tres bien conservé. En effet, que ce soit chez I’homme
ou la souris, a I’exception de I’exon 1 qui code pour la région tige, la taille des exons 2 a 5 est
presque identique. De plus, a la maniere des génes ST3Gal | et I, les séquences codants les
sialylmotifs L et S se retrouvent a cheval sur deux exons différents, les exons codants 1 et 2 pour le
siaylmotif L et 4 et 5 pour le siaylmotif S (Figure 33).

199 33 33 58 a0 i403)
| [ o | STecall,
309 33 34 E8 90 i524)
| 0 o0 O IR sTecalll
L SIvs

Figure 33 : Représentation des structures génomiques des ST6Gal chez la souris (d' apres Takashima, 2008). Les cadres
grisés représentent les régions codantes alors que les exons non traduits sont représentés en blanc. Les chiffres
précisent le nombre d’ acides aminés codés par chacun des exons et |es rectangles noirs indiquent les positions relatives
des différents sialylmotifs (de gauche a droite, sialylmotifs L, S 111 et VS). Entre parentheses et en dessous du nom de
chaque géne sont indiqués les substrats préférentiels de chacune des enzymes.

2.2.2. Fonctions physiologiques associées au motif Sialyl-a2,6-

lactosamine

2.2.2.1. Laclairance des glycoprotéines sériques

Comme toutes protéines, les glycoprotéines sériques ont une durée de vie limitée et doivent étre
éliminées a un moment ou a un autre, leur dégradation étant réalisée par le foie. La captation de ces
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glycoprotéines circulantes est en partie due a un récepteur a asiaoglycoprotéines, I'’ASGP-R,
localisé ala surface hépatocytaire et qui reconnait spécifiquement les glycannes se terminant par un
galactose ou une N-acétylgalactosamine (Park et al., 2003). De ce fait, toute protéine porteuse de
I"épitope SiasLacNAC ne sera pas reconnue par I’ASGP-R et poursuivra sa course dans la
circulation sanguine (Figure 34). Mais compte tenu des conditions environnementales présentes
dans le sang, I'acide sidique du SiasLacNAc finira par ére éiminé. Ce clivage laisse alors
apparaitre en position terminale du glycanne un galactose, rapidement reconnu par I'ASGP-R
(Figure 34). Enfin, le complexe protéine-récepteur est internalisé puis la protéine dégradée.

NeuAcaZ,6Galf1,4GlcNAc-R GalB1,4GIlcNAc-R

o J o :
A. Ca B.

ASGP-R 2 l 1. Interaction
Hépatocytes 2. Internalisation
3

l 3. Dégradation

Figure 34: La voie de dégradation des glycoprotéines sériques par les cellules hépatiques. (A), lorsgue la protéine
porte un glycanne sialylé, elle n’interagit pas avec le récepteur a asialoglycoproteines (ASGP-R) et poursuit sa route
dans la circulation sanguine. (B), la perte de I'acide sialique laisse apparaitre un Gal qui favorise I'interaction
glycanne récepteur (1). Ce complexe est ensuite internalisé (2) puis dégradé par la cellule hépatique.

2.2.2.2. SiagLacNAc et cancer

La Siayl-02,6-lactosamine joue également un réle au cours du développement tumoral. Il a été
montré dans différents types de cancers, incluant le cancer du colon (Dall’ Olio et al., 1992), du sein
(Recchi et al., 1998) et du col de I'utérus (Wang et al., 2001), qu’il y a une augmentation de la
transcription de ST6Gal |. La corrélation quantitative entre la surexpression du gene et
I” augmentation de motifs a2,6-sidylés a la surface cellulaire n’est pas stricte mais, dans la plupart
des cas, un taux de transcrits élevé de ST6Gal | associé a une forte réactivité de la SNA (lectine qui
reconnait les structures a2,6-sialylées) sont considérés comme de « bons » indicateurs de mauvais

pronostic vital.
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L’ apparition du motif SiasLacNAC est en général corrélée au pouvoir métastatique de la tumeur. En
effet, de nombreuses protéines intervenant dans les interactions cellulaires, telles que I’ intégrine B1,
la E-séectine, ICAM-1 et VCAM-1, sont connues pour étre des substrats de ST6Gal |. Ainsi, toute
modification du niveau d expression de la sialyltransférase peut entrainer des changements de la
glycosylation de ces protéines d’adhésion et de fait modifier les interactions qu’elles forment. A
titre d’ exemple, il a é&é montré sur des colonocytes transfectés avec ST6Gal | que ces cellules
présentent une hypersialylation de I'intégrine B1. Cette hypersiaylation augmente I’ adhérence des
colonocytes au collagene | et a la laminine ce qui a pour conséquence de favoriser la motilité
cellulaire (Sedles et al., 2005). Les mémes conclusions ont pu étre établies sur des cellules
cancéreuses ovariennes qui ont présenté un potentiel métastatique trés élevé (Hedlund et al., 2008).
Enfin, un niveau élevé de transcription de ST6Gal | dans des cellules cancéreuses mammaires a pu
étre associé a une diminution des interactions cellule-cellule et a une augmentation de I’ adhérence
au collagéne IV (Lin et al., 2002), ces deux facteurs favorisant tres fortement la formation de

métastases.

2.2.2.3. SiagLacNAc, leligand du CD22

Le CD22 est un récepteur appartenant a la famille des Siglecs qui reconnait spécifiquement les
motifs SiasLacNAc des glycoprotéines. Localisé a la surface des lymphocytes B matures, ce
récepteur est un régulateur négatif de la voie de signalisation du BCR (B Cell Receptor). Le
mécanisme de régulation négative du BCR par le CD22 n'’est pas encore totalement élucidé mais il
apparait clairement que |’interaction en cis du CD22 avec les N-glycannes du BCR (Figure 35) est
indispensable a ce processus d’ atténuation. Dans I’ état actuel des connaissances, il semble que la
liaison CD22-BCR induit le recrutement de toute une série de partenaires, tel que la tyrosine
phosphatase SHP-1 (Jin et al., 2002), qui par leurs actions permettent de limiter la stimulation du
BCR par les éléments du milieu extérieur. Cette régulation s avére nécessaire puisque I’ analyse de
lymphocytes de souris KO pour CD22 a montré qu’ils ont d’ une part une plus forte susceptibilité a
entrer en apoptose (Otipoby et al., 1996) et d’autre part une grande propension a produire des
anticorps auto-immuns de forte affinité (O’ Keefe et al., 1999).
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T4 helper
A. cis B. trans
CD22 BCR BCR CD22
Lymphocyte B Lymphocyte B

Figure 35: Les interactions de CD22 avec ces différents ligands. En A, interaction de CD22 avec le BCR (B-Cell
Receptor), elle est dite en « cis» car elle s effectue entre deux protéines appartenant a la méme cellule. La liaison
ligand récepteur permet le recrutement de différents partenaires qui vont réguler le BCR. En B, représentation
schématique de I interaction de CD22 avec un ligand localisé sur une autre cellule (ici un lymphocyte T4 helper), cette
interaction, dite en «trans», permet par exemple I’adhésion cellulaire. Les ronds rouges représentent les motifs
SaglLacNAc des N-glycannes.

CD22 n’a pas comme unique fonction celle de moduler la voie de signalisation du lymphocyte B.
Compte tenu du fait que son ligand est |” une des structures glycanniques des plus présentes sur le N-
glycannes, elle va former de nombreux autres types d'interactions. Elle a notamment été decrite
comme une molécule d adhésion cellulaire qui favorise les communications cellule-cellule avec
d autres cellules du systéme immunitaire comme les lymphocytes T (Figure 35) ou les monocytes
(Engel et al., 1993, Collins et al., 2004). Lors du processus inflammatoire, le niveau d’ expression
de structures SiasLacNAc peut fortement augmenté a la surface des cellules endothéliales.
L’ apparition de ces structures favoriserait |’ adressage du lymphocyte B au site inflammatoire par
une interaction en trans du CD22 (Hanasaki et al., 1994).

2.2.2.4. SiasLacNAc et réponse inflammatoire

Commeiil I'a été trés brievement introduit au paragraphe précédent, les niveaux d’ expression de la
sialyl-a2,6-lactosamine et de ST6Gal | peuvent étre modifiés dans certaines conditions au cours de
la réponse inflammatoire. En effet, plusieurs études montrent chez le rat (Kaplan et al., 1983) et la
souris (Dalzid et al., 1999 ; Appenheimer et al., 2003) qu’il y a une augmentation dans le foie de la
transcription et de la traduction de ST6Gal | au cours de la phase aigue de I’ inflammation. De plus,
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ils observent que les cellules hépatiques secretent ST6Gal | sous une forme tronquée de ses régions
cytosoliques et transmembranaires ce qui en fait une protéine de la phase aigue de I'inflammation
(Jamieson et al., 1993). Chez la souris, il a particulierement été montré gue cette surexpression de
ST6Gal | est sous la dépendance du promoteur P1 (Appenheimer et al., 2003) qui conduit a la
synthése majoritaire du transcrit hépatique (Dalzidl et al., 1999).

Plusieurs hypothéses quant aux roles de cette structure au cours de la réponse inflammatoire ont été
avancées. L'une d’entre €elle vient du fait qu’une majorité de pathogénes préfére la Siayl-02,3-
lactosamine a la Sialyl-a2,6-lactosamine comme structure réceptrice (Karlsson, 1995 ; Angata et
Varki, 2002). Ainsi, |'activation de la transcription de ST6Gal | et la production de la
siayltransférase qu’il code permet en entrant en compeétition avec les ST3Gal de limiter le nombre
de motifs SiagLacNAc exposes a la surface cellulaire. Cette diminution de I'exposition du
SiggLacNAc au profit du SiasLacNAc a pour but de réduire le nombre d’interactions du pathogene
avec la cellule et donc de minimiser la propagation de I'infection (Gagneux et Varki, 1999;
Gagneux et al., 2003). Cette hypothese est soutenue par le fait que le taux de transcription de
ST6Gal | revient rapidement a un niveau basal aprés le stimulus inflammatoire afin d’ éviter tout

phénomene rapide d’ adaptation des pathogenes a ce mécanisme de défense « passif ».
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3. L’antigéne Sialyl-Lewis' : un antigenetissulaire

essentiel pour |I'adhésion cellulaire

La famille des structures glycanniques fucosylées, & laquelle appartient I’ antigéne Sialyl-Lewis”,
est impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que le développement tissulaire,
I’ angiogenése, la fécondation ou encore I’inflammation et I’adhésion cellulaire. Tout comme les
acides sialiques, le fucose est un monosaccharide généralement retrouvé en périphérie des chaines
glycanniques ce qui lui donne une position privilégiée pour interagir avec les molécules du milieu
extérieur. Le greffage du fucose est réaisé par une famille de glycosyltransférases, les

fucosyltransférases, répertoriées dans les familles CAZy 10, 11, 23, 65 et 68

3.1. Lesfucosyltransféerases

Cette famille de glycosyltransférases est, a I’instar des sialyltransférases, divisee en plusieurs sous
familles sur la base de |a spécificité de substrat et de laliaison formée: lesal,2, les al1,3/4, lesal,6

et les O-fucosyltransférases.

Les O-fucosyltransférases sont des glycoprotéines solubles retrouvées dans le RE ou elesinitient la
formation des O-fucosylglycannes (Luo et Haltiwanger, 2005) que nous avons précédemment
décrits au paragraphe 1.1.4. Chez les eucaryotes, les 01,2, 01,3/4 et al,6 fucosyltransférases sont
des glycoprotéines transmembranaires de type |1 localisées dans |’ appareil de Golgi et constituées
d’un court domaine N-terminal cytosolique, d’ un seul domaine transmembranaire, prolonge dans la
lumiére golgienne par une région tige et un domaine C-terminal catalytique (Nilsson et al., 1993).
Chez les mammiferes, les al,2-fucosyltransférases ont la capacité de transférer un fucose sur le
groupement hydroxyle porté du carbone 2 d'un galactose porté par une chaine terminale de
lactosamine et ce tout autant sur les O- que sur les N-glycannes (Figure 36). A I’ autre extrémité du
N-glycanne, les a1,6-fucosyltransférases greffent le fucose sur I’hydroxyle en 6 de la premiere N-
acétylglucosamine du chitobiose. Enfin la famille la plus diversifiée est celle des al,3/4-

fucosyltransférases qui ont en commun la capacité de fucosyler les N-acétylglucosamines des
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chaines polylactosaminiques des N- et des O-glycannes. Bien qu’elles soient toutes capables
d’ajouter un fucose sur n’importe quelle LacNAc du glycanne, elles ont chacune leurs préférences.
C’est ainsi que, chez I’homme, une enzyme comme FUTS5 a une affinité plus prononcée sur les
maillons internes, que FUT3, FUT4 ou encore FUT6 fucosylent préférentiellement les GlcNAc
situées au milieu des antennes glycanniques et que FUT7 a tendance a transférer le fucose sur les
chaines lactosaminiques terminales (Figure 36). Enfin, le substrat préférentiel d’une
fucosyltransférase comme FUT9 change en fonction de I’état de sialylation (Figure 36) alors que

FUT7 est incapable de toute activité fucosyltransférasique lorsque le glycanne n’est pas sialylé.

Neu5Ac MNeu5Ac

Gal< 1.2 FucTs (FUT1/2) > Qal

(FUT7) >
GlIcNAC <~ 1,34 FucTs (FUTS) GicNAc

Gal Gal
l | poly-LacNAc chain
_GIENAC | < 01,34 FucTs (FUT3/4/6)—> GicNAc |

n . -~n

Gal Gal

GIcNAG <~ a1,34FucTs ::ﬂ?) —> GilcNAc

Gal '{r\‘

Gal / GlcNAc GlcNAc

|

: ichitobiose

1,6 FucTs(FUT8) —> | GlcNAc :

GalNAc

Figure 36 : Les sites de fucosylation des al,2, al,3/4 et al,6-fucosyltransférases chez I’homme (d’aprés Ma et al.,
2006). Sont représentés les 2 principaux types de structures acceptrices contenant des chaines polylactosaminiques, les
O-glycannes a gauche et les N-glycannes a droite, ces derniers étant les seuls a posséder le chitobiose. En ce qui
concerne les al,3/4-fucosyltransférases, seuls les sites principaux de fucosylation ont été indiqués. Lorsque le nom de
I’enzyme est grisé, la présence de I’acide sialique en bout de chaine est nécessaire pour ’addition d’un fucose.

Toutes ces enzymes utilisent un substrat donneur commun, le GDP-B-Fucose, et ont la capacité de
transférer le fucose sur les glycannes des glycoconjugués selon la réaction présentée ci-dessous. Les
fucosyltransférases induisent toutes une inversion de 1’anomérie, le fucose lié au GDP par une

liaison B est donc systématiquement transféré sur la structure acceptrice en anomérie o.

GDP-B-Fuc + Accepteur-OH > Fuc-al,0-Accepteur + GDP-H
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3.1.1. Le GDP-Fucose

Ces différentes fucosyltransférases utilisent un substrat donneur unique, le GDP-Fucose, qui doit
étre retrouvé en concentration suffisante pour que la fucosylation puisse s effectuer dans les
meilleures conditions. Ce glycosyl-nucléotide peut étre obtenu par 2 voies de biosynthese distinctes
ayant lieu dans le cytoplasme (Becker et Lowe, 2003), la voie de novo et la voie dite de
« sauvetage » ou de « récupération » (Figure 37). La voie de novo compte pour environ 90% du
pool de GDP-Fucose de la cellule et utilise le glucose et le mannose fournis par |’ alimentation. A
partir du glucose, la premiére étape consiste a épimériser cet ose en mannose, ce dernier étant
ensuite utilisé pour former du GDP-Mannose. La suite de la voie de biosynthése est réalisée par
deux enzymes, la GDP-Mannose 4,6 déhydratase (GMD) et la GDP-keto-6-déoxymannose 3,5-
épimérase/4-réductase (FX), qui vont successivement permettre la conversion du GDP-Mannose en
GDP-Fucose. En effet, le GDP-Mannose est d’ abord pris en charge par la GMD qui le transforme
en GDP-4-keto-6-déoxy-mannose (Figure 37), substrat de I’enzyme FX. Cette enzyme est un
homodimére qui ala double activité catalytique 4-réductase/3,5-épimérase (Tonetti et al., 1996) qui

sont respectivement les deux derniéres étapes nécessaires al’ obtention du GDP-Fucose.

GDP-mannose-4-6
déhydratase

GDP-4-keto-6-déoxy-
mannose

@< 4-réductase \l,
3,5-épimérase \L

GDP-Fucose

Voie de novo

D-Mannose

35>GDP-D-M —_—
D-Glucose Sl

DP-fucose
T pyrophosphorylase

L-Fucose > L-Fucose L-Fucose-1-P

s Fucose kinase
Voie « de <

récupération »

Figure 37 : Les voies de biosynthese du GDP-Fucose (d' apres Marquardt et al., 1999). La cellule utilise deux voies
différentes pour synthétiser le GDP-Fucose, la voie de novo et la voie de « récupération ». Les enzymes impliquées au
niveau de chaque étape importante sont indiquées dans les cercles turquoises, le transporteur, Gft, permettant le
passage du GDP-L-Fucose du cytoplasme vers les vésicules golgiennes est représenté par le cylindre bleu.

L’ autre voie de biosynthese du GDP-Fuc passe par I'utilisation du fucose cytosolique libre. Ce
fucose a deux origines possibles que sont la source extracellulaire et la dégradation lysosomale des

glycoprotéines (Becker et Lowe, 2003). L’ activation de ce monosaccharide sous forme de glycosyl-

90



Exposé bibliographique

nucléotide s effectue en 2 étapes: le fucose est dans un premier temps utilisé par la fucose kinase
qui le transforme en fucose-1-P (Figure 37), ce dernier éant ensuite converti en GDP-Fuc par
I" action de la GDP-fucose pyrophosphorylase (Niittymaki et al., 2004).

Qu'il soit issu de I'une ou de I'autre des voies de synthése, le GDP-Fucose est acheminé via la
protéine Gft dans I’ appareil de Golgi ou il sera utilisé par les fucosyltransférases (Luhn et al.,
2004). Gft est un transporteur de GDP-Fuc retrouvé sous la forme d’un homodimére solidement
ancré dans la membrane golgienne par 10 segments transmembranaires (Hirschberg, 2001). Les O-
fucosyltransférases, qui ont une localisation réticulaire, utilisent aussi ce substrat donneur mais dans
I état actuel des connaissances, aucun transporteur de GDP-Fuc n’a pu étre identifié au niveau du
RE.

3.1.2. Lesal,6-fucosyltransférases

Chez les mammiféres, |’al,6-fucosylation est particuliérement répandue et peut étre considérée
comme ubiquitaire tant le nombre de glycoprotéines portant ce type de modification est important
(Miyoshi et al., 1999). Cette glycosylation, qui consiste au greffage du fucose sur le carbone 6 de la
GIcNAc proximale du groupement chitobiose des N-glycannes (Figure 36), est réalisée par une
seule enzyme codée par le géne FUT8 qui est localisée dans les citernes transgol giennes et nécessite
la présence de Mg?* pour fonctionner. Elle ne peut agir que si la GIcNAc liée en p1,2 sur le Man du

bras 01,3 du noyau du N-glycanne (Figure 38) n’est pas substituée (Uozumi et al., 1996).

GleNAc 22 Man

alé

B1,4 pLé B1
Man—=GIlcNAc—GIcNAc— Asn

all
@&

al,6-FucT

GleNAc 222 Man

alé

pia P14 Bl
Man—-=GIlcNAc—GIcNAc— Asn

wls all
GleNAc 22 Man / ‘

Figure 38: Réaction enzymatique cataysée par |'al,6-Fucosyltransférase. Pour se fixer au N-glycanne, la
fucosyltransférase a besoin que la GICNAc entourée en vert ne soit pas substituée. Elle transfert alors le fucose sur la
GlcNAc directement liée sur I’ Asparagine (Asn).
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3.1.2.1. Organisation protéique

En ce qui concerne la structure de cette protéine, elle se démarque des autres fucosyltransférases par
sa grande taille qui est de 575 acides amineés, et ce que ce soit chez I’homme, la souris, le porc ou
encore le bovin. C’est une enzyme particulierement bien conservée au cours de I évolution. A titre
d’ exemple, I’enzyme bovine possede respectivement 97%, 96% et 95% d'identité avec ses
homol ogues humaine, murine et porcine (Javaud et al., 2000). L’ al,6-fucosyltransférase a toutes les
caractéristiques d’ une protéine transmembranaire de type Il (Figure 39). Elle renferme trois motifs
particulierement bien conservés entre les différentes espéces, ceux-ci étant également retrouves
chez les al,2-fucosyltransférases (Oriol et al., 1999°, Martinez-Duncker et al., 2003). La protéine
humaine contient 8 cystéines qui permettent la formation de 4 ponts disulfures, ces derniers étant
importants pour la stabilité de I’ enzyme plus que pour le mécanisme catal ytique (Figure 39). Enfin,
il existe au niveau de I’extrémité C-terminale un domaine SH3 treés similaire & ceux trouvés sur
d autres protéines mais unique chez les glycosyltransférases (Figure 39). Il pourrait permettre
I” association avec certains substrats ou encore se lier a une protéine de régulation restant inconnure
aujourd hui (Iharaet al., 2007).

RVYLATDDPSLLKE 575 AA

W

| [T | coon

VIGYHVRRTDK ILDIHFLSQADFLY

Domaine SH3

Figure 39 : Représentation schématique de la structure de I a1,6-Fucosyltransférase. TM = domaine transmembranaire
del’enzyme. Lesrectanglesrouges |, Il et 111 constituent les motifs spécifiques retrouves dans toutes les o.1,2 et les 1,6
fucosyltransférases. Les séquences des 3 motifs sont précisées. Les triangles bleus indiquent la localisation des
cystéines conservées. En vert est représenté le domaine Src homology domain spécifique a cette enzyme.

3.1.2.2. Structure du géne FUTS8

Du point de vue génomique, ce gene est une exception au sein des genes de la famille des
fucosyltransférases. En effet, alors que pour la majorité des génes de fucosyltransférases |a structure

de la région codante est monoexonique, I’ ORF de FUT8 est particuliérement morcel ée. Sa structure
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apu étre établie chez I’"homme ou il a été localisé sur le chromosome 14 en 923.2-24.1 (Couillin et
al., 2002) et sur lequel il s étend sur prés de 50 kpb. Son cadre de lecture se compose de 9 exons
chez I’homme (Y anagidani et a., 1997), une structure qui apparait plus morcelée que celle du gene
bovin pour lequel il N’'a éé décrit que 5 exons codants (Javaud et al., 2000). Une comparaison plus
fine de ces 2 génes permet cependant de se rendre compte que la plus grande différence réside dans
le découpage des exons 1 et 2 bovins, ces derniers regroupant les séquences des exons D a |

humains (Figure 40).

ATG Bovine TAA
E2 E3 E4 E5

. )HH( M WH

375 bp il 707 bp i2 177bp i3 181bp 4 288bp

W=

203 bp 116 bp 163 bp 115 bp 238 bp 247 bp 177 bp 151 bp 318 bp

ATG Human TAA

Figure 40 : Comparaison de la répartition exon/intron des génes FUT8 (A) bovin et (B) humain (d’ aprés Javaud et al.,
2000). Les tailles de chaque intron sont indiquées en paires de bases (bp). Les séquences homologues entre les deux
genes sont représentées par des couleursidentiques.

3.1.2.3. Roles associés al’al,6-fucosylation

La présence de ce fucose proximal participe au maintien de I’ intégrité du N-glycanne (Stubbs et al .,
1996). Sa position particuliére diminue la flexibilité du glycanne qui devient alors moins accessible
aux glycosidases. Par ailleurs, cet al,6-fucose peut avoir une importance capitale sur la structure
finale des chaines glycanniques, |I’exemple le plus intéressant étant celui de la polysialylation de la
NCAM (Kojima et al., 1996) dont la fonction est modulée par la présence ou |’ absence de ces
longues chaines d acides sialiques (PSA). La formation des PSA dépend de I’ action de ST8Sialll
mais celle-ci ne peut agir que si la NCAM possede sur ces glycannes un fucose al,6-1i€, son
absence empéchant |a bonne fixation de la siayltransférase et de fait la polysialylation. Outre ce
réle structural, il a pu étre établi que ce fucose proximal a une importance fonctionnelle. Une éude
menée sur des fibroblastes embryonnaires de souris a par exemple montré que |’ absence d' a1,6-
fucosylation des intégrines osP;, récepteur majeur de la laminine 5, est associée a une forte
réduction de la migration cellulaire (Zhao et al., 2006). Enfin, FUT8 et son produit peuvent étre de
bons marqueurs de la progression tumorale. En effet, dans certains carcinomes de la thyroide, la
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surexpression de FUT8 est directement reliée alataille de latumeur et alaformation de métastases

dans les ganglions lymphatiques (Ito et al., 2003).

3.1.3. Lesal,2-fucosyltransférases

Ces enzymes, répertoriées dans la famille 11 de la banque de données CAZy, facilitent le transfert
en al,2 du fucose sur le galactose de maillons disaccharidiques de type I, 11 ou Il1, ces différents
maillons étant retrouvés en position terminale des antennes des O- et des N-glycannes. Les
structures a2-fucosylées ont initialement été mises en évidence a la surface des globules rouges et
déterminent les antigenes du systeme de groupes sanguins ABH (O). En effet, le disaccharide
Fucal,2Galf1-R, qui détermine I’ antigene H (ou O), est alafois le substrat accepteur d’ une a3-N-
acétylgalactosaminyltransférase et d’ une al,3-galactosyltransférase qui assurent respectivement la
formation des antigenes A et B (Figure 41). Ces épitopes glucidiques ne se retrouvent pas
uniquement sur les cellules sanguines puisqu’ils sont également détectés au niveau de cellules
endothéliales vasculaires, et, chez certaines personnes, a la surface de cellules épithéliales et dans la
salive. Chez le bovin, les structures a2-fucosyl ées sont également particuliérement abondantes dans
les mucines et les glandes sous-maxillaires puisqu’ elles représentent jusqu’a a 12 % des oses totaux
(Martensson et al., 1998).

Antigéne H (0O)

0L1,2/"\[31,3/4
A—O—=R
O ca

W al3-Gallt A ru
[0 caNac

al,3-GalNAcTft

al,2 BL4 R ' al,2 /N BL4 R
ol,3 ol,3
Antigéne A Antigéne B

Figure 41 : Les antigénes de groupes sanguins du systéme ABH (O) retrouvés sur les O- et les N-glycannes. L’ antigéne
H est le précurseur des antigénes A et B. R représente le second monosaccharide dont la nature est une GIcNAc pour
les chaines de types | et 1l ou une GalNAc pour les chaines de type Ill. Les liaisons entre les différents oses sont
indiquées en rouge foncé.
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3.1.3.1. LesgenesFUTI1, FUT2, Secl

Le clonage des genes des a2-fucosyltransférases a été réalise dans de nombreuses especes de
mammiféres incluant I’homme (Larsen et al., 1990 ; Kelly et al., 1995 ; Rouquier et al., 1995), la
souris (Domino et al., 2001), le bovin (Barreaud et al., 2000), et, quelque soit I’ espece, I'ORF de
FUT1, FUT2 et Secl est toujours monoexonique. Cependant, Secl, apparenté au gene FUT2, est
considéré comme un pseudogéne chez I homme. En effet, bien que le géne soit transcrit, la protéine
gu'il code est inactive du fait de deux délétions successives adjacentes qui entrainent un décalage
du cadre de lecture et |’ apparition prématurée d’'un codon STOP (Rouquier et al., 1995). Plusieurs
études ont été menées pour déterminer la localisation chromosomique de FUTL, FUT2 et Secl. Ces
trois génes ont la particularité de présenter une organisation en cluster qui s avére particuliérement
bien conservée chez les mammiféres (Apoil et al., 2000). Ce cluster de genes do2-
fucosyltransférases a été positionné sur le chromosome 19g13.3 chez I’homme (Reguigne-Arnould
et al., 1995), sur le chromosome 7 de la souris (Domino et al., 2001) et sur le chromosome 18 chez
le bovin (Saunier et al., 2002), et, pour ces trois especes, il s étend sur une distance d’ environ 100
kpb.

FUTL1 et FUT2 sont des genes qui présentent un taux de polymorphisme élevé dont le catalogue ne
cesse de s agrandir (Storry et al., 2006 ; Sogjima et al., 2005). Les diverses mutations identifiées
sont en général associées a un dysfonctionnement ou a une inactivation des enzymes dont le résultat
est |'apparition de nouveaux phénotypes: phénotypes Bombay (FUT1 et 2 mutés), para-Bombay
(FUT1 muté, FUT2 normal) ou encore non-sécréteur (FUT2 muté). Il a é&é suggéré que les
différents alléles de FUT2 pourraient étre utilisés comme marqueurs anthropologiques (Koda et al.,
2003). 1l semble en effet que la distribution des alléles conduisant au phénotype non-sécréteur est
assez spécifique de chaque groupe ethnique, et nous pouvons par exemple citer le cas de la
substitution 428 G>A modifiant le trp 143 en un codon STOP (Kelly et al., 1995) qui est la
mutation la plus fréquemment représentée au sein de la population européenne.

3.1.3.2. Les fucosyltransférases H et Sécréteur

Les al,2-fucosyltransférases ont toutes une structure de glycoprotéine transmembranaire de type ||
et contiennent dans leur domaine catalytique trois régions conservées qui semblent étre impliquées
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dans le mécanisme réactionnel de ces enzymes (Oriol et al., 1999° ; Martinez-Dunker et al., 2003).
Cependant, seul le motif 111 leur est spécifique compte tenu du fait que les sequences des motifs | et
Il sont également présentes chez les a6-fucosyltransférases. Il a par ailleurs éé démontré que la
fixation du GDP-Fuc au site catalytique des enzymes nécessite la présence de deux arginines dans
le premier motif (Takahashi et al., 2000). Chez I'"homme, I'enzyme H codée par FUT1 est
principalement détectée dans les érythrocytes et les endothéliums vasculaires (Mollicone et al.,
1996) aors que I'enzyme de type « Sécréteur », codée par FUT2, se trouve au niveau des
épithéliums et des fluides biologiques, c'est-a-dire la salive (Avent et al., 1997). Ces différences de
profil d’expression expliquent pourquoi les individus non secréteurs ne produisent pas dans leurs
tissus exocrines I’ antigene H et ses dérivés. En plus de ces différences de profil d’expression, les
al,2-FucT H et Sécréteur présentent des différences dans leurs spécificités de substrats, la premiere
préférant les accepteurs de type | et 11 aux accepteurs de type Ill, la seconde ayant une activité
marquée sur les oligosaccharides de type | et |11 et une faible activité de transfert sur les glycannes
detypell (Kyprianou et al., 1990; Sarnesto et al., 1990).

3.1.3.3. Fonctions associées a |I’al,2-fucosylation

Les fonctions réalisées par ces antigénes de groupes sanguins sont encore assez mal connues. Par
analyse comparative entre populations d’ individus sécréteurs et non sécréteurs, il atout de méme pu
étre éabli qu'il y avait une corrélation entre I’ a2-fucosylation et la susceptibilité a développer
certaines pathologies. Cependant des résultats opposés ont été mis en évidence. Il a ains pu étre
montré que I’absence d a2-fucosylation est un facteur favorisant le développement de I'asthme
(Ronchetti et al., 2001) aors que cette méme absence réduit les risques d'infection et de
progression de virus comme HIV (Kindberg et al., 2006). D’ autre part, |’ a2-fucosylation peut avoir
des conséquences indirectes. En effet, les a2-fucosyltransférases, en entrant en compétition avec
certaines a3/4-fucosyltransférases, peuvent inhiber 1a formation de certains antigenes tissulaires de
type Lewis comme le Sialyl-lewis* (Mathieu et al., 2004) dont |’ absence pourra avoir une incidence

physiologique.

3.1.4. Lesal,3/4-fucosyltransférases

Ce dernier groupe de fucosyltransférases golgiennes se constitue de 8 enzymes, FucTlll a VII et

FucTIX a Xl, et ont été classées dans lafamille 10 de la banque de données CAZy. La présence de
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ces glycosyltransférases gjoute un degré de complexité supplémentaire a la diversité structurale des
antigénes glucidiques puisgue, en agissant de concert avec les al,2-fucosyltransférases et certaines
a2,3-siadyltransférases, elles interviennent dans les derniéres étapes de la biosynthése des antigenes
tissulaires de type Lewis. Les différentes étapes de siaylation et de fucosylation nécessaires a la
formation de ces épitopes s effectuent toujours dans un ordre bien précis (Figure 42). Chez les
mammifeéres, une structure a2-fucosylée ne pourra pas étre 02,3-sidylée et vice versa. Par ailleurs,
I’a1,2-fucosylation est réalisée avant I’ a3/4-fucosylation (Henry et al., 1995) lors de la synthése des
antigénes difucosylés (Le°, Le).

Al Type I B. Type II
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Figure 42 : Biosynthése des antigenes tissulaires de type Lewis. Ces antigénes glucidiques sont synthétisés a partir de
disaccharides de type | (A) ou de type Il (B). La biosynthése des antigénes Le?, Le” et S.e* & partir d oligosaccharides
de type | requiert I'utilisation d al,4-fucosyltransférases, celles des antigenes Le*, L&' e 9€ des al,3-
fucosyltransférases. La fucosylation et la sialylation seffectuent dans un ordre bien précis: les al,2-
fucosyltransférases et les a2,3-sialyltransférases entrent en compétition pour le substrat accepteur, I'action des unes
empéchant lesautres d’agir ; les a1,3/4-fucosyltransférases agissent en dernier, la présence d’ un fucose lié en a1,3 ou
en al,4 inhibant le transfert de tout autre monosaccharide.

3.1.4.1. Les bases moléculaires du transfert du fucose en al1,3 et 1,4

Comme toutes les fucosyltransférases golgiennes, toutes ces enzymes sont des glycoprotéines
transmembranaires de type Il. Elles présentent dans leurs domaines catalytiques 5 motifs
intervenant dans le mécanisme réactionnel (Figure 43). Les motifs C-terminaux |V et V ont été les
premiers & ére identifiés (Oriol et al., 1999°) et sont impliqués dans la reconnaissance et la fixation
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du GDP-Fucose (de Vries et al., 2001), les motifs | alll jouant un réle dans la reconnaissance des
différents substrats accepteurs. Plus particulierement, le motif Il est déterminant vis-avis de la
spécificité de la liaison formée par ces fucosyltransférases. En effet, alors que toutes ces enzymes
ont la capacité de transférer un fucose en al,3, seules FUT3 et FUT5 peuvent catalyser laformation
d’une liaison a1,4. Dupuy et al. (2004) ont montré que cette propriété était due a la présence dans la
ségquence [IVH]HH[RW][DE][IVL] d'un résidu de tryptophane (W) en lieu et place d' une arginine
(R). Ce motif n'a pas été retrouvé dans les domaines catal ytiques de FUT10 et FUT11 (Figure 43),
mais il existe aux mémes positions relatives une séquence (FY GTDF) qui S avéere étre parfaitement

conservée et spécifique de ces deux enzymes chez les mammiféeres (Mollicone et al., 2009).

A Segment variable Segment constant
Domaine catalytique COOH
Il 1l v v
B. ~=-I-===  =-II-=  ===-III-=-==  ===m=—m- IV--mmmmmm oo R |

FUTT 49 TLUWHWEF<?6>FHHREL<15>0PWViASMESES<11>FIiivLSYRRDSDIFVEYG- 67 >YRFYLSFENSOHRDY ITERFWRNALVAGTVEVVLE 256
FUT? 66 ILVWVWPF<34>IHHRDI«15>QKWIWMNLESFT<11>FNLTLTYRRDSDIQVPYG- 67 >CRFYLSFENS IHKDYITEKLY - NAFLAGSVEVVLG 271
FUT6 64 ILLWIWPF<25>VHHREV<16>QRWIWFSMESPS<11>FNLTMSYREDSDIFTEYG 7 0 >YKFYLAFENSLHPDY ITEKLWENALEAWAVEVVLG 274
FUTS 78 ILLWIWPF<35>VHHWDI<16>QRWIWFNMESPS< 11 >FNLIMSYRSDSDIFTPYG-70>YKFYLAFENSLHPDY ITEKLWRNALEAWAVEVVLG 288
FuT3 65 ILLWIWPF<35>VHHWDI<16>QRWIWFNLEPPP<11>FNLTMSYRSDSDIFTRYG-70>YKFYLAFENSLHPDY ITERLWRNALEAWAVEVVLG 275
FuUT4 66 VLLWWEPF<28>FHHRDL<47>QRWVIMNFESPS< 12>FIQ'TLSW.DSDVFVPYG< 75 >YKFYLAFENSOHLDYITERLWRNALLAGAVPVVLG 316
FUT10 83 IMLWWSPL<33>FYGTDF<12>HDWAVFHEESPE<13 >FI§TATF SRHSHLFLTT(Q<88>YKFILAFENAVCDDYITEKFWR -PLELGVVEVYYG 307
FUT11 73 VLLWWSEG<37>FYGTDF<12>08WALLHEESEE- 13 >FNLTSTFSRHSEEPLSEO <01 >YKFRLAGENA TCNDYMTERLWE - PHHLGAVEVYEG 303

Figure 43 : Représentation schématique des a1,3/4-fucosyltransférases humaines (d’ aprés Mollicone et al., 2009). (A)
Le segment constant correspond a la zone du domaine catalytique qui présente le plus d'identité entre les différentes
enzymes, le segment variable, incluant la région tige et une partie du domaine catalytique, est un segment pour lequel
I’état de conservation est moindre. La position relative des différents motifs conservés sur la séquence protéique est
indiquée par les traits bleus. En B, I'alignement des séquences des motifs | a V de toutes les a3,4-FucT (adapté de
Mollicone et al., 2009). Les acides aminés conservés a plus de 50% sont indiqués en rose. Respectivement en jaune,
bleu péle et orange sont représentées les acides aminés spécifiquement conservés chez [FUT10 et FUT11], [FUT10] et
[FUT11] jusqu'alorsidentifiés. Sur chaque ligne, la position du premier acide aminé du motif | et du dernier du motif V
sont indiquées, les chiffresentre < > correspondant au nombre de résidus séparant les motifs les uns des autres.

3.1.4.2. Spécificité de substrat des a3/4-fucosyltransférases

Bien que leurs séguences protéiques soient extrémement bien conservées, chacune de ces
fucosyltransférases présente des spécificités de substrat qui lui sont propres. En théorie, elles ont la
capacité de fucosyler toutes les GIcNAc des maillons lactosaminiques mais, comme nous |’ avons vu
précédemment, elles ont chacune leurs cibles de prédilection (Figure 36). FUT3, autrement appel ée
enzyme de type Lewis, peut tout aussi bien utiliser les oligosaccharides de type | et 1. Cependant,

son activité est plus prononcée sur du type | et ¢’ est elle qui sera majoritairement responsable de la
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biosynthése des antigénes Le® Le® et SLe® L'autre a3/4-fucosyltransférase, FUTS5, utilise
indifféremment les oligosaccharides de type | et Il. Par ailleurs, il a récemment été montré que la
nature du glycanne portant |’ oligosaccharide de type | a une importance sur I’ activité de transfert,
FUT3 et FUT5 présentant des spécificités différentes (Holgersson et Lofling, 2006).

L’enzyme FUT4 utilise quant a elle des substrats accepteurs de type |l sialylés ou non, €elle est
cependant plus efficace en absence d'acide sialique (Easton et al., 1993). De ce fait, elle est
principalement impliquée dans la biosynthése de I’antigéne Le‘ mais participe auss un degré
moindre a celle du SL€". Les spécificités de substrats que nous venons de décrire pour FUT4 sont
également celles qui ont pu étre observées pour FUT6 qui possede cette capacité de fucosyler les
motifs lactosaminiques de type Il sialylés ou non (Mollicone et al., 1992). FUT7 et FUT9 ont des
spécificités d accepteur plus restreintes. En effet, I'enzyme FUT7 est spécialisee dans la
biosynthése de I’ épitope SLe* et n'utilise que des oligosaccharides de type I sialylés (Cailleau-
Thomas et al., 2000). A I'inverse, FUT9 se sert uniquement d’ oligosaccharides non sialylés de type
Il et fucosyle préférenticllement la GIcNAc la plus distale de chaines polylactosaminiques
(Nishiharaet al., 1999).

Enfin, les premiers résultats concernant de caractérisation enzymatiques de FUT10 et FUT11
viennent d’ étre publiés (Mollicone et al., 2009). Cette éude montre que ces deux enzymes ont des
propriétés enzymatiques similaires et qu’elles seraient responsable d’une al1,3-fucosylation de la
GIcNACc proximale du chitobiose. De plus, alors que les autres a.3/4-fucosyltransférases préferent

utiliser de petits accepteurs lactosaminiques, FUT10 préfere utiliser des N-glycannes bi-antennés.

3.1.4.3. Organisation génomique des al,3/4-fucosyltransférases

Etant donné que ces fucosyltransférases ont des propriétés catal ytiques assez proches, | utilité d’ un
panel d’enzymes aussi large dépend surtout d une régulation fine de la transcription. La structure et
le profil d expression de ces genes a été établie chez I’'homme. A I'instar des génes d a2-
fucosyltransférases, FUT3, FUT5 et FUT6 sont regroupés au hiveau d'un « cluster » localisé sur le
chromosome 19p13.3 (Reguigne-Arnould et al., 1995). Ces genes possedent des ORF
monoexoniques qui codent pour des protéines particulierement bien conservées les unes entre les
autres (90% d’identité). Le géne FUT3 est principalement exprimé au niveau du colon, du rein et de
I"estomac. Il se compose de 3 exons (A, B et C), I’ ORF se situant dans |’ exon C (Figure 44). Quatre
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transcrits ont été mis en évidence et sont le résultat de phénomeénes d’ épissage alternatifs, I’exon B
possedant deux sites d épissage internes (Cameron et al., 1995). FUT5 est un gene transcrit dans le
foie et le colon et dont les niveaux d expression sont trés faibles. Ses deux transcrits sont tous les
deux constitués de I’exon non codant A et de I’exon codant B (Cameron et al., 1995), leur
différence n’' é&ant due qu’'a |’ utilisation de deux sites différents de polyadénylation (Figure 44). Le
dernier gene de ce cluster, FUT6 (Figure 44), ala structure la plus complexe puisgu’il est constitué
de quatre exons 5’ non traduits (A a D), d’ un exon codant (E) et de deux exons 3'-non codants (F et
G). Exprimé mgjoritairement dans le rein, le colon et les glandes salivaires, |es réarrangements des
régions5’ et 3' au cours de latranscription permettent I’ obtention de 5 transcrits différents.

FLIT-3
" A'II'G T(fA ”
— A B 11 1 c [ —
FUTE Poly A
ATG TGA |-)
5' l 3
—a 11— B [ |——
FUT6
b A'IiG TGA 3
14 T = c  HoH | E [FHel-
futb
A'IiG TGA
5 3
oo ]-ela}{ 1 e 1=

Figure 44 : Organisation génomique du cluster de genes humains FUT3-FUT5-FUT6 et du géne bovin futb (d' aprés
Cameron et al., 1995 ; Wierinckx et al., 1999). Le gene futb est le géne bovin orthologue au cluster humain. Les
séquences non traduites sont représentées en gris, les séquences codantes en bleu. Pour FUT3, les barres rouges
représentent les sites d’ épissage et pour futb les sites d’initiation de la transcription. Sur FUTS, les fléches représentent
les sites consensus de polyadénylation.

Cette organisation en cluster est spécifique des hominoides (Costache et al, 1997) et n’est donc pas
retrouvée chez le bovin. Cependant, il existe chez ce dernier un géne orthologue homologue aux
genes de ce cluster, futb, qui code pour une a3-fucosyltransférase stricte présentant 70% d’identité
avec FUT3, FUT5 et FUT6 (Oulmouden et al., 1997). Ce géne est organise en quatre exons 5’ non
codants (a ad) et un exon codant (€) et quatre transcrits ont été décrits; I’ un englobant les 5 exons,
les trois autres démarrant par I’exon ¢, dans sa totalité ou au niveau de I'un des deux sites

d’initiation de transcription contenu dans sa séquence (Wierinckx et al., 1999).

FUT4 est assigné a la bande 21 du bras long du chromosome 11 humain (McCurley et al., 1995).
Ce géne a une structure monoexonique et il ala particularité de contenir deux sites d’initiation de
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traduction en phase et trés proches I'un de I’autre (Taniguchi et al., 2000°). La production des
différentes formes de FUT4 dépend de I’ utilisation de 2 sites d'initiation de la transcription pL et
pC (Figure 45), le transcrit long étant plus fortement exprimé que le transcrit court. Cette
organisation est également retrouvée chez le bovin mais alors que I’ enzyme courte humaine possede
un domaine transmembranaire et est localisée dans I’ appareil de Golgi, la forme courte bovine est
soluble mais inactive (Javaud, communication personnelle). FUT4 s exprime aux stades précoces
du développement embryonnaire humain (Cailleau-Thomas et al., 2000) mais est aussi retrouvée
exprimée chez I'adulte dans un grand nombre de tissus incluant le cerveau, le col de I'utérus,
I’ estomac et les leucocytes (Kaneko et al., 1999). L’ autre géne dont I’ expression est liée aux stades
précoces du développement embryonnaire est FUT9 (Cailleau-Thomas et al., 2000). Ce gene
assigné a la bande 16 du chromosome 6 voit ensuite son expression fortement diminuer chez
I"adulte chez lequel il sera principalement exprimé dans le cerveau ou il sera responsable de la
formation du Le* (Nishihara et al., 2003).

oL oC FUT4

5" |"A1'e1 r%Tez TGA 3

_I I_

Figure 45 : Représentation schématique du géne FUT4 humain (d aprés Taniguchi et al., 2000°). La séquence codante
est représentée en bleu, lesrégions 5’ et 3' non codantes en gris. Le géne se caractérise par la présence de deux codons
initiateurs de la traduction qui sont respectivement sous la dépendance de deux promoteurs distincts, pL et pC.

Le géne dont le produit est principalement responsable de la formation du SLex* et qui nous a
intéressés au cours de notre étude, FUT7, a été cloné chez I’homme en 1994 par Sasaki et al. et est
localisé sur le chromosome 9 au niveau de la bande g34.3 (Reguigne-Arnould et al., 1995). Il est
constitué de deux exons (Figure 46) avec une ORF se répartissant sur chacun de ces exons. Son
profil d’expression assez restreint, il est en effet uniquement exprimé par les leucocytes, larate et le
thymus (Kaneko et al., 1999). Le systeme de régulation de I’ expression de FUT7 est assez origina
puisque sa région promotrice contient des sequences de fixation pour des facteurs de transcription
antagonistes, T-bet et GATA-3 (Chen et al., 2006), le premier étant un activateur, le second un
inhibiteur de transcription. Il a ains été montré que |I’ensemble des interactions entre ces deux
protéines étaient & la base d’ une régulation fine de I’ expression de FUT7 au cours du « homing »
des lymphocytes T (Chen et al., 2006). Alors que FUT3 et FUT6 présentent tout comme FUT1 et
FUT2 un certain nombre de polymorphismes (Sogjima et Koda, 2005), il est intéressant de noter
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gue FUT7 et FUT4 ne sont pas polymorphes, les fonctions associées a ces deux genes apparai ssant
comme essentielles. Cependant, une mutation non sens (G329A ;: ARG"%>GIn) a éé identifiée
chez FUT7 (Bengtson et al., 2001). Située juste derriere le motif Il des al,3-fucosyltransférases
(Figure 46), elle induit I'inactivation de I’enzyme. Cette perte d activité FUT7 chez les individus
homozygotes porteurs de cette mutation a des répercussions phénotypiques dont la formation accrue
d ulceres, le développement de diabéte insuline-indépendant ou encore de I’ ostéoporose (Bengtson
et al., 2001).

FUT7
5 ATG T6A 3
— E1 | 329 E2 —
*
G>A
/
HHRE R->Q

Figure 46 : Représentation schématique du géne FUT7 humain. Les zones représentées en gris sont non codantes, et en
bleu codantes. Le trait noir vertical indique la position relative de la séquence codant le motif Il des al,3-
fucosyltransférases (HHRE), |’ étoile rouge celle de la mutation non sens G329A, Arg™™° (R) = Gln (Q) découverte par
Bengtson et al en 2001.

Les génes FUT10 et FUT11, respectivement localisés sur les chromosomes 8pl11.23 et 10g22.2
(Coullin et al., 2003), présentent des organisations qui sont de nouvelles exceptions a la structure
monoexonique des genes de fucosyltransférases golgiennes. FUT10 se compose de 7 exons et sa
structure est de loin la plus complexe. En effet, son cadre de lecture est réparti sur 4 exons (2, 5, 6
et 7) et renferme 3 sites d'initiation de la traduction et deux codons STOP (Figure 47). Quatre types
de transcrits aternatifs ont été décrits, ceux prenant en compte le premier ATG codent des protéines
membranaires, les transcrits dont la traduction débute au niveau des ATG 2 et 3 amenant a la
synthese de protéines solubles et actives (Mollicone et al., 2009). FUT10 est exprimé au stade
embryonnaire chez |’homme et par le cerveau chez |’adulte. FUT11 est quant & lui constitué de 3
exons (Figure 47) dont chacun contient une partie de I'ORF. Les différents transcrits alternatifs

résultent de I’ utilisation d’ un des deux codons STOP présent dans |’ exon 3.
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FUT10
5 ATG1 ATG2 A'II'GS TGAl TGA2 3
2 3 N | 6 LItz —
FUT11
5 ATE TAfleAAZ 3
— a — 2 i 3 —

Figure 47 : Représentation schématique des génes FUT10 et FUT11 humains. Les zones représentées en gris sont non
codantes, en bleu les régions codantes. Les traits rouges précisent la position des sites consensus d’ épissage alternatif.

3.2. Fonctionsdes antigenestissulaires detype Lewis

Nous citeronsici une liste non exhaustive des fonctions qui peuvent étre attribuées aux antigenes de
cette famille. Compte tenu du fait que mes travaux de these se sont en partie orientés sur |’ étude de
FUT7, les exemples que nous allons développer concernerons majoritairement |’ antigene Sialyl-

Lewis* dont |a biosynthése dépend principalement de la fucosyltransférase codée par ce géne.

3.2.1. L’adhésion cellulaire

L’ adhésion et la migration cellulaire sont des processus particuliérement importants au court du
développement, de la cicatrisation ou encore de la réponse immunitaire. Ces processus assez
complexes s effectuent en plusieurs étapes dont certaines font intervenir les antigenes Lewis et en
particulier le Sialyl-Lewis".

Le cas du recrutement leucocytaire au site inflammatoire, qui se caractérise par trois éapes
distinctes (Figure 48), est particulierement intéressant. La premiére de ces étapes met en oauvre une
interaction de faible affinité entre les sélectines E, P, ou L avec leurs ligands. Egalement appelée
étape de «rolling », elle a pour but de raentir le déplacement des leucocytes dans la circulation
sanguine et de les faire adhérer ala paroi endothéliale. Cette proximité entre le leucocyte et la paroi
endothéliale favorise I'activation de cellules immunitaires par les chimiokines produites lors de
I"inflammation (Kunkel et al., 2002). Cette stimulation a comme conséguence une forte hausse de la
production des intégrines a la surface leucocytaire (Figure 48). Ces intégrines peuvent aors

interagir avec leurs ligands exprimées par la paroi endothéliales activée et ¢’ est cette interaction qui

103



Exposé bibliographique

va fixer fermement la cellule immunitaire au capillaire (Bunting et al., 2002). L’ arrét complet du
leucocyte sur la paroi vasculaire permet d'initier la derniére étape du recrutement de la cellule
immunitaire au site inflammatoire. Cette éape dite de transmigration ou de diapédéese consiste a
faire passer le leucocyte au travers de la paroi endothéliale, ce dernier se retrouvant alors dans le
tissu ou doit agir (Tu et al., 1999).

1. Attachement et
wrolling »

e

& oo

2. Adhésion ferme 3. Diapédése

Leucocytes \

. d
Sdadn @ S04
C'ellules endlathéliales Chemoking bty oo
Interaction Activation pay Artachement par lew

Seélertine Sucre chimioldnes Ineéorines

Figure 48 : Représentation schématique du recrutement leucocytaire au site inflammatoire. Le leucocyte est d’ abord
ralenti le long de la paroi endothéliale par des interactions de faible affinité entre les sélectines et leurs ligands
glycanniques (1). Apres avoir été activé, il est arrété grace a une interaction forte des intégrines et de leurs ligands(2).
La derniére étape consiste au franchissement de la paroi endothéliale en direction des tissus inflammatoires, cette éape
étant aussi appel ée diapédese (3).

Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires de type | présentées par les cellules
endothéliales (sélectines E et P) ou la membrane leucocytaire (sélectine L). Elles sont composées
d’ une série de motifs similaires a ceux des protéines du complément, d'un domaine EGF-like et
présentent en position N-terminale un domaine lectine. Les ligands naturels de ces sélectines sont
les antigénes Sialyl-Lewis® (SL€") portés par des glycoprotéines et des glycolipides. Certains
isoméres du SL¢€", tels que I’ épitope VIM-2 (Figure 49), dont le fucose est porté par un maillon
lactosaminique interne, ou le Sialyl-Lewis® sont également de bons ligands; ce dernier n’est

d ailleurs pas exprimé par les leucocytes (Berg et al., 1991).

La nature de la protéine arborant le SLe" a également son importance dans I’efficacité de
I"interaction séectine-sucre. Aingi, il a éé montré que la liaison de la sélectine P est optimale
lorsque le motif glycannique est porté par la protéine PSGL-1. Sur celle-ci, le SLe* a été identifié
sur deux types de O-glycannes, I’un a core 2 sur lequel est greffé 3 groupements lactosaminiques
fucosylés, I'autre n’ étant gu’ un simple O-glycanne de core 2 (Figure 49). Leppanen et al. (2002) ont
montré que |’ affinité des sélectines était beaucoup plus élevée pour le glycanne polylactosaminique

ce qui explique que le processus de recrutement du leucocyte via les sélectines P dépend de la
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stochiométrie de ces deux glycannes et donc des niveaux d expression des enzymes qui les
forment. Bien que PSGL-1 soit également un ligand de choix pour la sdlectine E, il semble que
celle-ci se fixe principalement sur le SLe* porté par les N-glycannes de la protéine leucocytaire
ESL-1 (Steegmaier et al., 1995). Des ligands des sélectines L ont également été identifiés, ce sont
les protéines GIyCAM, CD34, MadCAM, etc qui ont la particularité de porter des antigénes Sialyl-
6-Sulfo Lewis* (Smith et al., 1996).

A B. C,
VIM-2 02,3
B1,4
p1,3
als -

Ser/Thr

Ser}Thr

Figure 49 : Les ligands glycanniques des sélectines (d’ aprés Lowe, 2003). En A, L’antigéne VIM-2 est un isomére du
9 e composé de deux unités lactosaminiques dont seule la GIcNAc interne est fucosylée. B et C représentent les O-
glycannes de la protéine PSGL-1 présentant |I'antigéne 9.€". La structure B est un glycanne de core 2 allongé par
lactosamines fucosylées, I’ autre glycanne un simple core 2 sur lequel est directement présent le SLe*. Les épitopes
reconnus par les sélectines sont grisés.

Concernant la fucosylation, c’est FUT7 qui est majoritairement responsable de la formation du
SLe". En effet, des souris déficientes pour I’enzyme FUT7 présentent une leucocytose et une trés
forte diminution de la diapédese des leucocytes vers les tissus inflammatoires (Maly et al., 1996).
Par ailleurs, chez I’homme, les individus porteurs de la mutation faux sens G329A du gene FUT7
présentent un taux de SLe" trés faible malgré un mécanisme compensatoire de surexpression de
FUT4. Le phénotype associé est pourtant moins sévére que celui observé chez la souris, le
processus de « rolling » étant toujours actif (Bengtson et al., 2002).

Enfin, tous les mécanismes que nous avons décrits dans ce paragraphe sont également utilisés lors
de processus physiologiques tels que la domiciliation leucocytaire dans les organes (Kannagi et al.,
2002 ; Kawashima, 2006) ou encore la différentiation cellulaire (Julien et al., 2007).
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3.2.2. Sensibilité aux agents infectieux

L’ accessibilité des antigenes Lewis en font de bons points d entrée dans I’ organisme pour certains
pathogenes. De plus, certaines bactéries comme Helicobacter pylori (Webb et Blaser, 2002) ou
Sreptococcus pyogenes (Hirota et al., 1995) vont méme jusqu’ a présenter sur leur propre LPS des
antigénes Lewis qui leurs conferent plusieurs avantages. En effet, compte tenu du fait que les
muqueuses gastriques sécrétent de nombreuses glycoprotéines exposant les structures Le?, Le”, Le*
et Le’, il aété proposé que les antigénes Lewis exprimés par H. pylori pourraient servir de structure
leurre au pathogene afin d éviter toute reconnaissance par le systéme immunitaire et ainsi favoriser
une infection sur le long terme (Appelmelk et al., 1997). Outre ce r6le de camouflage, il a é&é
montré que le SL€" exprimé par S. pyogenes aidait cette bactérie a adhérer alaparoi endothéliale en
se fixant sur les sélectines exposees, |'interaction hote-pathogéne permettant ainsi d'initier la

réponse inflammatoire (Hirota et al., 1995).

3.2.3. Antigenes Lewis et cancer

Au cours du processus de cancérisation, un des changements cellulaires des plus fréquemment
observés est |'atération de la glycosylation. Les cellules tumorales expriment bien souvent des
antigénes glucidiques qui ne sont pas produits par les cellules normales, ou en surexpriment certains
autres dont la représentation excessive a des conségquences physiologiques dramatiques. Les
antigénes SLe” et SLe" font partie des déterminants glucidiques qui voient leur expression fortement
modifiée au cours de nombreux cancers, leur présence étant souvent associée a la formation de
métastases par un meécanisme qui rappelle celui de la migration et de la diapédese leucocytaire
durant I’inflammation (Kannagi, 2004). En effet, les cellules tumorales ont la capacité d'induire
' expression des sélectines E par les cellules endothdliales, I"interaction sélectine-SLe’® qui s'en
suit permettant a la cellule cancéreuse de quitter la tumeur primaire, gagner la circulation sanguine
et enfin de coloniser les tissus sains (Kannagi, 2004). C'est ainsi que ces antigénes glucidiques sont
utilisés comme margueurs de diagnostic de cancer comme le cancer mammaire canin (Pinho et al.,
2007), mais aussi comme marqueurs de mauvais pronostic comme il a pu étre observé pour le
cancer de lavessie chez I'homme (Numahata et al., 2002).
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3.2.4. Lesantigenes Lewis comme molécules

thérapeutiques

Nous venons de le voir dans les paragraphes précédents, les interactions entre les antigenes Sialyl-
Lewis’® et les sélectines jouent des réles primordiaux dans les mécanismes de I’ adhésion cellulaire,
gu'ils soient physiologiques ou pathologiques. Moduler ou limiter ces interactions peut donc
S avérer étre trés intéressant et de nombreuses études tendent a prouver I’ utilité thérapeutique de

molécules dont |es oligosaccharides contiennent des antigénes de type Lewis.

Par exemple, un acte chirurgical pulmonaire peut provoquer une réponse inflammatoire forte. Bien
gue le recrutement leucocytaire soit un phénoméne particulierement nécessaire pour limiter le
risque d'infection postopératoire, la présence excessive de cellules immunitaires peut avoir des
conséguences secondaires comme |’ apparition d’ épisodes d asthme (Vanderdlice et al., 2004). Dans
ce cas, |’ utilisation transitoire d’ oligosaccharides présentant le SLe* peut interférer dans I’ étape de
«rolling » en bloquant les sites de fixation des sélectines, et, de ce fait, empécher un recrutement

trop important des leucocytes (Romano et al., 2005).

Une utilisation d’ oligosaccharides en temps qu’inhibiteur de I’adhésion microbienne a également
€té envisagée en remplacement de la thérapie par antibiotiques (Sharon et al., 2006). En effet,
I"initiation de I'infection résulte dans beaucoup de cas de la liaison entre |'héte et le pathogéenes.
Ains, I'injection de molécules présentant des antigenes de type Lewis pourrait contribuer a
empécher |’adhésion de bactéries comme H. pylori qui utilisent le Le® (llver et al., 1998), le SLe*
(Mahdavi et al., 2003) ou le L€" (Edwards et al., 2000) pour se fixer al’ épithélium gastrique.

Nous avons précédemment discuté de I'importance de I'interaction entre les séectines et les
antigénes SLe®™ au cours de la formation de métastases (paragraphe 3.2.3.). Une éude récente
(Mathieu et al., 2007) laisse entrevoir des pistes intéressantes quant a |’ utilisation des
fucosyltransférases dans la thérapie génique du cancer. Ce travail montre en effet que la
surexpression du gene FUTL1 dans des cellules d hépatocarcinome inhibe la formation des
capillaires et la croissance tumorale, ces observations étant expliquées par une forte augmentation

de I'expression des antigtnes Le” et L&' au dépend des antigénes SLe® et SLe.
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POSITIONNEMENT DU SUJET

Comme nous venons de le voir dans la partie précédente, les épitopes glucidiques sialyllactosamine
et siayl-Lewis* participent a des fonctions physiologiques essentielles. Cependant, chez le bovin,
toutes les sidyl et fucosyltransférases intervenant dans leurs biosyntheses n’ont pas été identifiées.
Ainsi, pour enrichir les connaissances sur la formation et les fonctions associées a ces deux motifs
chez Bostaurus, j’a entrepris dans un premier temps le clonage moléculaire et I é&ude fonctionnelle
des genes ST6Gal |1 et fut7 et me suis intéressé dans un second temps aux roles que pourraient jouer

I"un et |’ autre de ces génes au cours de la réponse inflammatoire

Les deux parties suivantes de ce manuscrit, « Matériels et méthodes » et « Résultats-discussion »,
décrivent |I’ensemble des données obtenues au cours de cette these. Les résultats sont scindés en
trois chapitres distincts. Ainsi, dans un premier chapitre, nous parlerons de I’ é&tude que nous avons
réalisée sur le gene bovin bST6Gal |1 qui code pour une B-galactoside-a2,6-siadyltransférase. Nous
y faisons rapport de I'identification de ce géne au sein du génome bovin et de son organisation
structurale, de I’amplification a partir d ADNc de cerveau et de |’ expression de sa région codante
dans un systéme d’expression hétérologue eucaryote, ceci afin de déterminer les spécificités de
substrat de la siayltransférase qu'il code. Ce travail descriptif a enfin été achevé par la
détermination du profil d' expression et de la régulation transcriptionnelle de bST6Gal 11 au niveau
tissulaire. Notre étude s'est ensuite orientée sur des aspects plus fonctionnels. Nous avons ainsi
analysé |’ expression de ce gene en conditions inflammatoires en utilisant comme modele d’ é&ude

des cellules épithéliales de glande mammaire.

Le deuxieme chapitre rend compte des travaux gue nous avons menés sur un autre gene de la
glycosylation, le géne fut7, codant pour une al,3 fucosyltransférase et responsable de la biosynthése
de I’ épitope Sialyl-Lewis‘. Nous y présenterons le clonage et |’ organisation du géne, une étude de
son profil d' expression tissulaire et de sa specificité de substrat. Enfin, nous positionnerons ce géne
au sein du génome bovin et nous ferons état des différents polymorphismes connus a ce jour sur ce

gene.
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L’ analyse que nous avons faite des résultats obtenus dans les deux premiers chapitres nous a ensuite
amenés a effectuer une étude structurale des oligosaccharides du lait. Ce dernier chapitre de
résultats nous permettra d’ exposer I’ avancée des travaux de caractérisation des oligosaccharides du
lait de deux populations de brebis différentes, la premiére étant sensible a I’ apparition de mammite,
la seconde présentant une résistance a cette pathologie. Une discussion de I’ ensemble des résultats

et des perspectives envisageables al’ issue de cette these terminera ce manuscrit.
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1. Matériels

Tous les oligonucléotides ont été synthétisés par MWG (Allemagne). La polymérase DyNazyme
EXT DNA polymerase vient de chez Ozyme (France). Le CMP-[**C]Neu5Ac (10,6 GBg.mmol ™) et
le GDP-[*C]fucose (310 mCi/mmol) viennent de chez Amersham Pharmacia Biotech (USA). Le
milieu de culture Dulbecco’s modified Eagle’ s medium (DMEM) contenant 4,5 g.I™* de glucose et le
sérum de veau foda proviennent d Eurobio (France). Le milieu RPMI 1640 contenant 4,5 g.I™ de
glucose, I’ Amphotericine B, un antifungique, les interleukines humaines IL-1, IL-6 et le TNFo
proviennent de la firme Sigma (USA). La L-Glutamine, le tampon HEPES 1M, les acides aminés
non essentiels, le coktail d’ antibiotiques (pénicilline/streptomycine), la trypsine EDTA 1X ont éé
achetés chez GIBCO BRL (France). Les oligosaccharides de Type | et |1 couplés a un groupement
octyl nous ont été donnés par le Dr. Claudine Augé (UMR CNRS 8614, Université de Paris-Sud,
91405 Orsay), les oligosaccharides LacdiNAc et les oligosaccharides siayl-02,3 et a2,6-
lactosamine nous ont été fournis par la société Lectinity (Russie). Les cellules épithéliales de glande
mammaire bovine nous ont é&é données aimablement par le Dr. Pascal Rainard (INRA, UR1282
Infectiologie Animale et Santé Publique, Nouzilly, France). Les échantillons de lait de brebis nous
ont été aimablement fournis par le Dr. Rachel Rupp (INRA, Castanet-Tolosan, France)

2. Méthodes

2.1. Techniques de bases de biologie moléculaire

2.1.1. Extraction et analyse des ARN totaux

Des ARNSs totaux ont été extraits a partir de 250 mg de différents tissus bovins: cerveau, glandes
mammaires et salivaires, thymus, poumon, rate, muscle squelettique, colon, testicules et tissu
adipeux. L’ extraction a été effectuée en respectant les indications contenues dans le protocole du
RNeasy midi kit de QIAGEN.
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Des préparations d’' ARNSs totaux ont également été effectuées & partir de 3.10° cellules épithéliales
de glande mammaire ou de cellules COS 1. Les mini préparations d’ ARNS totaux ont été réalisees

en suivant les conditions expérimentales du kit RNeasy mini kit de QIAGEN.

Que ce soit pour les préparations d’ ARNSs de tissus bovins ou de cellules en culture, la qualité de
chacun des échantillons a été vérifiée. Cette analyse qualitative a été réalisée al’aide de I’ Agilent
2100 bioanayzer qui calcule le rapport de concentration entre les ARNS ribosomaux 28s et 18s. Les
échantillons dont le ratio 285/18s était inférieur a 1,8 et supérieur a 2,2 ont été exclus. Par ailleurs,
la concentration en ARNS totaux des échantillons de qualité suffisante a été déterminée al’ aide du
NanoDrop 1000.

2.1.2. Synthese du premier brin d”ADNc

En fonction des objectifs, différents protocoles ont été utilisés pour synthétiser les premiers brins
d’ ADNc. Concernant le clonage a partir des tissus bovins des parties codantes des genes ST6Gal 11
et fut7, les premiers brins d’ ADNc ont été synthétisés grace a la reverse transcriptase ImProm |1 RT
de Promega a partir de 2 ug d’ ARN totaux. Un premier lot d’ échantillons a été préparé en utilisant
comme amorces oligonucléotidiques des hexaméres aléatoires, et, dans un second temps, certains

tissus d’intérét ont été retrotranscrits al’ aide d’ amorces spécifiques des deux genes étudiés.

Les premiers brins d ADNc pour les anayses d expression tissulaire et de PCR quantitative
proviennent de la retrotranscription de 10 pug d’ ARN totaux, en présence d’ hexameéres aléatoires, et
en utilisant le High-capacity cDNA Archive kit d'Applied Biosystems. Les conditions

expérimental es décrites dans le kit ont été appliquées.

Enfin, I’analyse des régions 5 UTR des transcrits des genes ST6Gal 11 et fut7 a été réalisée sur des
ADNCc issus de la retrotranscription de 2ug d’ ARN totaux en suivant le protocole du kit 5'/3
RACE, 2" generation de Roche. Les amorces oligonucléotidiques qui ont été utilisées sont

spécifiques des géenes étudiés.
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2.1.3. Séquencage des échantillonsd’ ADN

Le séguencage des échantillons d’ ADN d'intérét a été effectué en suivant un protocole mis au point
dans le laboratoire. La réaction de séguencage en elleméme se compose d'une étape de
dénaturation de 10 sec a 96°C, d'une étape d'hybridation de 5 sec a 55°C et d'une étape
d’ élongation de 4 min a 60°C, ces 3 étapes étant répétées 25 fois. Pour le séquencage, la quantité
d’ADN utilisée varie entre 200 et 400 ng et le mélange réactionnel est constitué de 3 ul du Big Dye
Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystem), 4ul de 5X Sequencing Buffer (Applied
Biosystem), 1ul d’ amorce de séquencage 10 uM et 2% finaux de DM SO (v/v).

Les produits de réaction de séguence sont ensuite purifiés sur colonne de Sephadex G50 super fine
(Amersham) coulée dans des microplagues a fonds filtrants (Millipore). La plaque de récupération
est aors séchée 10 min & 94°C et les produits sont repris dans 10 pl de formamide puis dénaturés
3 min a 94°C. Les séquences purifiées dans le formamide sont alors injectées dans la colonne pour

analyse dans e séquenceur 3130 genetic analyzer d’ Appied Biosytem.

2.2. Clonage et analyse génétique

2.2.1. Clonage moléculaire deI’ORF du géne ST6Gal 11

bovin

Le contig WGS (AAFC 03085877.1) a été identifié par une analyse BLAST des banques de
données du génome bovin en utilisant comme sonde la séquence humaine de I’ ARNm de la seconde
B-Galactoside o2,6-siayltransférase, ST6Gal I (NM_032528). De fortes similitudes ont été
trouvées entre les deux séquences et des amorces nucl éotidiques ont pu étre dessinées. Des analyses
complémentaires ont permis de vérifier que ces amorces ne permettaient pas |’ amplification du gene
ST6Gal I.

Le couple d’amorce 1 (Tableau IV) a ensuite été utilisé pour amplifier par PCR I’ORF du géne
ST6Gal 1l a partir d ADNc de différents tissus bovins (paragraphes 2.1.1. et 2.1.2.). Les 25 ul du
mélange réactionnel sont composés d’une unité de DyNazyme EXT, 0,4 uM de chaque amorce,
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0,2mM de dNTP et de 0,2 ug d ADNc. L’amplification s'est déroulée dans les conditions

suivantes :

Tableau IV : Amorces et couples d’ amorces oligonucléotidiques utilisés pour I’ étude de ST6Gal I1.

Paire Nom de I'amorce Séquence
1 bGal Il f1 5- GGTCGCCATCTGAGGACACAGGCGC -3’
bGal Il r1 5'- GCCTCCAGGGTGCCTTCCAGCATCTCCG -3’
2 bGal Il f2 5'- CGTGGACCTGCCATGAAACCGCACCTGAAGC -3’
bGalll r2 5'- GGCTGGCCCCTCAGCCACCTGGCGG -3’
3 bGal Il if1 5'- ATCCTCAACTCATCTCTGGGCGAGG -3’
bGalL Il irl 5'- CGTAGCCACGTGTAGGAGCAG -3’
4 bGal Il if2 5'- CTGCTCCTACACGTGGCTACG -3’
bGal Il ir2 5'- TCCATGAAGTGGTAGCTGGGGTTGG -3’
5 bGal Il if3 5'- GGTGGCCTGGGACCCAGC -3’
bGal Il ir3 5- GGTTGTAATCTGGCTTCTTGTACC -3’
6 bGal Il exF 5'- GCCCAACCCGCCGTCCTCTGG -3’
bGal Il exR 5- GGTAGGGCTCGTGGTAGTGACACAGG -3’
7 COX2F 5- TCTTCCTCCTGTGCCTGAT -3’
COX 2R 5- CTGAGTATCTTTGACTGTGG -3’
8 bGal Il gF 5'- TCCAGGAGAACACGAAGGAGAAGA -3’
bGal Il gR 5'- GGCTCGTGGTAGTGACACAGGTCT -3’
9 bGal IgF 5- TCTCAGTTGGTCACCACAGAAGCA -3’
bGal IgR 5'- GGGATTCCTGTACCACTTTGGGAT -3’
10 GAPDH s 5'- GTGAAGCAGCGCTCAGAGG -3’
GAPDH r 5- TTGAAGTCGCAGGAGACAACC -3’
11 Oligo d(T)-Anchor | 5- GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV-3’
primer
bGal Il RA2 5'- CGGGTCTCCAGAAAGGAGAAGGAGC-3’
12 PCR Anchor primer | 5- GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3'
bGal Il RA3 5- CCATGCAAACACCCCGCAGAGC-3'
13 bGal Il t1 5- ACTTCTTGTTCTGTAGGCATTCA-3'
bGal Il tr 5- CTGTCGGTGAAGTAGAGGAAGA-3’
14 bGal Il t2 5- GCGCGGCGTACGGAAAAG-3’
bGal Il tr 5- CTGTCGGTGAAGTAGAGGAAGA-3’
15 bGal Il t3 5- CGGGAGAAGAAGATGTGACA-3’
bGal Il tr 5- CTGTCGGTGAAGTAGAGGAAGA-3’
16 bGal Il Lf® 5- GTAAGAATTCAATGAAACCGCACCTGAAG-3’
bGal IR ™ 5- GCAGGTACCGGCTGGCCCCTCAGGCA-3'
17 bGal Il Sf@ 5- AGCGAATTCAGCGCCCAGCTCCTTCTC-3'
bGal IR ™ 5- GCAGGTACCGGCTGGCCCCTCAGGCA-3'
bGal Il RAL* 5'- CGTTCAAAGCCATCTCCGGCC-3’
18 bGal Ill qF 5'- GTGGTTGAAATACATCGTCTACAA-3'
bGal lll gR 5-GCAATCCGATGAGGGTGA-3'
19 bGal IV gF 5-GATTGAGAGCATCCTGAGTGATA-3’
bGal IV R 5-GCTGCGATCTCCATGTAGAA-3'

En gras sont représentés les sites de restriction pour EcoRI (a) et Kpnl (b) ; V=A,CouG; *: RT 5 RACE
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une premiere étape de dénaturation de 5 min a 94°C suivie de 40 cycles incluant une étape de
dénaturation d'une minute a 94°C, une étape d hybridation de 45sec a 62°C et une étape
d’ élongation de 2 minutes a 72°C. Une étape d' élongation finale de 7 min a 72°C a été ajoutée. Ces
produits de PCR ont ensite été dilués au 1/10°™ et 2 pl de la dilution sont utilisés pour effectuer
une PCR «nichée » en utilisant comme oligonucléotides la paire d’amorces 2 (Tableau V) et ce
dans les mémes conditions d’amplification que la premiére PCR. Un fragment d’ environ 1500 pb a

été obtenu et inséré pour séquencage dans le vecteur Topo TA sequencing (Invitrogen).

2.2.2. Amplification des introns du gene bST6Gal 11

Les introns 1, 2 et 3 ont éé amplifiés par PCR a partir d ADN génomique bovin en utilisant
respectivement les couples d’amorces 3, 4 et 5 (Tableau 1V). Pour amplifier I’intron 2, le mélange
réactionnel comprend 1 unité de DyNazyme EXT, 0,4 uM de chaque amorce, 0,2 mM de dNTP et
0,1 ug dADN génomique. Les conditions d’amplification sont : aprés une premiére éape de
dénaturation de 3 min a 94°C, 38 cycles qui incluent 1 min de dénaturation a 94°C, une étape
d hybridation a 58°C durant 1 min et une étape d’ élongation de 2 min a 72°C sont effectués. Enfin,
une éongation finale de 7 min & 72°C a été ajoutée. Pour I'amplification desintrons 1 et 3, la PCR
aeu lieu dans un volume réactionnédl de 25ul comprenant 1,5 unité de DyNazyme EXT, 0,5 uM de
chacune des amorces, les dNTP a une concentration finale de 0,2 mM et 0,1 ug d’ ADN génomique.
La réaction a été réalisée dans les conditions suivantes : 3 min de dénaturation a 94°C suivie de 40
cycles contenant une étape de dénaturation de 45 sec a 94°C, une étape d hybridation de 35 sec a
60°C et une étape d’'éongation de 4min 15 sec a 72°C. Au cours des 7 premiers cycles, des
conditions de «touchdown » PCR ont éé utilisées c'est-a-dire qu’a chacun de ces cycles la
température d hybridation a été diminuée d un degré par cycle pour arriver a 60°C, la température
de départ étant de 67°C. La PCR se termine par une éape d élongation finale de 7 min a 72°C. Les
produits obtenus pour chacune des PCR sont ensuite insérés dans un vecteur (Topo sequencing
vector (Invitrogen) pour les introns 2 et 3 et Topo XL TA cloning vector (Invitrogen) pour

I"intron 1 pour leur séquencage.
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2.2.3. Analysedesreégions5-UTR des ARNm du géne
bST6Gal |1

L’ éude desrégions 5’ non traduites des transcrits de bST6Gal 11 est réalisée a partir d ARNS totaux
de différents tissus bovins (cerveau, glandes mammaires et salivaires, thymus, poumon, rate, muscle
squelettique, colon, testicules et tissu adipeux), ces derniers étant ensuite rétro-transcrits avec
I”amorce oligonucléotidique bGalRAL (Tableau 1V), spécifique du géne bST6Gal 11. La méthode
d analyse utilisée est la 5'-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) selon le 5'/3' RACE kit,
2" generation (Roche). Cette technique se compose de 3 étapesen aval de la rétro-transcription
(Figure 50) : la fixation d'un adaptateur, une premiére PCR d amplification dont les produits

servent de matrice pour une seconde PCR dite « nichée ».

ARNmM 5’ (A), ¥

Amorce 1l
Synthése ADNc

Polyadénylation

v =Adaptateur
3 (A), AAAA
OIingTanchor il 1%re PCR
primer, (M, TTTT
37 (A), AAAA
{_
Amorce2
l 28MmePCR
(MJITTT
Anchor primer €
Amorce 3
3 > (A) AAAA

Figure 50 : Représentation schématique de la technique de 5 RACE (selon Roche). Apreés la synthése du premier brin
d’ADNc en utilisant une amorce spécifique du géne (amorce 1), il y a polyadénylation de I’ extrémité 3' de I’ ADNc.
Cette queue poly-(A) sert de site de fixation pour I’amorce OligodT anchor primer utilisée en association avec une
deuxiéme amorce spécifique du gene étudié (amorce 2) pour un premier cycle d’amplification. Une derniére PCR est
réalisée a |’ aide des amorces Anchor primer et une troisiéme amor ce spécifique du géne étudié (amorce 3).

La fixation de I’ adaptateur consiste ici au greffage d’une queue poly-(A) sur les extrémités 3' des
premiers brins d ADNc. Cette poly-adénylation est effectuée par une enzyme présente dans le kit :
la «Termina Transferase» en présence de dATP. Que ce soit pour la premiere PCR

d amplification ou la PCR nichée qui suit, le mélange réactionnel est de 25 pul et se compose de 1,5
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unité de DyNazyme EXT, 0,4 uM pour chacune des amorces, 0,2 mM de dNTP et 2% de DMSO
(v/v). Lapremiére PCR (Figure 50) a été faite en utilisant le couple d’amorces 11 (Tableau V) sur
5 ul d’ ADNc poly-adénylés. La matrice utilisée au cours de la PCR nichée correspond a 1 pl des
produits de la premiere PCR mis en présence du couple d amorce 12 (Tableau 1V). Pour I'une et
I"autre des PCR, les conditions d'amplification ont été similaires et correspondent a celles
recommandées par |e fabricant du kit, la température d hybridation des amorces étant de 60°C. Les
amplicons obtenus & I'issue de la PCR nichée ont ensuite été sous-clonés dans le Topo TA

sequencing vector (Invitrogen) puis sequenceés.

2.2.4. ldentification de la séquence codante du gene fut7

bovin

Le WGS AAFC01684977 a été identifié par analyse BLAST des banques de données du génome
bovin avec comme sonde les séquences des ARNm des al,3-fucosyltransférases VII humaine et
murine. Ce contig présentant de fortes ressemblances avec une partie des séquences codantes

humaine et murine a permis de définir des amorces oligonucl éotidiques.

Tableau V : Amorces oligonucléotidiques utilisés pour I’ étude de fut7

Nom de I’amorce Séquence de I'amorce
fut7bsl 5-CCTGTGCGCCAGCTGCCTTCTG-3
fut7bs2 5-CACCATCCTTGTCTGGCACTGG-3
fut7bs3® 5 -GAGAATTCAGGAATGCAGAATGCTGG-3
fut7bs4 5 -GCCGTGAATGCAGAATGCTGG-3
fut7basl 5 -GCAGCGCTCAGGCCTGGAACC-3’
fut7bas2 5 -CAGAAGGCAGCTGGCGCACAGG-3
fut7bas3 5 -GCTCAGCCAGGGGCGGGCG-3'
fut7bass 5 -GGCGTCGGCGCCGGCCAGCAGG-3'
fut7bass 5 -GGCTGGCTGGCAAATGGCCAGTGCC-3
fut7bas6™ 5-CTGGTACCCACAGCTCAGGCCTGGA-3
fut7bas? 5 -CAGAAGGCAGCTGGCGCACAGG-3
Oligo d(T)-Anchor primer | 5'- GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV-3
PCR Anchor primer 5 - GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3

En gras sont représentés les sites de restrictions pour ECoR1 (a) et Kpnl (b)
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Le clonage a proprement parlé a été réalisé par PCR a partir d ADNc de différents tissus bovins
décrits dans les paragraphes 2.1.1. et 2.1.2., et auss a partir d'une préparation d ADN génomique.
L’amplification se déroule dans un milieu réactionnel de 25 ul constitué de 12,5 pl de «pre-
aliquoted 2X PCR Master mix » (Abgene), 10% (v/v) de DM SO, 0,3 uM final du couple d’amorces
fut7bsl/fut7basl (Tableau V), et, selon le cas, 0,2 ug dADNc ou 0,1 ug d ADN génomique.
L’ amplification débute par une étape initiale de dénaturation a 95°C pendant 3 min. Elle est suivie
de 39 cycles congtitués d’ une étape de dénaturation de 1 min & 95°C, d’' une étape d’ hybridation des
amorces de 45 sec a 60°C et enfin d’une étape d' @ongation a 72°C de 105 sec. La PCR se termine
par une étape d’ élongation finale de 7 min a 72°C. Des PCR semblables ont également été réalisees
avec les couples d’amorces fut7bs2/fut7basl et fut7bs2/fut7bas2.

L’utilisation de la 5 RACE, dont la méthodologie a été décrite dans le paragraphe 2.2.3. et sur la
figure 50, a été nécessaire pour obtenir la totalité de la séquence codante. A partir d ARN de
thymus bovin, la synthése des premiers brins d ADNc a été réalisée avec I’amorce fut7bas3. Apres
gjout de I'adaptateur, les 2 PCR suivantes sont réalisées dans le méme mélange réactionnel que
celui décrit dans le paragraphe 2.2.3. si ce n'est que la concentration finale en DMSO est ici de
8% (v/v). Le couple d amorces Oligo d(T)-Anchor primer/fut7bas4 (Tableau V) a éé utilisé pour la
premiere PCR aors que le couple d'amorce PCR Anchor primer/fut7bas5 (Tableau V) a servi au
cours de la PCR nichée. Le programme d’ amplification déterminé par le fournisseur (Roche) a été
suivi avec une température d’ hybridation de 60°C. Les différents produits d’amplification ont été

sous-clonés dans le Topo TA cloning sequencing vector kit (Invitrogen).

2.2.5. Expression tissulaire des genes bST6Gal 11 et fut7

La détection de la présence des transcrits de bST6Gal 11 et de fut7 a été effectuée par PCR a partir
des ADNc aux ARNm de cellules de dix tissus bovins: cerveau, glandes mammaires et salivaires,

thymus, poumon, rate, testicules, tissu adipeux, muscle squel ettique et colon.

Pour la recherche des transcrits de ST6Gal 11, le mélange réactionnel de PCR était constitué de
12,5 pl de « pre-aliquoted 2X PCR master mix » (Abgene), 0,3 uM final d’amorces de la paire 6
(Tableau V), 0,2 ug d ADNCc et 2% de DM SO (v/v) pour un volume final de 25ul. Les conditions
d amplification sont les suivantes : une étape initiale de dénaturation a 94°C de 3 min suivie de
45 cycles incluant une étape de dénaturation de 1 min a 94°C, une étape d hybridation de 30 sec a
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60°C et une étape d' éongation de 45 sec a 72°C. Pour terminer, une étape d’ éongation finale de 3

min a72°C a été gjoutée.

L’ étude concernant I’ expression de fut7 s est déroulée dans un mélange réactionnel similaire a celui
utilisé pour ST6Gal 1l ala différence de la concentration finale de DM SO qui est ici de 10% (v/v),
et ce compte tenu de la richesse en GC de la séquence. Les amorces oligonucl éotidiques utilisées
sont fut7bs4/fut7bas2 (Tableau V). Le programme d’ amplification utilisé est fait d’ une dénaturation
de 3 min a95°C, de larépétition au cours de 40 cycles d’ une étape de 1 min a 94°C, d’ une seconde
de 45 sec a60°C pour I" hybridation des amorces et enfin de |’ étape d’ élongation qui dure 105 sec a
72°C. LaPCR s achéve par une derniére étape d’ éongation de 7 min a 72°C.

Que ce soit pour I’analyse de |’ expression de ST6Gal 11 ou fut7, le gene de la GAPDH a été utilisé
comme gene normalisateur. Son amplification a été réalisée a I’aide de la paire d’amorces 10
(Tableau 1) et chacune de ces amorces a été utilisée a une concentration finale de 0,3 UM dans un
volume réactionnel de 25 ul. Ce mélange réactionnel se compose également de 12,5 pl de « pre-
Aliquoted 2X PCR master mix » (Abgene) et 0,2 ug d ADNCc. Les conditions d amplification sont :
une incubation initiale de 3 min & 94°C suivie de 37 cycles comprenant une étape de dénaturation
de 30 sec a 94°C, une étape d hybridation de 30 sec a 56°C et une étape d éongation a 72°C
pendant 30 sec. La technique de «touchdown PCR » pour la température d’ hybridation a été
appliquée au cours des 7 premiers cycles, la température initiale étant de 62°C pour atteindre la
température finale de 56°C, maintenue pour les 30 derniers cycles. Enfin, une étape d’ éongation
finAlede5mina72°C aétéréalisee.

2.2.6. Amplification de|’ORF et de la séquence intronique
de fut7 bovin

L’ utilisation, a une concentration finale de 0,3 UM, du couple d’ amorces fut7bs2/fut7basl (Tableau
V) dans un volume de réaction de 25 ul contenant 12,5 pl de « pre-aliquoted 2X PCR Master mix »
(Abgene) et 10% (v/v) de DMSO, a permis I’amplification de la totalité de la région codante en
présence 0,2 pg d’ ADNCc et de cette méme région codante avec sa séquence intronique en présence
de 0,1 ug d ADN génomique. Les conditions de PCR utilisées sont identiques a celles employées

lors de la PCR qui a permis I’identification de la partie 3 de la région codante du transcrit

(paragraphe 2.2.4.).
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2.2.7. Etude du niveau d’expression des genes ST6Gal I/I1 et
ST3Gal I11/1V par RT-PCR quantitative en temps r éel

Ce travail a été réalise sur les ADNCc préparés a partir d ARN totaux de cellules épithéliales de
glande mammaire bovine. L’ analyse quantitative des transcrits de ST6Gal I, ST6Gal |1, ST3Gal |11,
ST3Gal 1V a été réaisée avec du SYBR Green (Applied Biosystems) sur I'appareil ABI Prism
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) dans un mélange réactionnel de 20 pl
contenant du 2X SYBR Green Master Mix, les amorces a une concentration finale de 300 nM et
150 ng d’ADNc. Pour chacun des quatre génes étudiés, les amorces sens et anti sens
(respectivement paires 9, 8, 18 et 19 pour ST6Gal I, ST6Gal Il, ST3Gal Il et ST3Gal 1V,
Tableau 1V) ont été placés sur deux exons consecutifs. Les conditions d’ amplification impliquent
une premiére étape de dénaturation de 10 min a 95°C suivie de 40 cycles d'amplification avec
15 sec de dénaturation a 95°C et 1 min d hybridation/amplification a 60°C. Tous les échantillons
sont analyses en triplicats et les résultats sont normalisés par rapport au gene de la GAPDH. Par
ailleurs, I’analyse du niveau d’ expression du gene de la COX 2 a été suivie (couple d’amorce 7 ;
Tableau 1V) dans les mémes conditions d’ amplification. Ce géne sert de marqueur de la réponse
inflammatoire (Léger et al., 2004).

2.2.8. Construction de vecteurs d’expression dans les
cellules eucaryotes

Un fragment contenant |a séquence codante entiere de ST6Gal |1 a été amplifié a partir d ADNc de
cerveau par deux PCR successives utilisant respectivement les couples d’amorces 1 et 16
(Tableau 1V). Par ailleurs, un autre fragment d ADN contenant la séquence codante de ST6Gal Il
délétée des 120 premiéres paires de bases a été amplifié par PCR al’aide des couples d’amorces 1
et 17 (Tableau 1V). Les conditions de PCR utilisées pour obtenir ces deux fragments sont identiques
a celles utilisées dans le paragraphe 2.2.1. L’insertion de sites de restriction EcoRI et Kpnl aux
extrémités de chaque fragment durant la seconde PCR permet leur insertion dans des vecteurs
d expresson. De méme, I'insertion des sites de restriction EcoRI et Kpnl dans un fragment
contenant la séquence codante de fut7 a été réalisée par PCR a partir de I’amplicon obtenu dans le
paragraphe 2.2.6. Cette PCR a été réalisée avec les amorces fut7bs3/fut7basé dans les mémes
conditions d’ amplification que celles du paragraphe 2.2.5.
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Vecteurs et amplicons ont ensuite été digérés par les enzymes EcoRI et Kpnl (Biolabs) pendant
4 heures a 37°C. Les produits de digestion sont alors sous clonés dans les vecteurs d expression
pFlag-CMV-1 et CMV-2 (Sigma; Figure 51). Les fragments contenant les séquences codantes
entieres des genes ST6Gal 11 et fut7 ont été insérés dans le vecteur pFlag-CMV-2 aors que le
fragment de ST6Gal |11 délété des 120 premiéres paires de bases a été inséré dans le vecteur pFlag-
CMV-2. Les ligatures insert-vecteur ont été réalisées avec la T4 DNA ligase (Gibco). Le rapport

vecteur-insert varie de 1/5 & 1/10 avec une concentration de vecteur fixée & 50 ng.
pFLAG-CMV-1 (4.7 kb) Siikesaie
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Figure 51 : Carte génétique des vecteurs d’ expression pFlag-CMV-1 et 2 (Sigma). Ces vecteurs contiennent un site de
polyclonage (MCS) et une séquence codant pour un court peptide de 8 acides aminés détectable par immunochimie. Le
vecteur CMV-1 contient également un peptide signal de sécrétion (PPT LS).

2.3. Culturecdlulaire

2.3.1. LescellulesCOS1

2.3.1.1. Conservation des cellules

Les cellules, araison de 2,5 a5 millions par ml, sont placées dans un cryotube, congelées pendant
24h & -80°C et enfin conservées dans I’ azote liquide. Le milieu utilisé est le DMEM : glucose
45 g™, SVF 16,5% (v/v), DMSO 10% (V/v).
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2.3.1.2. Mise en culture des cellules apres décongélation

Les cellules stockées sont décongelées a 37°C puis lavées par 20 ml de milieu DMEM complet
(glucose 2 gl™, acides aminés non essentiels 1% (v/v), streptomycine (50 UI) et pénicilline
(50 g/ml), glutamine 1% (v/v)). Les cellules sont centrifugées 10 min a 290 x g puis a nouveau
lavées par 10 ml de PBS (120 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM de sels de phosphate). Elles sont
enfin resuspendues dans 2,5 a 5 ml de milieu complet DMEM et mises en culture a 37°C en

présence de 5% de COs.

2.3.1.3. Entretien des cultures cellulaires

Aprés élimination du milieu de culture par aspiration, les cellules sont lavées par du PBS. Elles sont
ensuite décolées de leur support par action de latrypsine (PBS, EDTA 1 mM, trypsine 0,05% (p/v))
pendant 3 min a37°C. L’ action de latrypsine est alors stoppée par addition de milieu complet. Une
série d' aspirations/refoulements permet de déecoller les cellules encore adhérentes et la totalité des
cellules est récupérée par centrifugation (300 x g, 10 min). Elles sont reprises dans 10 ml de milieu
DMEM complet. Les cellules sont alors comptées sur lame de Malassez. La remise en culture
s effectue dans des boites de 100 mm de diameétre contenant 10 ml de milieu complet dans lequel
sont gjoutées 750 000 cellules. Les boites sont alors placées al’ étuve a 37°C, 5% de CO, pour une

durée de 24h lorsgue I’ incubation précede une transfection ou 72h avant I’ entretien.

2.3.1.4. Transfection transitoire des cellules COS-1

Des boites de culture de 100 mm de diamétre contenant 2,5.10° cellules sont utilisées pour la
transfection. Le réactif est le FUGENE 6 (Roche). Le ratio FUGENE (ul)/ADN (ug) doit étre égal a
3:2. Dans notre cas, 18 pl de FUGENE6 sont dilués dans 600 pl de DMEM. Apres
homogénéisation, un volume correspondant a 6 ug d ADN plasmidique est gjouté et mélangé par
aspiration/refoulement ménagé. La solution de transfection est laissée 45 min a température

ambiante.
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Pendant ce temps, les cellules sont lavées par 8 ml de PBS. La période d’incubation terminée, le
mélange de transfection est dépose goutte a goutte sur les cellules. Enfin, 10 ml de milieu compl et
sont gjoutés dans les boites de cultures. Les cellules sont ensuite incubées 48h a |’ étuve (37°C, 5%
de CO..

Les cellules sont récupérées comme précédemment. Apres centrifugation, le culot est repris dans un
volume adéquat de tampon de lyse (cacodylate de Na 10 mM, pH6, glycérol 20% (v/v), DTT 1 mM,
triton X100 1% (v/v). Les cellules sont lysées 2h & 4°C sous agitation. Les protéines solubles sont
récupérées apres centrifugation (10 min, 4°C, 8 000 x g) et dosées selon la méthode de Bradford
avec la BSA comme étaon (Bradford, 1976). Pour les protéines recombinantes sécrétées, les

milieux de culture sont récupérés.

2.3.2. Lescellules épithéliales de glande mammaire bovine

2.3.2.1. Mise en culture et entretien des cellules

Ces cellules prélevées sur les glandes mammaires sont mises en cultures primaires et sont fragiles.
Un tube de 3.10° cellules est décongelé & 37°C dans 40 ml de milieu complet constitué pour 100 ml
de 40 ml de DMEM, 40 ml de RPM1 1640, 10 ml sérum de veau foda. A ce milieu sont gjoutés de
la L-glutamine 2 mM, du pyruvate de sodium 1 mM, du tampon HEPES a 40 mM, de I'insuline
5ug/ml, de I'hydrocortisone 1 pg/ml, de I’amphotéricine B 0,5 pg/ml et enfin un cocktail
d’ antibiotique compose de streptomycine (50 Ul) et de pénicilline (50 g/ml). Apres décongélation,
les cellules sont centrifugées 10 min a 200 x g. Aprés centrifugation, les cellules sont lavées par
30 ml de PBS. Aprés une nouvelle centrifugation, les cellules sont resuspendues dans du milieu
complet et ensemencées dans des flasques de 25 cm?. A confluence, aprés éimination du milieu de
culture, les cellules sont lavées par du PBS. Elles sont ensuite décollées selon le méme protocole
gue les cellules COS-1 mais en utilisant leur milieu de culture complet, et une vitesse de
centrifugation moindre de 200 x g.
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2.3.2.2. Induction in vitro de la réponse inflammatoire.

La réponse inflammatoire a été induite sur les cellules épithéliales de glande mammaire par
différentes cytokines pro-inflammatoires que sont I’'IL-1, I'IL-6 et le TNFa. De plus, une cinétique
d'induction de cette réponse inflammatoire a été réalisée. L’ utilisation de ces 3 cytokines, d'un
témoin non induit, et la réalisation d’analyses génomiques et protéiques a 5 points de temps (6h,

12h, 18h, 24h et 48h) ont nécessité la préparation de 40 flasques de 25 cm? (Figure 52).

L’induction de la réponse inflammatoire s effectue lorsque les cellules sont a confluence (environ
3.10° cellules) en goutant dans le milieu de culture de I'interleukine afin d obtenir une
concentration finale de 15 ng/ml par boite. Aprés chaque temps de cinétique, les cellules sont

traitées alatrypsine, lavées 2 fois au PBS et directement congelées a-80°C

@ . Xl“.

‘ Extraction protéines—=>Lectinoblot

E===) Fxtraction ARNs>Q-PCR

‘Extmction ARNs

Figure 52 : Représentation schématique du protocole d’analyse de la réponse inflammatoire dans les cellules de
glandes mammaires bovines en culture primaire. La démarche expérimentale est expliquée avec les cellules non-
stimulées par les cytokines (NS) mais est identique avec les cellules stimulées par I'[L-1, I'[L-6 et le TNFa. Les temps
indiqués en rouge sont exprimés en heures.

2.3.3. Culture bactérienne

La souche bactérienne utilisée est Escherichia coli DH5a. Les cultures bactériennes s effectue dans

le milieu de culture liquide LB (Luria Bertani) composé de NaCl 1% (p/v), d’ extrait de levure 0,5%
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(p/v) et de bactotryptone 1% (p/v). La culture sur boite est effectuée sur un milieu solide

correspondant au LB supplémenté par de |’ agar a raison de 1,5% (p/v).

2.3.3.1. Preéparation de bactéries compétentes

Les cellules d'E.coli ne sont pas naturellement transformables. Afin de pouvoir faire pénétrer a
I"intérieur de la cellule un ADN double brin, il faut la rendre compétente. La méthode utilisée est
celle de Mandel et Higa (1970). Pour cela, 500 ml de culture sont ensemencés a partir d’ une pré-
culture en phase stationnaire. Quand la turbidité de la suspension atteint 0,6 unités de DO a 600 nm,
les cellules bactériennes sont récoltées par 5 min de centrifugation a 5000g. le culot cellulaire est
resuspendu dans 250 ml de CaCl, 100 mM froid. La suspension est alors laissée 20 min en
incubation dans la glace avant d’étre centrifugée 5 min a 5000g. le culot est ensuite repris dans
20 ml de CaCl, 100 mM, 15% glycérol (v/v) (Crouse et al., 1983). Les cellules sont ensuite |aissées
24 heures a 4°C. Les cellules rendues compétentes sont alors fractionnées en tube de 20 pl puis
congelées a-80°C.

2.3.3.2. Transformation des cellules compétentes

Toutes les constructions plasmidiques, qu’ elles soient destinées au sequengage ou a I’ expression de
protéines recombinantes ont éé amplifiées par des bactéries aprés transformation. La
transformation est réalisée avec une quantité d’ ADN alant de 50 a 100 ng qui doit étre contenue
dans un volume ne devant pas excéder 20 pl. Cet ADN est gjouté a 200 ul de bactéries compétentes
décongel ées lentement dans la glace. Aprés 30 min d'incubation dans la glace, le mélange est placé
de 45 sec a 1 min dans un bain marie a 42°C puis 3 min dans la glace. Aprés gjout de 300 pl de
milieu SOC (Tryptone 2% (p/v), NaCl 1% (p/v), d extrait de levure 0,5% (p/v), KCl 250 mM 1%
(V/Vv)), les bactéries sont incubées 1h a 37°C sous agitation (250 tours/min). Les bactéries sont

ensuite étalées sur un milieu solide.
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2.4. Analyses biochimiques

2.4.1. Migration des protéines en gel de poly-acrylamide

Les électrophoreses des protéines sont réalisees en conditions dénaturantes. La dénaturation des
protéines est effectuée par chauffage des échantillons pendant 5 min a 100°C dans le tampon Tris-
HCl 125 mM pH 6,8, SDS 4% (v/v), glycérol 20% (v/v), B-mercaptoéthanol 10% (v/v), bleu de
bromophénol 0,02% (v/v). Le gel de séparation a une concentration en acrylamide et bis-acrylamide
de 10% alors que celle du gel de concentration est de 4%. Une quantité de 40 pg de protéine est
soumise a la migration électrophorétique qui s effectue a ampérage constant de 25 mA dans un

tampon de migration Tris-Glycine.

2.4.2. Transfert sur membrane

Suite alamigration en gel SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF.
Le transfert est dit « semi-sec » et est effectué dans un tampon Tris-glycine contenant 10% de
méthanol (v/v). Il dure 45 min sous un ampérage constant de 200 mA. Le bon fonctionnement du
transfert est vérifié au rouge ponceau. Apres verification, la membrane est mise a saturer sous
agitation dans une solution de saturation, 2 heures a température ambiante ou a4°C sur lanuit.

2.4.3. Lectinoblot et révéation

Apres la période de saturation, la membrane est lavée par deux lavages successifs de 10 min dans
du TBS (TrissHCI 0,05 M, NaCl 0,15 M ; pH 7,5). Ces deux lavages sont suivis par un troisieme
d’ une durée de 10 min dans le tampon dit Tampon 1 composé de: TrissHCI 0,05 M, NaCl 0,15 M,
MgCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, CaCl, 1 mM ; pH 7,5.

Cette série de lavages se poursuit par une incubation de 2h avec les lectines issues du kit DIG
glycan differentiation kit de Roche. Pour la MAA, 50 pl de solution de lectine sont dilués dans
10 ml de Tampon 1 ; pour la SNA, 10 ul de solution lectinique sont dilués dans 10 ml de Tampon 1.
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L’incubation terminée, une nouvelle série de 3 lavages de 10 min au TBS est effectuée. Elle se
poursuit par une incubation de 2h avec une solution d’ anticorps secondaire Anti-DIG. Cette solution
provient de la dilution de 10 ul d anticorps secondaire, présent dans le kit dans 10 ml du Tampon 1.
Une derniere série de trois lavages de 10 min dans le TBS est alors effectuée. La révéation du
lectinoblot est alors réalisée en appliquant une solution de révélation qui se compose de 100 pl de
« NBT/X-Phosphate solution » présente dans le kit dilués dans 5 ml de Tampon 2 constitué de Tris-
HCl 0,2 M, MgCl, 0,05 M, NaCl 0,1 M ; pH 9,5. Laréaction de révélation est stoppée par rincage a
I’ eau distillée et lamembrane est séchée entre 2 feuilles de papier Whatman.

2.4.4. Activité enzymatique des glycosyltransfér ases

Pour les sialyltransférases, les essais enzymatiques se sont déroulés dans un volume final de 60 pl.
Le tampon se compose de cacodylate de sodium 0,1 M ; pH 6,2, 10 mM MnCl5, 0,2% Triton CF-54
(v/v), 50 pM CMP-[**C]Neu5Ac (243 mCi/mmol). Le substrat accepteur est soit un arylglycoside &
une concentration finale de 1 mM soit une glycoprotéine a une concentration finale de 2 mg/ml. La
source enzymatique utilisée correspond a 30 pg d’ extraits protéiques de cellules COS-1 transfectées
avec les formes membranaires des enzymes ou 25 pl de milieu de culture des cellules transfectées
avec les formes solubles des enzymes. La réaction enzymatique s effectue a 37°C pour une durée de

2 heures.

Concernant les essais enzymatiques avec les fucosyltransférases, |e tampon de réaction se compose
de 25 mM de cacodylate de sodium ; pH 6,5, ' ATP 5 mM, MnCl, 20 mM, 10 mM a-L-Fucose,
3 uM GDP-[*C]fucose (310 mCi/mmol). Les essais enzymatiques se sont déroulés en présence de
1 mM darylglycoside en utilisant comme source enzymatique 25 pg d extraits protéiques de

cellules COS-1 transfectées par le plasmide renfermant la séquence codante de I’ enzyme. Ces tests

//////

Pour les arylglycosides, la réaction enzymatique a été stoppée par I'gout de 3 ml d’eau. Les
produits de la réaction sont ensuite purifiés par chromatographie hydrophobe sur des colonnes C18
SepPak cartridges (Millipore Corp., USA). Aprés lavage avec 15 ml deau, I'élution des
arylglycosides est réalisée a I’aide de 10 ml de méthanol directement dans des fioles de comptage

en présence d un volume de 10 ml de liquide scintillant Instagel (Packard, IL).
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Pour la purification des glycoprotéines, la réaction enzymatique est stoppée par 1 ml d'eau
contenant 5% d’ acide phosphtungstique (p/v). Les protéines sont alors récoltées sur des filtres en
fibre de verre (Whatman GF/A glass fiber filters). Elles sont ensuite lavées 4 fois par 1 ml d acide
phosphotungstique 5% (p/v), 1 lavage par 1 ml d acide trichloroacétique 5% (p/v) et un dernier avec
1 ml déahnol. Les filtres sont alors séchés a I’étuve a 37°C puis insérés dans des fioles de
comptage avec 10 ml de liquide scintillant Instagel (Packard, IL). Que ce soit pour les
arylglycosides ou les glycoprotéines, les fioles ont été comptés dans un compteur a scintillations
beta (TRI-CARB 2100 TR, Packard, IL).

2.4.5. Purification des oligosaccharides du lait

2.4.5.1. Préparation des échantillons de lait.

Les différents échantillons de 250 ml de lait de brebis ont été conservés dans un volume équivalent
d éhanol absolu. Ces échantillons de lait ont ensuite été repris dans 500 ml d’'un mélange
H,O/Ethanol en proportions 1/1. La fraction oligosaccharidique est contenue dans le surnageant
obtenu aprés 20 min de centrifugation & 11000 x g. Le volume de la solution oligosaccharidique est

alorsréduit aun volume n’ excédant pas 10 ml par I" utilisation d’ un rotavapeur (Buchi, Suisse).

2.4.5.2. Chromatographie échangeuse d’ anions

La construction de la colonne de chromatographie (@ 2 cm x 50 cm) a été réaisée avec un gel
Dowex 50x2. La régénération du gel 50x2 s effectue en deux étapes. Le gel placé dans un frité est
dans un premier temps rincé par 2 litres d'H,O. Le gel est ensuite nettoyer par I'gjout de 2x1L de
NaOH 3 M. Une fois la soude filtrée, le gel est de nouveau rincé par de |’ eau jusgu’ a ce que le pH
en sortie de filtration soit ramener a neutralité. Enfin, |” activation du gel est réalisée par I’ gjout d’un
litre HCI 4 M puis rincé par de I’eau jusqu’a I’ obtention de pH7 en sortie de filtration. Le ge
régénéré est aors réhydraté et coulé dans une colonne. La fraction d’ échantillon a déposé ne doit
pas excéder 1 ml et I'élution est effectuée avec de I'eau. Le temps d éution par tube est fixé a
2 minutes. Cette colonne a pour but de séparer les oligosaccharides libres des glycopeptides
résiduels. Apres analyse, sur plague de silice, les fractions d’intérét sont ensuite regroupées et le pH
est ramené alaneutralité pour éviter la perte des acides sialiques.
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2.4.5.3. Chromatographie gel-filtration

La séparation du lactose des autres oligosaccharides a été réalisee par chromatographie d’ exclusion
stérique sur colonnes de gels de polyacrylamide (BioGel P-4 800-4000 Da ; Biorad France ;
colonne : @ 5 cm x 120 cm) équilibrés dans le systéme d’' éution (H,O) sous un débit constant
de10 mL.h" assuré par une pompe péristaltique. Le volume de I’échantillon déposé ne doit pas

excéder 2 ml le temps d’ élution pour chague fraction est de 20 minutes.

2.4.5.4. Chromatographie échangeuse de cations

Cette chromatographie a été réalisee dans le but de séparer les oligosaccharides neutres des
oligosaccharides acides du lait de brebis. La colonne (& 2 cm x 50 cm) a été montée avec un gel
Dowex 1x2. Le gel est régénéré selon le méme procédé que la colonne 50x2, c'est-a-dire avec du
NaOH 3 M. Par contre I’ activation du gel se fera al’aide d acide formique pur ala place de I'HCI.
Apres montage de la colonne, il est nécessaire de la laisser couler a vide avec de I’ eau durant une
heure avant de déposer I’ échantillon. L’ échantillon, qui doit étre contenu dans un volume inférieur a
1 ml, est ensuite éué une premiére fois par de I’ eau puis analysé sur plague de silice. Une seconde
éution de I’ échantillon est ensuite réalisée avec de I’ acétate de pyridine 500 mM. Les fractions
d intérét issues de cette seconde élution sont regroupées et le pH est ramener ala neutralité. Que ce

soit pour la premiere ou la seconde élution, le temps d’ élution est fixé a4 min par fraction.

2.4.5.5. Chromatographie couche mince

Les échantillons obtenus en sortie de colonne ont soit été analysés par dépot direct de 2 a 6 pl de
chacune des fractions sur plague de silice soit aprés migration en chromatographie couche mince de
5 a 10 pl des fractions d'intérét. La migration en couche mince des oligosaccharides est réalisée
dans une cuve en verre contenant un tampon de migration Butanol/Acide acétique/eau dans les
proportions 2/1/1,5. Aprés la migration, la plaque de silice est séchée. La présence des
oligosaccharides est détectée par cuisson de la plague apres vaporisation d’H2S04 20 % a 0,1 %
d orcinol dans une étuve a 120°C. Lesfractions d’intérét ont aors été lyophilisées.
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2.4.5.6. Perméthylation des oligosaccharides.

Certaines fractions oligosaccharidiques ont été perméthylées avant détre analysées par
spectrométrie de masse. Cette permethylation consiste a I'gjout de groupement méthyles sur les
fonctions hydroxyles libres des oligosaccharides. Les oligosaccharides Iyophilisés sont repris dans
400 ul de DM SO en présence d’ICH3. Aprés une heure d’incubation dans un bain a sonication, les
oligosaccharides perméthylés sont récupérés dans la phase aqueuse d'une extraction au

chloroforme.
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1. bST6Gal I, un gene codant une seconde
B-Galactoside 02,6 sialyltransférase bovine,
ST6Gal I, impliquée au coursdelaréponse

inflammatoire

La sialylation en 02,6 dune lactosamine est réadlisée par la famille des B-Gaactoside-o2,6-
siayltransférases. Longtemps, cette sous famille de glycosyltransférase n’ était composée que d’un
seul membre, ST6GaAl |, jusqu’a la découverte il y a quelques années d' un nouveau gene et de son
produit chez I"'homme (Takashima et al., 2002 ; Krzewinski-Recchi et al., 2003) et la souris
(Takashima et al., 2003), ST6Gal 1l. Ces quelques études suggerent un role spécifique de cette
enzyme sans pour autant avoir pu I’identifier clairement. Récemment, Groux-Degroote et al. (2008)
ont montré une surexpression du gene ST6Gal Il dans des cellules de muqueuse bronchique
humaine stimulées par les interleukines IL-6 et IL-8. Ces différentes études ainsi que les revues de
Gagneux et Varki (1999 et 2003) nous ont laissé penser que ST6Gal 1l pouvait potentiellement étre

impliqué au cours de laréponse inflammatoire.

L’ enzyme étant inconnue chez notre espéce d’ éude, Bos taurus, il a donc fallu commencer par
déterminer quelle était la séquence codante du géne bST6Gal 11, caractériser son organisation
génomique, et en identifier les différents transcrits. Nous avons ainsi trouvé un gene s étalant sur
plus de 50 kpb incluant 5 exons codants et 1 non codant. L’ analyse de |’ expression tissulaire de ce
gene dans les 10 tissus bovins différents que nous avons étudiés nous a révélé la présence de trois
variants transcriptionnels répartis de maniere tissu spécifique. L’ étape suivante a consisté a la
caractérisation fonctionnelle du géne par la production de protéines recombinantes en systeme
d’ expression hétérologue (cellules COS-1). Nos résultats ont montré que cette enzyme possede une
faible activité sur I'asido-al-glycoprotéine et une plus forte activité catalytique sur les

oligosaccharides libres, ces derniers ayant tous une structure de base de type 1.
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Ensuite, afin de tester nos hypothéses sur I'implication du produit de ce gene au cours de la réponse
inflammatoire, nous avons créé un modéle in vitro a I'aide de céllules épithéliales de glande
mammaire en cultures primaires. Les cellules ont é&é stimulées par des cytokines pro-
inflammatoires telles que les interleukines IL-1, 1L-6 et le TNFo. Nos résultats révélent que le gene
est surexprimeé apres une stimulation par I’ 1L-6 sans pour autant induire de changement au niveau

du profil de siaylation des glycoprotéines de surface.

1.1. Clonage moléculaire d’un ADNc codant pour

bST6Gal | et organisation génique
1.1.1. Clonage moléculaire d’un ADNc de bST6Gal I

Lorsque ce travail a débuté, le programme de séquencage du génome bovin venait de commencer et
nous ne disposions d' aucune information concernant ce gene. Nous avons donc entrepris le clonage
de bST6Gal 1. Dans ce but, nous avons utilise les sequences des ARNm des génes ST6Gal 1
humain (AB058780) et murin (NM_172829) afin d'identifier dans les différentes banques de
données bovines, gu’ elles soient génomique ou d’ expression, des sequences présentant de fortes
homologies et pouvant correspondre au gene orthologue de hST6Gal 11 et mST6Gal 1l. Cette
approche nous a permis d’identifier 5 WGS, aujourd’ hui réunis dans un seul et unigue contig WGS
(AAFC 03085877.1; Matériels et méthodes), dont les séquences recouvrent la totalité de la région
codante. A partir de cette séquence putative, nous avons déterminé un couple d amorces
oligonucléctidiques (Tableau IV ; Matériel et méthodes) grace auquel nous avons amplifié par PCR,
a partir d ADNc de cerveau et de glande mammaire, un fragment d’environ 1,5 kpb. Nous avons
ensuite introduit les amplicons obtenus dans un vecteur d amplification et nous les avons séquenceés.
Ces fragments de 1510 pb provenant de deux types de tissus différents se sont avérés identiques. La
séquence inclut un codon d'initiation et un codon de terminaison de la traduction nous laissant
penser que nous avions isolé une région codante entiere. De plus, notre amplicon présente 75%
d’identité avec la séquence humaine et 71% avec la séquence murine, Ces taux nous suggérant tres
fortement que nous avions bel et bien amplifié le cadre ouvert de lecture de I’ orthologue bovin aux

séguences humaine et murine de ST6Gal |1.

138



Résultats et discussion

1.1.2. Structure du gene ST6Gal Il et de son produit

Apres avoir isolé ces ADNCc, nous avons voulu déterminer quelle était la structure du géne dont ils
étaient issus. Pour ce faire, nous avons utilisé notre séquence afin d’ effectuer une nouvelle analyse
BLAST des banques de données d ADN génomique bovin du NCBI et de Ensembl. Les résultats
obtenus montrent que le WGS sur lequel est retrouve le gene bST6Gal |1 est associé€ au chromosome
BTA11 et se positionne sur le brin sens (+) entre les bases 47257027 et 47312647.

1.1.2.1. Le cadre ouvert de lecture

La représentation schématique de ST6Gal |l de la Figure 1A montre que le cadre ouvert de lecture
du gene se répartit sur 5 exons (E1 a E5) dont deux, E1 et E5, ont la particularité d’ englober des
séquences codantes et non codantes. En effet, la séquence d’E1 se constitue de 476 paires de bases
5’ non traduites en amont du codon d'initiation de la traduction et présente les 858 premiéres paires
de bases du cadre de lecture (Figure 53A). A I'inverse, E5 comprend les 254 dernieres bases de la
région codante et se prolonge aprés le codon STOP par une séquence 3' non traduite d environ
1 kpb (Figure 53A). De plus, une observation plus minutieuse de la séquence de cet exon E5 nous
laisse penser qu’il porte la totalité de la région 3'non traduite de I’ ARNm. Nous avons pu en effet
mettre en évidence la présence d’ un site de polyadénylation (AATAAA) situé 1053 paires de bases
en aval du TGA. Pour compléter cette description, remarquons que les tailles des exons E2 a E4
sont relativement petites avec des longueurs respectives de 99, 102 et 175 paires de bases, ce qui
amene le cadre ouvert de lecture a 1488 paires de bases (Figure 53A).

1.1.2.2. Lesstructuresintroniques

Nous avons ensuite voulu Vvérifier in vitro le découpage exon/intron de bST6Gal Il. Dans cette
optique nous avons réalisé une amplification des séquences introniques par PCR. Chaque intron a
été amplifié avec des amorces situées sur les exons bordant les séguences d'intérét (Figure 53A).
Comme nous pouvons |’ observer sur le gel d’ électrophorése de la Figure 53B, nous avons obtenu
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des fragments situés aux alentours de 6,5 kpb, 1,4 kpb et 4,4 kpb, ces tailles correspondant
approximativement a celles prévues in silico pour les introns 1, 2 et 3. Du fait de leur taille plutot
importante, nous avons choisi d’'insérer chaque amplicon dans un vecteur plasmidique afin de nous
faciliter |'étape de séquencage. Nous avons ainsi pu contréler le découpage exon/intron de
bST6Gal |1 en nous attachant particulierement a vérifier la présence des sites consensus d’ épissage
(Figure 53B). Le seul intron pour lequel nous n’avons pas pu obtenir d’'information de maniére
expérimentale est I'intron 14. Aucune des conditions PCR que nous avons utilisé ne nous a permis
de I’amplifier et sataille putative pourrait expliquer les difficultés que nous avons rencontrées. En
effet, d’ apres les informations que nous avons pu recueillir dans les banques de données du NCBI,
14 mesurerait de 12298 pb (Figure 53A).
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’_' 132 pb 476 pb 858 pb 99ph  102pb  175pb 254 pb
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Figure 53: Organisation génique de ST6Gal 11 bovin : (A) Représentation non a I’ échelle du géne ST6Gal Il avec ses
6 exons (EO to E5) et ses 5 introns (10 & 14). En dessous est représenté I' ARNm résultant. La taille des introns et des
exons est exprimée en pb. Les rectangles blancs indiquent les séquences exoniques non traduites, les rectangles bleus
les séguences traduites et les introns sont représentés par un trait. Py et Pg correspondent aux deux régions
promotrices putatives de ST6Gal 1. En (B), partie gauche de la figure, gel d’ électrophorése montrant I’amplification
par PCR al'aide des paires d’amorces 3, 4, et 5 (Tableau 1, Matériel et méthodes) des régions introniques 11, 12 et I3.
Les amorces ont également été positionnées au niveau de la représentation schématique du gene. La partie droite de la
figure donne les séquences partielles des régions introniques et des extrémités exoniques amplifiées par PCR. Les
alignements représentent les séguences de jonctions exon/intron ainsi que les séquences consensus d’ épissage qui
apparaissent en gras. L'intron 14 n’ayant pu étre amplifié, la séquence de jonction et les sites consensus d’ épissage ont
été déduits des bangues de données d’ ADN génomique bovin a partir d’ une analyse in silico.
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1.1.2.3. Analyse comparative de la structure de bST6Gal Il par
rapport a celles de bST6Gal | et hST6Gal 11

Bien gque nos résultats expérimentaux ne confirment pas la présence de I’ intron 14, le découpage de
la région codante de bST6Gal Il en 5 exons séparés les uns des autres par 4 introns apparait
évidente. En effet, cette organisation du cadre ouvert de lecture est communément retrouvée pour

les genes orthologues de bST6Gal |1 dont |e géne humain.

Une analyse comparative des structures génomiques humaine et bovine rend compte de fortes
similitudes entre ces deux especes. En premier lieu, la taille des exons codants est trés bien
conservee, al’ exception del’exon 1 qui apparait plus court de 141 paires de bases dans la séquence
bovine (Figure 54A et B). En outre, les introns humains et bovins ont des tailles qui différent plus
largement. Il est tout de méme possible d'identifier certaines ressemblances entre les structures de
ces deux genes orthologues en observant de maniere globale les distances séparant les exons les uns

des autres.
A
F1 E2 E3 E4 ES
MG STOE
- i I i
i K__ 1 B ']
6512 1606 4350 12208
858 97 104 175 254
B.
E1l E2 E3 E4 ES
ATG eTo
- | I
8883 1378 2324 23115
999 9§ 103 175 270
C

E1 E2 E3 E4 ES

6000 20000 i 1200 u 2400
600 98 99 175 246

Figure 54 : Comparaison des organisations géniques des régions codantes de bST6Gal 11 (A), hST6Gal Il (B) et
bST6Gal | (C). Les exons sont représentés par des rectangles bleus et leur taille exprimée en paires de bases est
précisée au dessus. Les introns sont représentés par destraits et leur taille indiquée en dessous.

En effet, en comparant les longueurs des introns d’ un méme géne les unes par rapport aux autres, il

S avere que la situation entre I’homme et le bovin est identique, a savoir des introns 2 et 3 de tailles
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relativement modestes alors que celles des introns 1 et 4 sont plus importantes (Figure 54A et B).
Enfin, notons que pour ces deux espéces, le classement des introns en fonction de leur taille est

commun, avec dans un ordre croissant 12, 13, 11 et 14.

Il existe également de fortes similitudes structurales entre les deux genes bovins de la famille des -
Galactoside-a2,6-sialyltransférases. Tout d abord, la partie codante de bST6Gal | présente un
découpage exon/intron similaire a celui de bST6Gal 11, a savoir la présence de 5 exons codants
séparés les uns des autres par 4 introns (Figure 54A et C). Cependant, la ressemblance ne s arréte
pas |a Ces différents exons codants ont des tailles tres similaires, avec la méme différence que nous
avions pu observée pour hST6Gal |1 vis-avisde I’exon 1. Mais aors qu'il était plus petit que celui
de la forme humaine, I’exon 1 de bST6Gal |1 est plus long de 258 paires de bases que celui de
bST6Gal |. Par contre, il N’ est pas possible de comparer les structures introniques de ces deux genes
qui présentent de trop grandes différences (Figure 54A et C).

Enfin, la comparaison des séquences exonigues de ces 2 genes bovins révele des taux d’'identité de
séquences de I’ ordre de 60% pour les exons 2, 3, 4 et 5 et de 40% pour I’exon 1 (Tableau VI). Sur
la totalité de la séquence codante, ce pourcentage d'identité est de 50,5% ce qui est largement
inférieur a celui observé de 75% entre bST6Gal |1 et hST6Gal 1. Latres forte ressemblance entre
les séguences humaine et bovine s observe majoritairement au niveau des exons 2, 3 et 4 qui codent
pour le domaine catal ytique (Tableau V1).

Tableau VI : Comparaison des séquences exoniques codantes de bST6Gal |1 avec celles de bST6Gal | et hST6Gal 1l

bST6Gal 11 bST6Gal | % d’identité nucléotidique
Tailledes Acides Tailledes Acides bST6Gal |1 bST6Gal |1
Exon exons (pb) | aminéscodés | exons(pb) aminés codés /bST6Gal | /hST6Gal 11
1 858 286 600 200 416 64,1
2 97 32 98 33 58,4 81,9
3 104 35 99 33 57,3 78,9
4 175 58 175 58 64,1 75
5 254" 85 246 82 634" 65

*représentent |es bases codantes des exons E1 et E2.
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1.1.2.4. La protéine bST6Gal I

Le cadre ouvert de lecture de 1488 pb du gene ST6Gal Il code pour une protéine de 495 acides
aminés. Le profil d' hydropathie de la structure primaire de cette protéine indique qu’il 'y aqu’une
seule région particulierement hydrophobe (Figure 55), celle-ci correspondant a un domaine
transmembranaire. Ainsi, I’enzyme bovine ST6Ga |1l adopte la structure générale des
siayltransférases, a savoir celle d'une protéine transmembranaire de type Il. Cette protéine est
constituée d'une courte région cytosolique de 11 acides aminés, d'une unique région
transmembranaire de 19 acides aminés, cette derniere étant prolongée dans la lumiére de |’ appareil

de Golgi par une région tige et un domaine C-terminal catalytique de 465 acides aminés.

v
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Figure 55 : Profil d"hydropathie de la ST6Gal Il bovine. La fleche indique un pic d’hydrophobie qui correspond au
domaine transmembranaire de la protéine.

L’alignement de la séquence de bST6Gal |1 avec celles de ses homologues humaine, murine et de
rat (Figure 56), permet de constater que ces siayltransférases se ressemblent beaucoup, la protéine
bovine présentant 66% d’identité avec les protéines de souris et de rat de rat et partage 67,4% de ses
acides aminés avec la forme humaine. De maniére générale, la protéine bovine est plus courte que
les trois autres, la différence éant due a la longueur de la région tige, région la moins bien
conservée entre les séquences de ces quatre espéces (Figure 56). Le domaine catalytique est en

outre particuliérement bien conservé et les sidylmotifs | (Large), 11 (Small), Il et IV (Very Small),
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impliqués dans la reconnaissance des substrats donneurs et accepteurs ou dans le mécanisme

catalytique, sont parfaitement identifiables au niveau de la sequence bovine (Figure 56).

ST6Gal II souris MKPHLKQWRQRMLFGIFVWGLLFLAIFIYFTNSNPAAPMPSSFSFLESRGLLPLQGKQRV 60

STéGal II rat MKPHLKQWROQRMLFATFVWGLLFLATFIYFTNSNPAAPMPSSFSFLESRGLLPVQGKQRV 60

ST6Gal II humain MKPHLKQWRQRMLFGIFAWGLLFLLIFIYFTDSNPAEPVPSSLSFLETRRLLPVQGKQRA 60

ST6Gal II bovin MKPHLKQWRQGMLCGVFAWGLFFVVIFLYFTDSSPAKPAPSSFSFLETRRLLPAQGRQRA 60
KhkKKkKkAKK kK Kk ok Kkkok. Kk, kkkoKk Kkk kK kkk.Kkkkk .k Kkk Kk kKk

ST6Gal II souris IMGALQEPSLPRSLDASKVLLDSHPENPFHPWPGDPQKWDQAPNGFDNGDEFFTSQVGRK 120

ST6Gal II rat IMGALQEPSLPRSLEPSKVLMDGHSASPFNSWPGDPQKGDQAQDGEFDNGDEFFTSQVGRK 120
ST6Gal II humain IMGAAHEPSPPGGLDARQALPRAHPAGSFHAGPGDLQKWAQSQDGFEH-KEFFSSQVGRK 119
ST6Gal II bovin IMGASEG--LPEGADLRRGSPRGLPSGPLRTWAG--------- DGFEREQEFLSVQTGRT 109
L R * e : R kk g Kk ok kk
ST6Gal II souris SQSAFYPEEDSYFFVADQPELYHHRQGALELPSPGET----- SWRSGPVQPKQ-KLLHPR 174
ST6Gal II rat SQSAFYPEEDNYFFVAGQPGLYHHRQGALGLPSPGES----- SWQSGPGQPKQEKLRHPR 175
ST6Gal II humain SQSAFYPEDDDYFFAAGQPGWHSHTQGTLGFPSPGEPGPREGAFPAAQVQRRRVKKRHRR 179
ST6Gal II bovin SLSSFAPEDS------- APG----TSGRLFPGDPGPE----- GARPPRAAPGRRAKRGPR 153
* k.k kK. * Lk ok Lk A . . *
ST6Gal II souris --RGSLPEEAYDSDMLSASMSRAFLYRLWKGAVSSKMLNPRLQKAMRYYMSFNKHGVRFR 232
ST6Gal II rat --RGSLPEEAYDSDMLSTSMSRAFLYRLWKGTVSSKMLNPRLQKAMRYYMSFNKHGVRFS 233
ST6Gal II humain QRRSHVLEEGDDGDRLYSSMSRAFLYRLWKGNVSSKMLNPRLQKAMKDYLTANKHGVRFR 239
ST6Gal II bovin --RQSLSARGEDGERLYSSMSRALLRRLWKGDASARMLHPRLQKAMGAYLRANKHGVRFR 211
* . L kL. ok ckkkkk ok kkkkk k. .kk.kkkkkkk k. kkokokkkok

ST6Gal II souris RRGRREATRTGPELLCEMRRRVRVRTLDGREAPFSGLGWRPLVPGVPLSQLHPRGLSSCA 292

ST6Gal II rat RRGRREARRTGPELLCEMRKRVRVRTLDGKEAPFSGLGWRPLVPGVPLSQLHPRGLRSCA 293

ST6Gal II humain - -GKREAGLSRAQLLCQLRSRARVRTLDGTEAPFSALGWRRLVPAVPLSQLHPRGLRSCA 297

ST6Gal II bovin --GRRASGRSRTELLCALRGRVQVRTLDGTEPPFSALGWRALVPPVPLSRLLPRRLRTCA 269
* ok . sLikkk ok k| ckkkkkk ok kkk kkkk kkk kkkk .k kk ok kK

ST6Gal II souris VVMSAGAILmSSLGEEIDSHDAVLRFNSAPTRGYEKDVQ@KTTVRIINSQILANPSHHFI 352

STeGal II rat VVMSAGAILmSSLGEEIDSHDAVLRFNSAPTRGYEKDVQ@KTTVRIINSQILANPSHHFI 353
ST6Gal II humain VVMSAGAILNSSLGEEIDSHDAVLRFNSAPTRGYEKDV KTTIRIINSQILTNPSHHFI 357
ST6Gal II bovin VVTSAGAILﬁSSLGEEIDSHDAVLRFNSAPTRGYEKDV KTTVRIINSQILTNPSYHFM 329

LR R R R R R R EEEEEEEEEEEREEREEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEE SIS IR

ST6Gal II souris DSALYKDVILVAWDPAPYSANLNLWYKKPDYNLFTPYIQHRRKYPTQPFYILHPKFIWQL 412

STeGal II rat DSSLYKDVILVAWDPAPYSANLNLWYKKPDYNLFTPYIQHRLKYPTQPFYILHPKFIWQL 413

ST6Gal II humain DSSLYKDVILVAWDPAPYSANLNLWYKKPDYNLFTPYIQHRQRNPNQPFYILHPKFIWQL 417

ST6Gal II bovin DSALYKDVILVAWDPAPYSANLNLWYKKPDYNLFTPYVQHRQRNPNQPFYILHPKFIWQL 389
Kok kkkkkkkkk ok kb ok hhhhk ok k kb ok khhhkkhkk ckkk . % kkkkkkkkkkkhk*k

ST6Gal II souris WDIIQENTREKIQPNPPSSGFIGILIMMSMCKEVHVYEYIPSVRQTELCHYHELYYDAAC 472

ST6Gal II rat WDIIQENTREKIQPNPPSSGFIGILVMMSMCQEVHVYEYIPSVRQTELCHYHELYYDAAC 473
ST6Gal II humain WDIIQENTKEKIQPNPPSSGFIGILIMMSMCREVHVYEYIPSVRQTELCHYHELYYDAAC 477
ST6Gal II bovin WDIIQENTKEKIQPNPPSSGFIGILLMMNLCGEVHVYEYVPSVRQTDLCHYHELYHDAAC 449

*khkkkkkk*k : ****************:** . :* *khkkkkk*k : ******:********:****

ST6Gal II souris TLGAY KLLVQRLNTGTQADLHHKGKVVLPGFQTLRCPVTSPNNTHS 524
STeGal II rat TLGAY KLLVQRLNTGTQADLHHKGKVVLPGFQTLRCPVTRPNNTNT 525
ST6Gal II humain TLGAY KLLVQRLNMGTQGDLHRKGKVVLPGFQAVHCPAPSPVIPHS 529
ST6Gal II bovin TLGAY KLLVQRLNVGTHGDLHRKGKVVLPGLQAVRCPPGA------ 495
kkhkkkhkkhkhkkhkkhkkhkkkkhkhkkkhkhk*x **:‘*‘k*:********:*:::**

Figure 56 : Alignements des séguences protéiques putatives des ST6Gal |1 murine, de rat, humaine et bovine. Le
domaine transmembranaire est souligné ; les sialylmotifs |, 11, 11 et 1V sont respectivement représentés en bleu, rouge,
vert et orange, les 3 motifs spécifiques des p-Galactoside-a2,6-sialyltransférases en gras italique violet ; les sites
potentiels de N-glycosylation sont encadrés. Les astérisques indiquent les acides aminés conservés et les points ceux
homologues. Lestraits sur fond gris représentent les dél étions spécifiques a bST6Gal I1.
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De plus, nous avons pu retrouver les trois motifs spécifiques de la famille des B-Galactoside-a2,6-
sialyltransférases (Figure 56) récemment identifiés par Patel et Balgji (2006) et qui joueraient un

réle dans |a spécification des substrats accepteurs de |’ enzyme.

Enfin, notons qu’il existe deux sites potentiels de N-glycosylation aux positions 279 et 309 de la
séguence primaire de la protéine bovine, ces 2 sites étant parfaitement conservés chez les trois

autres especes que nous avons étudiées (Figure 56).

1.2.Expression tissulaire du gene

Aprés avoir déterminé la structure du gene bST6Gal 11, nous nous sommes ensuite intéressés a en
déterminer son profil d’ expression tissulaire. Dans cette optique et en raison du faible niveau
d expression des glycosyltransférases, nous avons choisi d’ utiliser la RT-PCR en prenant le soin de
choisir des amorces permettant I’amplification d’un fragment dont la séguence recouvre deux
exons. Ainsi I’amorce sens est située au niveau de I’exon 4 aors que |I’amorce anti sens se trouve
dans|’exon 5. L’avantage d’amplifier un fragment situé a cheval sur 2 exons différents permet de se
prémunir contre d’ éventuelles contaminations de la préparation d ADNc par de |’ ADN génomique,
et, comme nous |I’avons vu précédemment, |’intron situé entre les exons E4 et E5 a une taille tres
importante. D’ autre part, en choisissant le couple d’amorces au niveau des 2 derniers exons, nous
avons |’avantage de limiter |a perte de transcrits liée a une retro-transcription incompléte. Enfin,
Nous nous sommes assurés de la qualité de nos préparations d ADNc en effectuant une PCR sur un

gene de ménage, en |’ occurrence sur I’ ADNc codant la GAPDH.

Nos résultats montrent que contrairement au géne bST6Gal |, dont |’expression est ubiquitaire
(Mercier et al., 1999), bST6Gal |1 présente un profil d’expression tissulaire plus restreint. Parmi les
tissus que nous avons testés, nous avons détecté la présence de transcrits de bST6Gal |1 au niveau
du cerveau, des glandes salivaires, des poumons, de la rate, de la glande mammaire et du colon
(Figure 57), sa présence n’ayant pas été mise en évidence au niveau du thymus, des testicules et du
tissu adipeux. bST6Gal Il apparait fortement exprimé dans les poumons, il I’est & un niveau
moindre dans le cerveau, la rate, le colon et faiblement dans les glandes salivaires et mammaires.

Enfin, nous observons un trés faible signal au niveau du muscle squel ettique.
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Figure 57 : Profil d’expression tissulaire du géne bST6Gal 1. L’ expression tissulaire du géne été explorée en utilisant
la RT-PCR sur des ARN de 10 tissus bovins différents. Afin d éviter toute contamination par de I’ADN génomique,
|"amorce sens (bGal2exF) a été choisie dans I'exon 4 alors que I'amorce anti-sens a été choisie dans I'exon 5
(bGal2exR) (voir figure 1A). Le fragment amplifié est alors de 128 pb. L' amplification d’ un fragment de 90 pb du géne
dela GAPDH a servi de contréle qualité de la préparation d ADNCc.

Comme il a été montré chez I’homme gu'’il existait des transcrits présentant des délétions exoniques
dans I’ORF (Takashima et al., 2002), nous avons recherché dans les tissus bovins ou le gene est
présent |'expression de transcrits aternatifs pour la région codante. Pour ce faire, nous avons
effectué une PCR avec un couple d’amorces qui permet d amplifier un fragment recouvrant la
totalité du cadre de lecture. Un seul fragment a pu étre observé al’issue de cette PCR, ceci laissant
penser qu’'il N’y a pas de réarrangement exonique du cadre ouvert de lecture lors de la transcription
(Figure 58).

1510 pb —

Figure 58 : Recherche de transcrits alternatifs dans la région codante de ST6Gal 11 durant la transcription. Amplification
par PCR de la région codante de ST6Gal |1 a partir d’ ADNc de différents tissus bovins. La taille du fragment amplifié
est de 1510 paires de bases.
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1.3.Analysedesrégions 5 non traduitesdesARNmM de

bST6Gal 1. Organisation et distribution tissulaire

Le fait que bST6Gal 11 ne soit pas exprimeé dans tous les tissus et que son niveau d' expression varie
d’un tissu al’ autre nous laisse penser que sa transcription est soumise a une régulation fine. Dans le
but d’enrichir nos connaissances sur la régulation transcriptionnelle de ce gene, nous avons cherché
aidentifier I’ensemble des séquences 5’ -non traduites des transcrits de bST6Gal 1.

Cette analyse a été réalisée par la technique de 5 RACE (voir le Matériel et méthodes) a partir des
ADNCc des différents tissus exprimant le géne et nous a permis de mettre en évidence 3 types de
transcrits (Figure 59A). Le premier de ces trois messagers (transcrit b) n’a été retrouvé qu’ au niveau
du cerveau (Figure 59B) et présente une structure assez simple, sa région 5 non traduite étant
uniquement composée des 476 bases situées en amont du site d’initiation de la traduction (Figure
59A) et qui congtituent la totalité de la partie non codante de I’exon E1. Le deuxieme variant
transcriptionnel (transcrit a;) est également spécifique du cerveau (Figure 59B) mais sa structure se
révéle plus complexe. En effet, la partie 5’ non traduite se compose des 46 bases situées en amont
du point d'initiation de la traduction et des 132 bases de I’ exon EO (Figure 59A). Ce transcrit est le
résultat de la maturation des ARNm par un épissage alternatif entre les exons EO et E1, la distance
séparant ces deux exons sur le BTA 11 ayant pu étre évaluée in silico comme étant supérieure a
27000 paires de bases (Figure 53). Les sites donneurs (GT) et accepteurs (AG) d’ épissage ont
également pu étre mis en évidence. Enfin, le troisieme et dernier transcrit (&) que nous avons mis
en évidence est retrouve dans tous les types cellulaires testés et exprimant le gene (Figure 59B). Sa
séguence est proche de celle du second a la seule différence des 107 premieres paires de bases de
I’exon EO qui sont absentes dans ce troisieme messager (Figure 59A). Le +1 de la transcription se

situe au niveau de la 108%™ base de EO.
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Figure 59 : Les différentes régions 5 non traduites des ARNm du géne bST6Gal |1. Représentation schématique des
différentes régions 5’ UTR des transcrits (A) et analyse de leur profil d’ expression tissulaire (B). Les transcrits ont été
identifiés par 5'-RACE. En (A), les rectangles grisés correspondent & la région traduite de I'exon E1 alors que les
seguences non traduites des exons EOQ et E1 sont représentées par des rectangles vides. Les sites consensus d’ épissage
sont représentés en gras-italique. Les rectangles en pointillés correspondent aux séquences non transcrites des exons
EO et E1 dans les ARMm matures. La taille des différentes régions non traduites sont indiquées en paires de bases. P,
et Pg indiquent la localisation des régions promotrices potentielles de bST6Gal Il. En (B), gel d électrophorése
présentant le profil d’expression tissulaire de ces trois types de transcrits, la GAPDH a été utilisée comme contréle de
la retro-transcription.

Nous pouvons donc déduire de ces résultats que dans I’ état actuel de nos connaissances il existerait
deux familles de transcrits, |’ une étant représentée par le transcrit b, |” autre par les transcrits a; et a.
Le cerveau est le seul tissu qui exprime les trois types de transcrit et il semble que le transcrit b soit
majoritaire. Les données structurales du gene que nous avons pu recueillir, et notamment la distance
séparant les exons EO et E1, suggerent tres fortement que la transcription du gene bST6Gal |11 est
sous la dépendance de 2 promoteurs distincts Pa et Pg (Figure 53 ; Figure 59A). Afin de donner

148



Résultats et discussion

plus de poids a cette hypothése, nous avons analyse in silico la séguence genomique située en
amont de I’exon EO et celle de I’intron 10 dans le but d'y détecter d’ éventuels sites de liaison pour
des facteurs de transcription. Ce travail a été réaisé a I'aide des logiciels Modellnspector et
Matlnspector de Genomatix et notre analyse met en évidence la présence des deux régions
promotrices. Le promoteur P, est situé juste en amont de I’exon EO et sa taille est estimée a
601 paires de bases. Il contient deux sites de fixation pour le facteur SP1, un site pour AP1 et un
pour NF1 (Figure 60). La séguence du promoteur Pg S éend quant a elle sur environ 1129 paires de
bases dans une zone située 200 bases en amont de E1. Cette région promotrice renferme sur le brin
sens du chromosome BTA 11 un site de liaison pour le facteur SP1F, deux sites de fixation pour
SMAD et un pour CREB. Notons enfin que cette région promotrice Pg est conservée dans le locus

humain et qu’ elle est retrouvée dans quasiment tous les locus orthol ogues.

Figure 60 : Représentation schématique des 2 régions promotrices de bST6Gal IlI. En haut est représenté un
agrandissement de la région promotrice P, avec les sites de liaison potentiels de facteurs de transcription localisés sur
le brin + du chromosome. En bas, la représentation de la région promotrice Pg sur laquelle sont indiqués les sites
potentiels de fixation de facteurs de transcription sur le brin +. Le promoteur P, a une taille de 601 paires de bases
alors que Pg mesure 1126 paires de bases.
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1.4.Analyse de la spécificité de substrat de formes

recombinantes de bST6Gal ||

Apres avoir déterminé de maniére fine la structure génique et le profil d’'expression tissulaire de
bST6Gal 11, nous avons voulu préciser certaines des propriétés enzymatiques de la siayltransférase
gu’il code et plus particuliérement les spécificités de substrat accepteur. Notre stratégie a consisté a
produire bST6Gal Il sous la forme d une protéine recombinante dans un systeme d’expression
hétérologue eucaryote, en I’ occurrence les cellules de mammiferes COS-1. Plusieurs raisons nous
ont amené au choix de ces cellules. En premier lieu, ces cellules ont un temps de génération assez
court et les protocoles relatifs aleur transfection sont parfaitement maitrisés et mis en ceuvre depuis
de trés nombreuses années au laboratoire. De plus, les cellules COS-1 produisent I’antigene T qui
est nécessaire pour la production transitoire des proténes recombinantes. L’argument majeur pour
I"utilisation de ces cellules dans le cadre de cette étude vient du fait qu’ elles ne possedent aucun des
genes codant pour les B-galactoside-a2,6-siayltransférase, ce qui nous évite de ce fait toute erreur

d interprétation de nos résultats pouvant étre liée ala présence de protéines endogenes.

Par ailleurs, nous avons choisi de produire deux formes de ST6Gal 11. La premiere de ces formes
correspond a I’ enzyme sous sa forme native, a savoir une proténe transmembranaire de type I, la
seconde a I’enzyme tronquée des 40 premiers acides aminés N-terminaux. Produire cette forme
tronquée de I’enzyme a pour but de faciliter |’ étude des propriétés enzymatiques. En effet, ces
acides aminés N-terminaux correspondent aux parties cytosolique, membranaire et a une portion de
la région tige de la sidyltransférase. La délétion de ces différentes parties rend donc la protéine
soluble et nous permet de la faire séeréter dans le milieu de culture. Ce milieu pourra aors
directement servir de source enzymatique pour les tests d’ activité. Que ce soit pour I’une ou |’ autre
des deux formes, le travail a commencé par |I'amplification des ADNc qui les code en prenant
comme matériel biologique de départ des ADNc aux ARNm de cerveau bovin. Ces ADNc ont
ensuite été respectivement insérés soit dans le vecteur pFlag-CMV-2 pour I’ ADNc codant la forme
entiere, soit dans le vecteur pFlag-CMV-1 pour celui qui permet la production de |I'enzyme
tronquée et soluble. A la différence du pFLag CMV-2, le vecteur CMV-1 contient une séguence
codant un peptide de sécrétion. Aprés sélection des clones positifs pour chacune des constructions,

et surtout apres avoir vé&rifié I'exactitude des différentes séquences, nous avons effectué la
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transfection transitoire des cellules COS-1 avec |I'un ou I’autre des vecteurs recombinants. Nous
avons également réalise une transfection avec un vecteur vide, cette population de cellules étant
notre témoin. Aprés 48h de transfection, les milieux de culture conditionnés et les cellules

transfectées ont été récupéres et utilisés pour des tests d’ activités.

L’ activité siayltransférasique de bST6Gal |1 a été testée sur 3 arylglycosides différents, Type I-
octyl (Gapl,3GIcNAc-octyl), Type Il-octyl (Galpfl,4GIcNAc-octyl), LacdiNAc-octyl
(GalNACcB1,4GIcNAc-octyl) et sur une glycoprotéine qui présente des structures glycanniques de
type Galfl,4GIcNAc, «|'Asiao-al-Acidglycoprotein ». Nous avons également utilise comme
substrat cette méme protéine sous sa forme sialylée, « al-Acidglycoprotein », qui ala particularité
de ne porter que des chaines glycanniques de type NeuAca2,6Gal f1,4GIcNAC.

Il est important de noter que ces enzymes sont capables de transférer de I'acide siaique sur des
structures oligosaccharidiques, que celles-ci soient sous forme libre ou liées a des protéines
(Tableau VII). D’autre part, nous avons pu mettre en évidence que les formes membranaires et
solubles présentent des profils de spécificité de transfert de I’ acide sialique similaires, ceci nous
laissant penser que la région tige de I’enzyme n'a pas d'incidence directe sur le mécanisme
catalytique. En ce qui concerne la spécificité d’ accepteur, la premiére chose que nous remarquons
est e fait que ces deux enzymes bovines ne peuvent ni I’une ni I’ autre transférer d’ acide sialique sur
des structures oligosaccharidique de type | (Tableau VI1). A I'inverse, nos données expérimentales
montrent que chacune des protéines recombinantes a la capacité de sialyler les oligosaccharides de
type Il Gal1,4GIcNAC et que ST6Gal |1 a une nette préférence pour ce substrat lorsgue celui-ci est
sous forme d’un oligosaccharide libre. En effet, nous avons observé que le taux de transfert d acide
sialique sur les glycoprotéines est 2,9 fois inférieur pour la forme membranaire et 4 fois inférieur

pour laforme soluble a celui observé sur les arylglycosides (Tableau VII).

De plus, il semble que les deux enzymes soient incapables de sialyler le motif Sialyl-a2,6-
lactosamine comme nous l’'indique |’absence de transfert sur «I|’ al-Acid glycoprotein »
(Tableau V1I) et donc que cette enzyme n'a pas d activité o2,3-sidyltransférasique. Enfin, notre
travail met clairement en évidence que le substrat accepteur préférentiel des ST6Gal Il que nous
avons produites sous formes recombinantes est le motif LacdiNAc (GalNAcB1,4GIcNAc). Il

savere en effet que I'activité de transfert de I’acide sialique sur cette structure est 4,2 fois
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supérieure a celle observée sur un oligosaccharide de type Galpl,4GIcNAc pour la forme

membranaire et 5,3 fois pour laforme soluble (Tableau VI1).

Tableau VII: Activité relative des formes membranaires et solubles de ST6Gal Il bovines recombinantes. Les
arylglycosides ont été utilisés a une concentration finale de 1 mM et les glycoprotéines a la concentration de 2 mg/ml.
Le taux d’incorporation d acide sialique sur I’arylglycoside Galp1,4GIcNAc-R a servi de référence pour calculer le
pourcentage d' incorporation d’ acide sialique sur les autres substrats accepteurs.

bST6Gal Il
(% relatif d’activité)

Substrats accepteurs Forme membranaire Forme soluble

Galp1-4GIcNAc-octyl 100 (0.85)* 100 (0.94)%

Galp1-3GIcNAc-octyl 0 0

GalNAcp1-4GIcNAc-octyl 312 346

Asialo-al-acid-glycoprotein 34 25

al-acid-glycoprotein 0 0

2 |es activités sont de 0,85 pmol.h™ pour la forme membranaire et de 0,94 pour la forme soluble de ST6Gal II. ces
activités ont été normalisées a 100%

Enfin, nous avons comparé les valeurs de Km des deux enzymes recombinantes bovines pour la N-
acétyllactosamine et pour le LacdiNAc et les valeurs obtenues pour I'une et |'autre des formes
peuvent étre considérées comme identiques (Tableau VI1II). De plus, ces résultats confortent le fait
que ST6Gal 1l a une meilleure affinité pour le LacdiNAc que pour le LacNAc, le Km de I’enzyme
pour ce dernier étant deux fois supérieur a celui observé pour le LacdiNAc (Tableau VIII).

Tableau VIII : Km des formes recombinantes bovines de ST6Gal |1 pour le LacNACc et le LacdiNAc.

Km (mM)
Substr ats accepteurs Forme membranaire Forme soluble
Galp1-4GIcNAc-octyl 212 2.04
GalNAcfS1-4GIcNAc-octyl 1.09 0.97
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1.5.Effetsdesinterleukines|L-1, IL-6 et TNFa sur
I’ expression des genes bST6Gal | et bST6Gal |1

danslescellulesbovines de glande mammaire

Au cours de la réponse inflammatoire, le métabolisme cellulaire est profondément modifié. Outre la
production de molécules pro-inflammatoires, la glycosylation des protéines cellulaires subit
d’ importants remaniements, dont I’essentiel des modifications a lieu au niveau des structures
périphériques. Plusieurs études font état de profonds changements du profil de siaylation des
glycoproténes de la surface cellulaire en conditions inflammatoires, et, depuis maintenant quelques
années, ST6Gal | est considérée comme une des protéines de la phase aigue de I'inflammation
(Jamieson et al., 1993).

Lors d'une des pathologies les plus fréquentes chez le ruminant laitier, la mammite, il y a
production de certaines cytokines pro-inflammatoires dont I’IL-1, I'IL-6 et le TNFa. Or, il a é&é
montré que I’ expression du gene mST6Gal |, dans un foie soumis a un stress inflammatoire, était
fortement stimulée par I'lL-6 (Dalziel et al., 1999). Nous nous sommes donc intéressés aux
variations d’ expression des deux genes codant les B-galactoside-a2,6-sialyltransférases dans des
cellules épithéliales de glande mammaire bovine au cours de la réponse inflammatoire. Pour
répondre a cette question, nous avons essayé de créer plusieurs modéles in vitro mimant certaines
des conditions physiologiques retrouvées au cours de la phase aigue de I'inflammation. Ces
confluence (Figure 61), ces derniéres éant maintenues en culture en présence de cytokines pro-
inflammatoires sur une durée maximale de 48 heures. L’induction de la réponse inflammatoire par
le LPS a éé exclue du fait de I’absence de récepteur toll a la surface cellulaire. De facon
intéressante, aucune différence phénotypique n’a été observée entre les cellules quiescentes et les

cellules en phase inflammatoire (Figure 61).
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Figure 61 : Cedlules épithéliades de glande mammaire bovine en culture primaire. Les cellules a confluence (A) sont
traitées (B) ou non (C) par des cytokines pro-inflammatoires qui sont directement introduites dans le milieu de culture
a une concentration finale de 15 ng/ml. Aprés la période d’incubation, les cellules sont récupérées et utilisées pour des
analyses transcriptionnelles ou protéiques.

1.5.1. Au niveau transcriptionnel

Les cellules ont été traitées separément soit avec de I’IL-1, soit par I'IL-6 ou le TNFa. Nous avons
réalisé une cinétique d’'incubation qui s est étalée sur 5 temps différents: 6, 12, 18, 24 et 48 heures.
A chacun de ces temps, nous avons déterminé par RT-PCR quantitative les variations des niveaux
d expression relatifs des genes ST6Gal | et |l entre les cellules stimulées et les cellules non
stimulées. Ces rapports d’ expression ont été calculés par la méthode du A/A C' en normalisant les
résultats par rapport au gene codant la GAPDH. Les résultats présentés sont la compilation des
données issues de deux cinétiques distinctes pour lesquelles chague point a éé mesuré trois fois.
Nous avons considéré que les variations d’ expression des genes étaient significatives dés le moment
ou la surexpression du géne devenait au moins 2 fois supérieure et la sous expression au moins 0,5

foisinférieure au nombre de transcrits présents dans les cellules non stimul ées.

1.5.1.1. Apreés stimulation des cellules avec de I'lL-1

Pour chacun des traitements par une cytokine, nous avons dabord vérifié qu une réponse
inflammatoire avait bien éé induite sur les cellules. Pour ce faire, nous avons mesuré |’ expression
du géne COX2 qui est surexprimé lors de la réponse inflammatoire, et qui est de ce fait considéré

comme un bon marqueur de I’inflammation (Figure 62.2). Sur les cellules que nous avons traitées
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avec I'IL-1, nos résultats indiquent qu’il y a une augmentation progressive de I’ expression du gene
COX2 au cours du temps. Nous avons ains pu observer apres 24 et 48h de stimulation que la
guantité de transcrits étaient respectivement 3,4 et 4 fois supérieure a celle observée dans les
cellules non stimulées (Figure 62.1 B). Bien que ces cellules aient parfaitement bien répondues au
traitement par I'lL-1, nous n'avons pu constater aucune variation significative des niveaux
d’ expression des genes ST6Gal | et ST6Gal 1, les ratios d’ expression entre cellules stimulées et non
stimul ées étant respectivement compris entre 1 et 1,21 et entre 0,88 et 1,12 (Figure 62.2.B), et donc

considérés comme non significatifs.

1.5.1.2. Apreés stimulation des cellules avec du TNF«

Dans le cas des cellules stimulées avec le TNFa, le constat est trés similaire. A I’instar du traitement
réalisé avec I'lL-1, les cellules réagissent trés bien quand elles sont mises en contact avec un milieu
de culture contenant du TNFa. En effet, nous observons bien une augmentation du taux de transcrit
de COX 2, la réponse étant maximale aprés 24h d’incubation ou le niveau d’ expression de ce géne
dans les cellules stimulées est 4,2 fois supérieur a celui des cellules non stimulées (Figure 62.1.C).
Cependant, le taux de transcrits de ST6Gal 11 ne varie pas de maniére significative sous I’ influence
du TNFa, les valeurs des ratios d’ expression entre les deux populations de cellules oscillant entre
0,72 et 1,09 (Figure 62.2.C). Par ailleurs, nous remarquons que le niveau d’ expression de ST6Gal |
augmente sensiblement aux temps 6h et 18h de la cinétique, mais ces variations restent en dessous
du seuil de significativité et sont difficilement interprétables voire artéfactuelles (Figure 62.2.C). En
effet, étant donné que la réponse inflammatoire n’est pas encore induite au temps 6h, comme le
révéle le niveau d’ expression du gene COX2, le ratio de 1,69 ne semble guére étre une donnée
pertinente. L’augmentation apparente de 150% de la transcription de ST6Gal | apres 18h de
traitement ne nous semble pas non plus avoir un réel sens biologique. A ce moment de la cinétique,
les cellules se trouvent en conditions inflammatoires, mais compte tenu du fait que la surexpression
de COX2 est plus importante aux temps 24h et 48h (ratios de 4,19 et 3,27, contre seulement 2,37 a
18h), nous aurions donc tendance a nous attendre a des niveaux d'expression de ST6Gal |
croissants, ou tout du moins a des variations d’ expression allant dans le méme sens que celles que
nous avons observées pour COX2. Or, a ces deux temps d'incubation, le nombre de transcrits
ST6Gal | est équivaent entre cellules traitées et cellules non traitées (Figure 62.2.C). Ces données

rendent trés difficile |’ interprétation quant & une réelle signification biologique.
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Figure 62 : Effet des traitements aux Interleukines 1 et 6 et au TNFa sur |I’expression relative des génes ST6Gal |,
ST6Gal Il et COX2 dans des cellules épithéliales de glande mammaire bovine. Les cellules a confluence ont été
stimulées par I'IL-1, I'IL-6 ou le TNFa & une concentration finale de 10 ng.ml™ et ce pendant 6, 12, 18, 24 ou 48h. La
variation de I’ expression relative de ces genes entre cellules stimulées et cellules non stimulées a été déterminée par
RT-PCR quantitative et analysée par la méthode du 4/AC". La Figure 62.1 représente les rapports d’ expression du géne
COX2 entre cellules stimulées et non stimulées par I'l1L-6 (A), I'lIL-1 (B) et le TNFa (C) au cours de la cinétique. Ce
géne a été utilisé comme témoin de I’induction de la réponse inflammatoire. La figure 62.2 représente la comparaison
des niveaux d’ expression relatifs des génes ST6Gal | et Il aprés traitement a I'lL-6 (A), a I'lL-1 (B) et au TNFa (C).
Pour chacun de ces graphiques, les histogrammes rouges correspondent a ST6Gal | et les histogrammes bleus a
ST6Gal I1. Que ce soit pour les Figures 62.1 ou 62.2, les résultats ont tous été normalisés par rapport au niveau

d’ expression relatif du géne de la GAPDH.

1.5.1.3. Apres stimulation des cellules avec de I'IL-6

Alors que ni I'lL-1 ni le TNFa sont capables d'induire une augmentation significative de la
transcription de I'un ou I'autre des deux genes de B-Galactoside-a2,6-siayltransférases, I'IL-6
stimule au contraire la transcription de ST6Gal 11. En effet, nous avons pu observer tout au long de
la cinétique une hausse progressive de la quantité des ARNm de ST6Gal Il (Figure 62.2A), mettant
ains en evidence I'existence d'un lien direct entre cette cytokine et le systeme de régulation du
gene. Le ratio de 1,5 au point 6 heures s explique de la méme maniere que le premier point de la
cinétique lors de la stimulation avec le TNFa. et nous le considérons comme un artefact. Les autres
points de la cinétique sont en revanche beaucoup plus informatifs et suivent la tendance générale
observée pour COX2. A 12 et 18 heures apres le début du traitement, nous n’ observons pas de
réponse de ST6Gal Il dans les cellules, le nombre de transcrits pouvant étre considéré comme
équivalent a celui des cellules non stimulées (Figure 62.2A). Par contre, a partir de 24 heures,
ST6Gal 11 commencent a étre surexprimé de facon plus importante et le ratio atteint alors une valeur
2,5 fois supérieure a celle détectée dans les cellules témoins (Figure 62.2A). Cette augmentation de
la transcription de ST6Gal Il coincide avec I'induction de la réaction inflammatoire dans les
cellules, leratio d’ expression de COX2 dépassant |e seuil de significativité a ce stade de la cinétique
(Figure 62.1A). Le taux de transcription de ST6Gal Il continue d augmenter jusgu’a la fin de la
stimulation et nous pouvons observer qu’ apres 48 heures d’incubation, les cellules traitées al’IL-6
renferment une quantité de messagers 5,63 fois supérieure a celle des cellules non traitées
(Figure 62.2A). Pour autant, I'IL-6 ne semble pas avoir le méme effet sur la transcription de
ST6Gal | dont le niveau d expression ne varie pas avec ou sans traitement par la cytokine
(Figure 62.2A).
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Enfin, nous pouvons nous interroger sur I'intensité de I'induction de la réponse inflammatoire au
regard des informations recueillies sur les niveaux d expression de COX2 (Figure62.1.A). La
surexpression de ce gene au cours de la cinétique de stimulation des cellules al’ IL-6 apparait moins
importante que celles que nous avions pu observées lors des traitements al’IL-1 (Figure 62.1.B) et
au TNFa (Figure 62.1.C). La réaction inflammatoire induite serait en fait identique aux 2 autres, ce
gui s'explique par le fait que I’ Interleukine-6 est un moins bon activateur de la transcription de

COX2 (Léger, communication personnelle).

1.5.1.4. Expression des ST3Gals des cellules traitéesa l’'lL-6

Aprés avoir constaté que ST6Gal |1 répondait a la stimulation par I'IL-6, nous avons voulu voir ce
gu’il en éait pour les niveaux d expression de ST3Gal Il et IV durant cette méme cinétique. En
effet, les sialyltransférases codées par ces genes utilisent les mémes substrats accepteurs que notre
enzyme dintérét, a savoir les structures N-acétyllactosaminiques (Galpl,4GIcNAcC) des

glycoprotéines. Ces enzymes seraient donc susceptibles d’ entrer en compétition avec ST6Gal |1.

25 IL-6

Rapport expression ST3Gals cellules
stimulées/cellules non stimulées

6h 12h 18h 24h 48h
Temps de stimulation (heures)

Figure 63: Effet du traitement a I'Interleukine 6 sur le niveau d’expression relatif des génes ST3Gal |11 et
ST3Gal 1V dans les cellules épithéliales de glande mammaire bovine. Ce graphique représente les ratios des
guantités de transcrits pour chacun des genes entre les cellules traitées avec I'IL-6 et les cellules non traitées, et
ce tout au long de la cinétique. Les niveaux d'expression ont été déterminés par PCR quantitative et les données
analysées par la méthode du A4/AC". Les barres bleues correspondent a ST3Gal |1l et les barres rouges a
ST3Gal 1V. Cesrésultats ont été normalisés par rapport a la GAPDH.
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Nous avons donc mesuré la quantité de transcrits pour ces 2 genes dans les mémes conditions que
celles que nous avions utilisées précédemment. A premiéere vue, que ce soit pour ST3Gal 11l ou
ST3Gal IV, I'lL-6 n'a pas d effet immeédiat sur le taux de transcription des génes dans ces cellules
(Figure 63). Les variations sont en effet minimes, oscillant de 0,79 41,32 pour ST3Gal 111 et de 0,97
a 1,5 pour ST3Gal 1V. Malgré le fait que ces données soient en dessous du seuil de significativité
gue nous nous sommes fixés, il est tout de méme intéressant de noter I'allure générale de ces
graphiques. En effet, ils nous montrent que le niveau d’ expression de chague gene a tendance a
augmenter vers la fin de la cinétique, et il serait intéressant de voir comment ces genes se
comportent au-dela de 48 heures de traitement, et ce d’ autant plus que les valeurs des écarts types
obtenus a 48 heures sont assez importantes.

1.5.2. Au niveau protéique

L’observation de la modification de I’expression d'un gene dans certaines conditions
physiologiques est une chose, mais il apparait crucia de savoir si ces variations se traduisent par
des changements a |’ échelle protéique. Pour répondre a cette question, I'idéal serait d’ effectuer une
étude quantitative de ST6Ga Il par des techniques immuno-cytochimiques, mais,
mal heureusement, nous ne disposions pas d’ anticorps spécifiquement dirigés contre cette protéine.
Ce probléme est assez récurrent dans |'étude des glycosyltransférases mais peut étre assez

facilement contourné dans notre cas.

Nous avons pu montrer que, parmi les génes des deux B-Galactoside-o2,6-siayltransférases et des
deux B-Galactoside-02,3-sialyltransf érases que nous avions sélectionnées, seul ST6Gal |1 voyait son
taux de transcription ére modulé au cours de la stimulation par I'IL-6. D’autre part, les
siayltransférases codées par ces génes utilisent toutes le méme type de substrat accepteur
Galp1,4GIcNAc. Il appardit alors qu’ une analyse des structures glycanniques résultants de I’ action
de ces enzymes devrait nous permettre de répondre de maniére indirecte a I'incidence de la
surexpression du géne ST6Gal |l. Toute modification évidente du profil de siaylation des
glycoprotéines de surface pouvant en effet étre attribuée a la présence accrue de la siayltransférase
ST6Gal 1l danslacellule.

A partir d'un oligosaccharide de type 11, il est possible de synthétiser des structures sialylées de type
Sian2,3Galf1,4GIcNAc s I’ oligosaccharide est pris en charge par une ST3Gal, ou des structures
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sialylées de type Sian2,6Gal1,4GIcNAC s il est utilisé par une ST6Gal. Chacune de ces structures
est spécifiqguement reconnue par une lectine, laMAA dans le cas de la Sialyl-a2,3-lactosamine et |la
SNA pour la Siayl-a2,6-lactosamine. Nous avons effectué des Western blots sur 40 pg d’ extraits
totaux des protéines de cellules épithéliales ayant é&é en contact ou non avec I'IL-6, le profil de
sialylation de ces protéines étant alors révélé par |’ addition de I’ une ou I’ autre des lectines (Figure
64).
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Figure 64 : Incidence du traitement aI'lL-6 sur le profil de sialylation des glycoprotéines des cellules épithéliales de
glande mammaire. Pour les 3 gels, ont été déposés 40 g de protéines issues de cellules récupérées 24 ou 48 heures
aprés le début de la cinétique et ayant été soumises (+) ou pas (-) au traitement a I'IL-6. En A le bleu de Coomasie des
protéines, en B le western blot révélé a I'aide de la lectine MAA qui reconnait le motif Saa2,3Gal et en C le western
blot révélé par la lectine SNA reconnaissant le motif Sao2,6Gal.

Nos résultats montrent tout d’abord que les protéines arborant des motifs sialylés sont plutét de
taille assez conséquente, la quasi-totalité se situant dans I’intervalle 50-200 kDa. Nous remarquons
egalement que le profil des protéines sialylées en a.2,3 présente quelques différences avec celui des
protéines portant des motifs Sialyl-a2,6-lactosaminiques (Figure 64). En effet, il semble que la plus
forte concentration de protéines révélées par la MAA migrent aux alentours de 50-55 kDa (Figure
64B) alors que les protéines présentant une forte sialylation en a2,6 ont une taille approximative de
75 kDa (Figure 64C). Nous pouvons aussi remarquer la présence d' une bande unique a 33 kDa qui
est plus facilement observable lorsgu’ elle est révélée par la SNA et ce d’ autant plus apres 48 H de
stimulation avec I’ IL-6 (Figure 64C).

Que les cellules aient été stimulées ou non al’IL-6, le profil de sialylation des protéines en 02,3 est

identique entre les deux populations a 24 et 48h (Figure 64B), ce résultat alant dans le méme sens
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gue nos observations sur les niveaux d’ expression des genes ST3Gal 111 et 1V tout au long de la
cinétique. En ce qui concerne les protéines sialylées en 02,6, il n’'y a pas de différence clairement
identifiable au niveau des protéines de haut poids moléculaire. Enfin, sur ce méme panel, nous
observons une tres |égéere augmentation de I'intensité de la bande située a 33 kDa dans les cellules
traitées 48 heures avec I'IL-6 (Figure 64C). Compte tenu de nos résultats danalyse
transcriptionnelle, cette variation pourrait étre le fruit de I’ augmentation du nombre de transcrits de
ST6Gal |1 au temps 48h de la cinétique. Cette donnée est tout de méme a considérer avec précaution

et demande a étre vérifiée par une analyse protéomiqgue plus avancée.

1.6.Discussion

1.6.1. Lafamille des p-Galactoside-a2,6-

sialyltransfeérases

Les génes de sidyltransférases et leurs produits sont impliqués dans un trés grand nombre de
processus physiologiques et pathologiques, I'importance de ces siayltransférases éant confortée
par le fait que ces enzymes sont retrouvées des arthropodes a I'homme en passant par les
gnathostomes (Harduin-Lepers et al., 2005). Cette famille de glycosyltransférases a
particulierement été bien décrite chez I’ homme et la souris et se compose de vingt membres répartis
en 4 sous-familles, la ou, al’ heure actuelle, seule une quinzaine de genes ont été identifiés chez le
bovin. Parmi ces 4 sous-familles, il y a celle des B-Gaactoside-o2,6-siayltransférases dont
I"'implication dans des processus tels que le développement tumoral (Lo et al., 1999 ; Dal’Olio et
al., 2000 ; Hedlung et al., 2008), la différenciation cellulaire (Taniguchi et al., 2000a) ou encore la
réponse inflammatoire (Kaplan et al., 1983 ; Yasukawa et al., 2005) a été mise en évidence.

Durant de trés nombreuses années, cette famille ne se composait que d’un seul et unique membre,
ST6Ga |, qui fut d'ailleurs la premiére siayltransférase a étre purifiée, et ce a partir du colostrum
bovin (Paulson et al., 1977). Le gene codant cette protéine bovine n’a été caractérisé que beaucoup
plus tard par Mercier et al. en 1999. Ce géne a été trouvé exprimé de fagon ubiquitaire tout comme
ses homologues murin et humain (Kitagawa et Paulson, 1994). Dans ces trois especes, |e produit du

gene est le principal acteur de la sidylation en 2,6 des chaines glycanniques des glycoproténes
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présentant un résidu de galactose en position terminale. Cependant, Martin et ses collaborateurs ont
pu mettre en évidence en 2002 |a persistance de structures oligosaccharidiques de type Sialyl-a2,6-

lactosamine chez des souris KO pour le gene ST6Gal 1.

Ce résultat a fortement suggeéré I’ existence d'une seconde B-Galactoside-a.2,6-siayltransférase qui
fut identifiée quelques temps plus tard chez I’ homme (Takashima et al., 2002; Krzewinski-Recchi
et al., 2003) et chez la souris (Takashima et al., 2003). Ces genes humains et murins se sont révélés
coder une enzyme dont la principale activité semble étre liée a la salylation en 02,6 des
oligosaccharides libres.

1.6.2. Analyse du gene ST6Gal Il bovin et de son
produit

Durant cette étude, nous avons cloné un ADNc qui code pour I’homologue bovin des enzymes
ST6Gal 1| humaine et murine. Le gene, dénommeé bST6Gal 11, a pu étre localisé sur le chromosome
BTA 11 sur lequel il séend sur plus de 50 kpb. D’apres nos observations, sa structure est tres
proche de celles qui ont été précédemment décrites dans d’ autres espéces, démontrant ainsi le fait
gue ST6Gal |l est un gene qui a particulierement bien été conservé au cours de I'évolution. A
I"instar de ses homologues humain et murin, le cadre ouvert de lecture du géne bovin est constitué
de 5 exons (E1 a E5) et la comparaison ne s arréte pas la. En effet, au-dela de leur nombre, les
tailles des différents exons sont quasiment identiques et leurs sequences présentent des
pourcentages d'identité inter-especes élevés. Enfin, bien que les tailles des introns soient assez
différentes d’une espece a I’ autre, il est tout de méme possible de remarquer certaines similitudes
dont notamment le classement des introns en fonction de leur taille, avec dans un ordre croissant 12,
13,11 et 14.

La séquence protéique bovine montre que bST6Gal 11 partage les mémes propriétés structurales que
hST6Ga Il et mST6Gal 11. Cette enzyme a une topographie de glycoprotéine transmembranaire de
type Il et renferme dans la séquence de son domaine C-terminal catalytique les 4 motifs signatures
hautement conservés des sialyltransférases, les sialylmotifs | (Large), I (Small), Il et IV (VS),
mais auss et surtout les séquences des 3 motifs spécifiques des ST6Ga (Figure 56). Par ailleurs, la

comparaison des séquences bovine, murine et humaine montrent un pourcentage d’identité compris
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entre 66 et 68%, les plus grandes divergences se retrouvant au niveau des séquences des régions
tige des enzymes. Un autre élément qui tend a montrer |’importance de la conservation inter-espéece
de cette enzyme est la présence de sites de N-glycosylation. |l existe deux sites potentiels de N-
glycosylation bornant le sialylmotif | (L), ces derniers étant strictement conservés dans les trois
especes. En plus de ces deux sites, la protéine humaine en contient un supplémentaire qui se situe
dans la région tige, cette méme région qui possede 35 acides aminés de plus que celle de I’ enzyme
bovine. L’importance et I’ occupation de ces sites restent a démontrer pour notre enzyme maisil a
déja été mis en évidence que ces sites de N-glycosylation jouent un réle trés important dans le trafic
intra-cellulaire et |’ activité de hST6Gal | (Ma et Colley, 1996). Ces sites n’ étant pas localisés dans
les mémes régions que ST6GAl |, il est donc difficile de prédire les rdles que pourraient avoir les
éventuels glycannes de ST6Gal 1l. 1l semble cependant que ces sites soient occupés comme le
suggere Krzewinski-Recchi et al. (2003).

1.6.3. Activité enzymatique del’enzyme bST6Gal |1

A partir des données issues de nos tests d’ activité, nous avons pu remarquer que |’ une et I’ autre des
enzymes recombinantes que nous avons produites sont capables de transférer un résidu d’acide
sialique sur un résidu de galactose d’ une chaine de type I1. Comme nous avons pu le constater, les
propriétés catalytiques de I’enzyme ne semblent pas étre atérées par |’ absence d’'une partie de la
région tige. En effet, aucune différence significative des propriétés enzymatiques des protéines
membranaires et solubles n'a pu étre mise en évidence au cours de nos expérimentations
(Tableau V).

Les deux protéines recombinantes catalysent le transfert d'un résidu d acide sidique a partir d’un
substrat donneur active, le glycosyl-nucléotide CMP-NeubAc, mais I’ efficacité de la réaction est
accrue lorsque le substrat accepteur est un oligosaccharide libre et non un oligosaccharide porté par
un N-glycanne de glycoprotéine. |l apparait d’ailleurs que I’ efficacité de transfert de bST6Gal |1 de
I"acide sialique sur les N-glycannes est inférieure a celle observée pour les enzymes murine et
humaine. L’ enzyme bovine a pour substrat préférentiel I’ oligosaccharide LacdiNAc tout comme son

homologue humain. Cette enzyme a donc toutes les caractéristiques structurales dune B-
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gaactoside-a2,6-sid ytransférase mais se comporte catal ytiqguement comme s elle appartenait a la

famille des B-N-acétyl gal actosamine-a2,6-sialyltransférases (ST6GalNAC).

La comparaison des propriétés enzymatiques des deux p-galactoside-a2,6-sialyltransférases
bovines, ST6Gal | et I, permet de se rendre compte qu’ elles présentent des spécificités de substrat
tres différentes. Comme nous venons de le décrire, ST6Gal 1l a une préférence marquée pour les
oligosaccharides libres et n’a qu’une faible activité de transfert sur les glycoprotéines. A I'inverse,
ST6Gal | catalyse principalement la siaylation en 02,6 des glycoprotéines et son activité sur des
structures oligosaccharidiques libres est assez restreinte.

La biosynthese chez le bovin du motif Sialyl-02,6-lactosamine serait donc assurée par deux
enzymes distinctes présentant des spécificités de substrat différentes mais complémentaires. Cette
conclusion nous laisse fortement penser que chacune des deux B-Galactoside-o2,6-sialyltransférases
assurerait une fonction physiologique spécifique et que la présence de deux genes codant pour des
enzymes ayant le méme type d’ activité catal ytique ne serait pas une redondance au sein du génome

bovin.

Par ailleurs, le fait que I’ enzyme soit toujours active sous forme soluble est une propriété partagée
par un grand nombre de sialyltransférases et ce contrairement a d’ autres glycosyltransférases, dont
les fucosyltransférases Fut4 et Fut9 bovines (Thése Javaud, 2002), pour lesquelles la suppression de
la région tige a pour conséquence la perte totale de I’ activité catalytique. Ces formes tronquées et
solubles, qui sont particulierement pratiques dans le cadre de I’ étude des propriétés enzymatiques
des siayltransférases, ne sont pas qu'une bizarrerie de laboratoire, et certaines enzymes dont
ST6Gal I, ont pu étre identifiées in vivo sous cette forme. In vivo, les formes tronquées résultent
d'un clivage au niveau de la région tige par des protéases telles que les catepsines (Kitazume-
Kawaguchi et al., 1999). La proportion en proténes solubles augmente assez fortement durant la
réponse inflammatoire (Jamieson et al., 1993) mais le rble de ces siayltransférases reste toujours

inconnu.

ST6Gal | est largement sécrétée lors de la phase aigue de I'inflammation et il a é&é montré gu’elle
conservait son activité enzymatique. Cependant, quel role peut-elle jouer dans le milieu
extracellulaire alors que celui-ci ne contient pas ou trop peu de son substrat donneur le CMP-
NeuAc ? Parmi les fonctions attribuées aux structures sialylées, est retrouvé le role de récepteur/site
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de fixation de certains pathogénes (Karlsson et al., 1995). Aing, il est envisageable que les
sialyltransférases solubles assurent un role de lectine, qui, en se fixant sur les acides siaiques
présents a la surface cellulaire, masguent des sites potentiels de fixation de pathogenes. Cette
hypotheése, trés attrayante, ne semble pas étre applicable pour le moment dans le cas de ST6Gal ||
pour laquelle la présence de formes solubles de I’enzyme dans les fluides biologiques n'a pas
encore pu étre détectée. Cependant, une analyse de la séquence primaire de ST6Gal |l révéle
I’existence d'un site potentiel de clivage au niveau d'une région voisine de celle décrite pour
ST6Gal | (Maet al., 1997).

1.6.4. Expression tissulairede bST6Gal 11

Les deux genes de p-gaactoside-o2,6-siayltransférases connues jusqu'a aujourd hui,
ST6Gal | et I, présentent des profils d' expression tissulaire trés différents. Alors que le gene
ST6Gal | est exprimé de maniére ubiquiste chez I’homme (Kitagawa et Paulson, 1994), la souris
(Hamamoto et al., 1993) et le bovin (Mercier et al., 1999), le profil d’ expression tissulaire de
ST6Gal 11 est beaucoup plus restreint. Chez I’homme, le gene est principalement exprimé dans le
cerveau (rare tissu dans lequel ST6Gal | est faiblement exprimé (Kitagawa et Paulson, 1994)), les
ganglions lymphatiques, les testicules et la glande thyroide (Krzewinski-Recchi et al., 2003), la
souris présentant des niveaux d expression plus importants dans le cerveau et chez I’embryon
(Takashima et al., 2003). Nous avons pour notre part montré que le géne bovin est principal ement
transcrit dans les poumons, le cerveau, le colon et |le foie. Cependant, I’expression tissulaire de
ST6Gal Il bovin n’apparait pas auss restrictive que chez I’homme ou la souris puisqu’il est
également exprimé dans les glandes mammaires et salivaires, et plus faiblement au niveau du
muscle squelettique. Ces différentes observations nous aménent a penser que |’ expression du gene
ST6Gal 1l est de maniére générale plus restreinte que celle de ST6Gal |, mais également qu'il

présente un profil d’ expression tissulaire espece spécifique.

Au cours de notre étude, nous avons pu observer que ce gene ST6Gal |1 pouvait étre exprimé sous
la forme de trois transcrits qui ne différent que par leur région 5 non traduite. Le premier de ces
transcrits (transcrit b) n’est retrouvé qu’au niveau du cerveau et sa structure est assez simple. En

effet, sarégion 5 non traduite se constitue de la totalité de la séquence non traduite de I’ exon EL.
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Les deux autres transcrits que nous avons pu isoler ont des structures trés proches et proviennent
d’ un phénomeéne d’ épissage alternatif. 1ls sont composeés des 46 premieres bases situées en amont
du point d'initiation de la traduction de I’exon E1 auxquelles il faut gjouter soit la totaité de la
séguence de I’ exon EO pour obtenir le transcrit a; soit les 25 derniéres bases de ce méme exon dans
le cas du dernier transcrit (transcrit &). Tout comme pour le transcrit b, le transcrita; n'a éé
retrouvé gu'au niveau du cerveau alors que le transcrit a; est présent dans tous les tissus ou
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Figure 65: Organisation génique des parties 5 non codantes de bST6Gal | (A) et de bST6Gal Il (B) et de
hST6Gal 11 (C). Les exons non codants sont représentés par les rectangles blancs, les exons codants par des rectangles
gris, lesintrons par des traits pleins. Les tailles des introns et des exons sont indiquées en paires de bases (pb). Les

régions promotrices sont représentées par des fleches noires. Les traits en pointillés représentent les évenements
d’ épissage alternatif pouvant avoir lieu au cours de la maturation des ARNm.

Les transcrits du géne bovin ST6Gal | présente également une grande diversité de leurs régions
5’ non traduites, une diversité due a de phénomeénes d’ épissage alternatif des 4 exons non traduits
(Mercier et al., 1999). Les auteurs décrivent également I’ existence de 3 promoteurs qui sont utilisés
de maniére tissu spécifique (Figure 65A). Concernant ST6Gal 11, les exons EO et E1, impliqués dans
la formation par épissage alternatif des transcrits matures, sont séparés par plus de 27 kpb. Cette
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distance entre ces deux exons suggere |’existence et I’ utilisation de deux promoteurs différents
(Figure 65B). Cette hypothese semble d’ ailleurs se confirmer par |’ identification de sites potentiels
de fixation de facteurs de transcription tels que CREB, SMAD, APL, SP1 et NF1 en amont des
exons EO et E1 (Figure 60). Dans I'état actuel des connaissances, la transcription du gene
orthologue humain a bST6Gal |l serait lui auss sous la dépendance de 2 promoteurs distincts
(Figure 65C). Les deux régions promotrices de hST6Gal |1 sont proches I’une de I’ autre, séparées
par une séquence d’ environ 1 kpb (Takashima et al., 2002), alors que celles de bST6Gal 11 sont
distantes de plus de 27 kpb. Enfin, il est trés intéressant de noter que les régions promotrices P1 et
Ps des formes humaines et bovines sont considérées comme orthologues, et, au-dela de ¢a, une
analyse globale des banques de données d ADN génomique prédit que cette région promotrice est
conservée chez quasiment tous les mammiferes. D’ aprés nos résultats et les données que nous avons
pu recueillir sur ce gene dans d autres especes, ST6Gal |1 serait donc un géne soumis a une
régulation transcriptionnelle assez fine. De plus, I’ utilisation aternative de I’'un ou I'autre des
promoteurs associée a un profil d expression tissulaire assez restreint laisse penser que le produit de

ST6Gal 11 aurait une fonction physiologique bien spécifique.

1.6.5. bST6Gal |1, un geneimpliqué danslaréponse

inflammatoire

Alors que ST6Gal | a été décrite comme I’ enzyme responsable de la sialylation en 2,6 des N-
glycoprotéines (Weinstein et al., 1987) et qu elle est considérée comme I’ une des protéines de la
phase aigue de I’inflammation, aucune fonction n'a éé clairement attribuée jusqu’a présent a
ST6Gal I1. Cependant, son profil d’ expression tissulaire restreint, alafois observé chez I’'homme, la
souris et le bovin, suggére gu’ elle ait certaines contributions physiologiques particulieres dont I’ une
d entre elles pourrait étre associée a I'inflammation. Lors de la réponse inflammatoire, il a été
observé que la siaylation des glycoprotéines pouvait ére modifiée par I’augmentation d’ épitopes
Sialyl-02,6-lactosamines aux dépens d' épitopes Sialyl-a2,3-lactosamines (Gagneux and Varki,
1999 ; Yazukawa et al., 2005). Cette augmentation du taux d o2,6-siaylation des antennes
glycanniques des glycoconjugués de surface tend a inhiber |’ attachement des pathogénes sur les
cellules hétes (Figure 66) et de ce fait contribue a limiter I’ effet d’une seconde vague infectieuse
potentielle (Gagneux et Varki, 1999, Gagneux et al., 2003). Ce type de réponse a notamment pu
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étre observé au niveau de I’ épithélium intestinal et au niveau hépatique mais n’a pas encore été

décrit au niveau de la glande mammaire.

B GlcNAc
O Gal
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Figure 66 : Représentation schématique des interactions hétes-pathogéne et de la réponse cellulaire qui s'en suit.
L’ étape 1 représente I’ interaction entre le pathogeéne (bleu) et la cellule hte (rose). L' agrandissement A schématise la
fixation du pathogéne sur son récepteur, la Salyl-a2,3-lactosamine. Dans un deuxiéme temps (2), le pathogéne
internalisé se multiplie ce qui a comme conséquence d'induire la production de molécules pro-inflammatoire (fleche
verte). Les cytokines produites sont alors sécrétées (3) dans le milieu extracellulaire et vont aller stimuler les cellules
avoisinantes. La transcription de genes comme ST6Gal | augmente alors dans les cellules stimulées (4), ce qui a pour
effet de modifier la sialylation de leurs glycoprotéines de surface. Aprés s étre multipliés et avoir tué la cellule hote
(cellule en pointillés), les pathogénes cherchent un nouvel héte (5). L'apparition de la Salyl-02,6-lactosamine a la
surface cellulaire rend I’ interaction entre le pathogéne et la cellule beaucoup plus compliquée (6, agrandissement B) ce
qui limite la propagation de I’infection.

En effet, dans un grand nombre de tissus, les N-glycannes sialylés des glycoprotéines de la surface
cellulaire se composent magjoritairement de |’ épitope Sialyl-a2,3-lactosamine, structure utilisée
comme point d’ attachement par certains pathogéenes. En réponse a I’ interaction héte-pathogéne, la
cellule va réagir par la production de molécules pro-inflammatoires que sont les cytokines. Ces
molécules sont secrétées dans le milieu extracellulaire et agissent de fagon paracrine sur les cellules
environnantes. Cette stimulation induit la transcription de nouveaux géenes ou la surexpression

d autres dgja présents. Le géne ST6Gal | a é&é montré comme un de ces genes surexprimes
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(Jamieson et al., 1993). La siayltransférase qu'il code, ST6Ga I, utilisant le méme substrat
donneur et le méme type de substrat accepteur que certaines enzymes de la famille des ST3Gal, agit
donc comme compétiteur de ces ST3Gal. De ce fait il y a une augmentation de la quantité
d épitopes Sialyl-02,6-lactosamines a la surface cellulaire ce qui limite les possibilités d interaction

du pathogene avec la cellule et donc I’ infection.

Ainsi, nous avons regardé si ST6Gal |1 réagissait a un stimulus inflammatoire. Nous avons choisi
d'utiliser comme modéle d'éude des cdlules épithdlides de glande mammaire, celles-ci se
retrouvant directement au contact des pathogenes lors de I'infection la plus commune de ces
ruminants, la mammite. Durant la phase aigue de I'inflammation liée a cette pathologie, plusieurs
cytokines pro-inflammatoires sont produites parmi lesquelles I'[L-1, I'IL-6 et le TNFa. C'est ainsi
gue des cultures primaires de ces cellules ont été stimulées a I’ aide de ces cytokines dans le but de
reproduire les conditions inflammatoires d’une mammite in vitro. Toutes les cultures ont
parfaitement bien réagi ala stimulation comme en témoigne |’ augmentation du niveau d’ expression

du gene COX2, un excellent margqueur de I’ inflammation.

Nous n’avons pas observé de variations des niveaux d’expression de ST6Gal | et ST6Gal |l suite
aux traitements avec I'lL-1 ou le TNFa. En revanche, nous avons mis en évidence une
surexpression du nombre de transcrits de ST6Gal 11 d' approximativement 2,5 et 5,6 fois par rapport
aux cellules non stimulées apres respectivement 24h et 48h de traitement des cellules al’IL-6. De
facon surprenante dans ce travail, aucun changement du niveau de transcription de ST6Gal | n’a été
observé durant la cinétique de stimulation. bST6Gal 1l répond de facon positive au stimulus
inflammatoire induit par I’interleukine 6, cependant, cette augmentation ne se traduit pas de fagon
évidente au niveau des structures glycanniques portées par les protéines des cellules. En effet,
autant pour I'a2,3-siaylation que pour I'a2,6-sialylation, les profils sont tres similaires entre les 2
populations de cellules a la seule exception d’ une bande de 33 kDa dont I’ a2,6-siaylation semble

augmenter.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer ce résultat. Tout d’ abord, nous avons vu
précédemment que I'activité de ST6Gal |l est trés faible sur les antennes glycanniques des
glycoprotéines, celle-ci ayant une préférence marquée pour les oligosaccharides libres. Les cellules
épithéiaes de glande mammaire sont des cellules sécrétrices des oligosaccharides du lait et nous
pouvons donc imaginer que I’augmentation de I’expresson de ST6Gal 1l va permettre la
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modification de la composition des oligosaccharides du lait. Maintenant, en quoi la modification de
la composition structurale des oligosaccharides ou une augmentation significative de la quantité
d oligosaccharides libres dans le lait peut-elle avoir une incidence sur la réponse inflammatoire ?
Une des possibilités a envisager est le fait que ces oligosaccharides libres, produits en réponse ala
premiére vague infectieuse, jouent le réle de structures leurres. En effet, I’ occupation des sites de
liaisons a la celule héte du pathogeéne par ces oligosaccharides empécherait |’interaction hote-

pathogene et donc limiterait la seconde vague infectieuse (Figure 67).

B GlcNAc
Gal

Figure 67 : Role potentiel de ST6Gal Il dans la réponse inflammatoire. L'infection de la cellule héte (rose) par le
pathogéene (bleu) induit la transcription et la production d'IL-6 (1), cette derniére stimule la transcription de
ST6Gal 11 (2). ST6Gal 11 permet de synthétiser des oligosaccharides de type Salyl-02,6-lactosamine (3) qui seront
ensuite sécrétés dans le milieu extracellulaire (4). Ces oligosaccharides se fixent sur les récepteurs des pathogénes (5)
qui ne peuvent plus interagir avec la cellule héte (6).

Une autre hypothese a prendre en considération pour expliquer le fait que nous n’ ayons pas observé
de modification du profil de sialylation cellulaire est le «turn over » des protéines. En effet, les
variations du taux de transcription de ST6Gal 11 ne s observent qu apres 24 et 48 heures de
traitement des cellules. Etant donné que nous avons observeé le niveau de sialylation des protéines a
ces mémes temps, il est fortement probable que les répercussions de la surexpression de ST6Gal ||
n'aient pas encore été répercutées au niveau des membranes cellulaires et qu’ elles apparai ssent

aprés le dernier temps de notre cinétique.
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Enfin, la derniére hypothese que nous pouvons émettre vient de la comparaison des niveaux
d expression de ST6Gal | et I au cours de la cinétique qui met en évidence un gros déséquilibre
(Figure 68), et ce tout autant dans les cellules témoins que dans les cellules stimulées par I'IL-6. En
effet, cette analyse révéle que le nombre de transcrits de ST6Gal | est tres supérieur a celui de
ST6Gal 11, ST6Gal | étant environ 20 fois plus exprimé que ST6Gal |l dans les premiers temps de la
cinétique dans les deux populations de cellules (Figure 68). Au bout de 24h de traitement, quand
ST6Gal 11 commence a étre surexprimé, le rapport entre la quantité de transcrit de ces deux genes
décroit et ne sera plus que de 4 lorsque la surexpression de ST6Gal 1l est maximale a 48h de
traitement. Malgré la stimulation de la transcription de ST6Gal 11, ST6Gal | reste majoritaire.
Compte tenu des spécificités de substrats de |I'une et de I’ autre des enzymes et de leurs niveaux
d expression quasi identiques en fin de cinétique, il est tout a fait imaginable que I’ effet de la
surexpression ST6Gal 11 ne soit pas observable au niveau des glycoprotéines cellulaires en raison
d’un court d’incubation en présence de I’ IL-6 qui ne permet pas |e renouvellement des structures de
surface. Cependant, comme le substrat préférentiel de ST6Gal Il est le motif LacdiNAc
(GalNACB1,4GIcNAC), I'enzyme pourrait sialyler préférentiellement les glycoprotéines arborant ce

type d’ oligosaccharides, dont 1a bande observée a 33 kDa pourrait étre un exemple.
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Figure 68 : Rapport de la quantité relative des transcrits de bST6Gal | par rapport a celle des transcrits de ST6Gal 11
dans les cdllules épithéliales de glande mammaire bovine. En bleu, est représenté ce rapport dans les cellules non
stimulées et en rouge tout au long de la stimulation par I'IL-6. Les résultats ont éé normalisés par rapport a
|”expression de la GAPDH.

Sans avoir défini le mode d'action de ST6Gal |l au cours de la réponse inflammatoire, il semble

maintenant évident que ce géne a un rdle a jouer dans ce phénomeéne. En effet, le gene répond a
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I"IL-6 par une surexpression des transcrits a. Ce résultat est cohérent avec le fait que ce transcrit est
sous la dépendance du promoteur P, qui contient un site de fixation pour le facteur de transcription
AP1 produit terminal de la voie de signalisation de I'IL-6. De plus, |’ absence de réponse du géne
aux traitements par I'lL-1 et le TNFa est cohérente. En effet, ces deux cytokines conduisent a la
production de NF-xB un facteur de transcription pour lequel nous n’avons pas trouvé de site de
fixation dans les régions promotrices Py et Pg de ST6Gal 1. De plus, I'analyse des QTL présents
sur le chromosome 11 (Figure 69) montre que ST6Gal Il se situe dans une région du chromosome
ou ont été identifiés deux QTLs trés intéressants. Le premier est défini comme étant impliqué dans
la mammite clinique (CM : Clinicad Masdtitis) et le second dans la résistance générale aux
pathologies (GDR : General Disease Resistance) (Figure 69). La taille exacte de ces QTL n’est
toujours pas connue avec précision mais compte tenu de nos résultats expérimentaux il ne serait pas

étonnant que ST6Gal Il en fasse partie.
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Figure 69: Les QTLs associés a la réponse inflammatoire du chromosome 11. Représentation schématique du
chromosome 11 bovin (BTA 11) dont I’ échelle de mesure est indiquée en Méga paires de bases. Le rectangle rouge
représente la localisation du gene ST6Gal |1 et les QTLs sont représentés par les fleches bleues (CM = Clincal Mastitis
et GDR = General Disease Resistance)

Tous ces résultats sont plutdt encourageants mais il serait trés intéressant de pouvoir les confirmer
in vivo. Pour répondre a ces interrogations, nous planifions de comparer les niveaux d’ expression de
ST6Gal 1l entre des animaux sains et des animaux atteints de mammite. Par ailleurs, il sera

intéressant d’identifier la présence les substrats affectés par la présence de ces niveaux d expression
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élevés de ST6Gal 1. Pour ce faire, nous envisageons d’ analyser les oligosaccharides et les protéines
porteuses de motif LacdiNAc telle que CD36, une protéine des globules lipidiques du lait de vache

qui peut étre modifiée au cours de laréponse inflammatoire (Nakata et al., 1993).

L’ ensemble des travaux présentés ci-dessus ont donné lieu a la publication suivante, celle-ci étant
jointe en annexe de ce manuscrit :

The second bovine g-Galactoside-a2,6-sialyltransfer ase
(ST6Gal 11): genomic organization and stimulation of itsin

vitro expression by IL-6 in bovine mammary epithelial cells

Benoit Laporte, Sara Gonzalez-Hilarion, Abderrahman Maftah, and Jean-Michel Petit

Glycobiology Advance Access published on July 17, 2009
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2. FUT7 code une al,3-fucosyltransférase qui catalyse
la biosynthése de |’ épitope Sialyl-L ewis"' chez e

bovin

Cette deuxieme partie des résultats concerne I’ é&ude que nous avons menée sur le gene FUT7 bovin.
Comme nous I’ avons précédemment introduit, notre équipe s intéresse en partie a des pathologies
pouvant atteindre les ruminants laitiers et qui peuvent avoir des répercussions directes sur la qualité
et la quantité du lait produit par les vaches qui en sont atteintes. Cependant, comme pour toutes
pathologies, certaines populations d’ animaux semblent étre plus résistantes que d’ autres a ce type
d'infection. En plus des constituants nutritifs qui le composent, le lait présente une certaine quantité
de cellules sanguines de type globules blancs dont le nhombre varie d'un individu a I’ autre. Or il
S est avéré que le taux initial de ces cellules sanguines dans le lait pouvait étre directement corrélé a
la sensibilité des animaux aux pathologies. En effet, les bovins dont le lait renferme un taux éevé
de leucocytes sont, d'une part plus sensibles a I'infection, et, d' autre part, développent des
pathologies plus sévéres (Rupp et al., 2000). Le passage des leucocytes de la circulation sanguine

vers la glande mammaire dépend en partie d’ un épitope glucidique, I’ antigéne Sialyl-Lewis".

Cette structure a été étudiée chez plusieurs especes, telles que I'homme et la souris, et chez
lesquelles il a été montré que la fucosylation sur le carbone 3 de la N-acétylglucosamine
appartenant a un motif Sialyl-a2,3-lactosamine congtituait I’ éape finale de la voie de biosynthése
de I’ antigéne SL€". Cette fucosylation est réalisée par une al,3-fucosyltransférase codée par le géne
FUT7. L’ identification des genes de fucosyltransférases étant bien moins avancée chez le bovin que
chez I"homme et la souris, I’ enzyme principalement responsable de la formation du Sialyl-Lewis®
n'était pas connue. Notre travail a donc consisté au clonage et a la caractérisation du géne fut7
bovin et de son produit. Par ailleurs, FUT7 est un géne monomorphe mais il a é&é montré chez
I”"homme (Bengtson et al., 2001) qu’une mutation faux sens (G329A) avait pour conséquence un

déficit plus ou moins sévere du recrutement leucocytaire au site inflammatoire. Sachant que la
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présence de mutations dans un gene comme FUT7 pouvait avoir des répercussions directes sur la
physiologie de I'individu qui les porte, nous avons effectué une recherche de polymorphismes du

gene fut7b dans plusieurs races bovines.

2.1. Clonage d’un ADNc codant pour la FUT7 bovine

La stratégie que nous avons choisie pour cloner fut7b est semblable a celle que nous avons utilisée
pour cloner bST6Gal |11. En effet, notre étude a commencé au début du séquencage du génome
bovin et aucune information concernant ce gene n’ était disponible. Ainsi, nous avons récupéré les
ségquences des ARNm humain (U11282) et murin (AAC52484) et nous les avons utilisés pour
sonder les différentes banques de données existant alors, ceci dans le but d'identifier des séquences
de fortes similitudes pouvant correspondre a fut7b. Cette analyse a éé partiellement fructueuse
puisqu’ elle nous a permis de trouver un WGS (AAFC01684977) présentant respectivement 80% et
77% d'identité avec les 417 derniéres paires de bases des sequences codantes humaine et murine.

La séquence de ce WGS nous a permis de déterminer un couple d’amorce que nous avons utilise
pour amplifier par PCR un fragment de 410 pb a partir d ADNc de thymus et d’ ADN génomique.
Compte tenu de la forte teneur en G/C de cette séquence (69%), nous avons été confrontés a des
problémes d’ amplification. En effet, celle-ci n"a pu avoir lieu qu’en présence d’ une concentration
finale de DMSO de 10% (v/v) dans le mélange réactionnel, les PCR réalisées sans DMSO ne
permettant aucune amplification et celles ou la concentration finale était de 5% (v/v) n’ayant
révélées que des « smears » d'amplification (Figure 70). Les fragments obtenus ont ensuite été
extraits du gel, introduits dans un vecteur d amplification puis séquencés. Que ce soit a partir de
I’ADN génomique ou des ADN complémentaires de thymus, les amplicons ont des séquences
parfaitement identiques a celle du WGS et correspondraient bien a une partie de la séquence
codante de fut7b.
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1: ADNg

2 : ADNc thymus 410pb

0% DMSO 52 DMSO  10% DMSO

Figure 70: Amplification de la séquence 3' codante du gene fut7 bovin. Gels d'électrophorése des PCRs
d’amplification des 410 derniéres paires de bases de la région codante de fut7b a partir d ADNg (1) ou d’ ADNc de
thymus (2). Ces amplifications ont été réalisées sans ou avec une concentration finale en DMSO de 5 ou 10% (v/v) dans
le mélange réactionnel.

Deux approches ont ensuite été utilisées pour cloner |a partie manquante du géne. Dans un premier
temps, N’ ayant pas pu identifier une séquence homologue aux parties 5’ -codantes des génes humain
et murin dans les banques de données bovines, nous avons essayé d’ utiliser une amorce (fut7bs2)
dont la séquence était bien conservée entre I"’homme et la souris en association avec des amorces
situées dans la région que nous venions de caractériser (Figure 71A). Nous avons ainsi pu amplifier
a partir d ADN génomique deux fragments mesurant respectivement 508 et 896 pb (Figure 71B).
Les amplicons ont été sequences et présentent 80% d’identité avec leurs homologues humain et

murin.

Cependant, il ne nous a pas été possible de récupérer |’ ensemble de la séquence codante par cette
approche. De ce fait, nous avons mis en place un protocole de 5’ -RACE (voir Matériels et méthodes
2.2.3. et 2.2.4.) a partir d ADNc de thymus qui nous a permis d’amplifier un unique fragment de
542 paires de bases (Figure 71B). Cet amplicon a été séquencé et nous a permis de reconstituer
I”’ensemble du cadre ouvert de lecture du gene fut7 bovin. Celui-ci est composé de 1029 paires de

bases et présente 83% d’identité avec son homologue humain et 74% avec son homologue murin.

177



Résultats et discussion
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Figure 71 : Clonage de larégion codante du gene fut7 bovin. En A, représentation schématique de la région codante de
fut7b. Les fleches indiquent la position et le sens des amorces utilisées lors du clonage. Les tailles des différents
fragments amplifiés sont indiquées en paires de bases. En B, gel d' électrophorése des PCR réalisées sur de I’ ADNg
avec les couples d’amorces fut7bs2/fut7basl ; fut7bs2/ fut7bas2 et fut7bsl/fut7basl. En C, gel d éectrophorése des
produits d’ amplification de 5’ -RACE obtenus a partir d’ ADNc de thymus.

2.2. Legenefut7b
2.2.1. Organisation génomique

Les régions codantes des genes de fucosyltransférases golgiennes sont pour la plupart contenues
dans un seul exon, c’est notamment le cas de FUT1 a FUT6 ainsi que FUT9 chez |"homme €t la
souris mais aussi celui de futb chez le bovin. L’une des exceptions a cette structure monoexonique

du cadre de lecture concerne justement le gene FUTY7. En effet, il est réparti sur deux exons chez
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I"homme et trois chez la souris (Smith et al., 1996). Ainsi, apres avoir identifié la séquence de la
région codante, nous avons voulu savoir s fut7b présentait, comme ses homologues, une structure
morcelée. Que ce soit chez I’homme ou la souris, les régions introniques sont de petite taille. C'est
pourquoi, notre stratégie a consisté a réaliser une PCR sur de I’ ADN génomique avec des amorces
permettant |’ amplification de I’ ensemble de la région codante y compris I’ intron. Nous avons ainsi
pu obtenir un fragment de 1135 paires de bases (Figure 72) qui, aprés sequencage, a révélé la
présence d une séquence intronique de 92 paires de bases. De plus, nous avons pu Vérifier les
jonctions exon/intron et mettre en évidence la présence des sites donneur et accepteur d’ épissage.

ATG TGA P(Il',""A
|
—>
-
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3 s{\“- 1135pb o
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%

Figure 72 : Structure du géne fut7 bovin. Représentation schématique du géne fut7b et des amplifiats qui ont permis de
le localiser dans le génome. Les tailles sont indiquées en paires de bases (pb). PolyA indique la présence d'un site de
polyadénylation.

En plus de nous avoir donné les informations manquantes sur la sequence codante, la 5’ -RACE que
nous avons réalisée lors de la derniere étape du clonage nous a également renseignés sur la région
5’-non traduite des transcrits de fut7b (Figure 71C). Aingi, le fait que nous n’ayons trouvé gu’ une
seule région 5'-non traduite et qu'il n'y ait quune seule bande parfaitement isolée apres
I’amplification de la région codante a partir d ADN génomique (Figure 72) tend a indiquer que le
cadre de lecture du gene fut7 bovin est réparti sur deux exons, E1 et E2. Enfin, une analyse
complémentaire de la séquence laisse penser que I’exon E2 contient la totalité de la région 3'-non
traduite du fait de la présence d’une séquence consensus de polyadénylation située 487 paires de

bases en aval du codon STOP.

De maniére générae, |’analyse comparative des genes bovin, humain et murin montre que FUT7
posséde une structure qui a particuliérement bien été conservée au cours de I’ évolution (Figure 73).
En effet, a I’exception chez la souris de I’exon E1 non traduit et de I’exon E2 qui permet la

production d’une forme longue de la protéine, les genes de ces trois especes ont des structures
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identiques (pour la suite de I’ analyse, nous ne parlerons pas des exons E1 et E2 murins). Le premier
point remarquable est le découpage exon/intron de la région codante. Dans ces trois espéces, les
exons E1 bovin et humain et I’exon E3 de souris contiennent systématiquement 13 pb codantes, les
1016 paires de bases restantes étant respectivement retrouvées sur I’exon E2 chez |"homme et le
bovin et sur I’exon E4 chez la souris (Figure 73). Par ailleurs, le dernier exon codant de ces trois
espéces contient également |a totalité de la région 3'-non traduite des transcrits, la taille de cette
derniére étant assez bien conservée et de I’ordre de 500 paires de bases. L’autre point commun
facilement identifiable entre ces trois genes est lataille des séquences introniques séparant les exons
El et E2 de I’homme et du bovin et celle de I’ intron séparant les exons E3 et E4 murins. Bien que
ces 3 introns N’ aient pas des tailles strictement conservées, ils sont tous de petite taille, le plus grand
étant I’intron humain (253 paires de bases), I'intron bovin étant le plus petit avec ses 92 pb
(Figure 73).

A. ATG TGA
92 pb
— [ w R 3 —
356pb  13pb 1016pb 487 ph
B. ATG TGA
253pb - -
— E1 | — E2 —
1032 ph 13pb 1016 phb 523pb
C:
F1 ATG ATG TGA
604 plb 107 pb
] Ml [ :
{H_E2[] 1 E3] | , E4 F—
326pb134pb 193pb 13pb 1016 phb 459pb

Figure 73 : Comparaison des organisations génomiques de fut7 bovin (A), FUT7 humain (B) et fut7 murin (C). Les
séquences codantes des exons sont représentées par des rectangles gris et les séquences non traduites par des
rectangles blancs. Les introns sont représentés par des traits. Les tailles de chacune des régions sont exprimées en
paires de bases.

2.2.2. Localisation chromosomique

Aprés avoir établi I’ organisation génomique de fut7b, nous avons voulu le positionner au sein du
génome bovin. Notre premiére approche a consisté a prendre la séquence codante du gene et a
I"utiliser pour sonder in silico les banques d ADN génomique bovin. Cependant et malgré les

avancées du séquencage, il nous a toujours été impossible de positionner fut7b dans le génome.
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Aingi, afin de déterminer la localisation exacte du gene, nous avons mis en place un protocole en
deux étapes. Sachant que le gene FUT7 humain est situé sur le chromosome 9 entre les bases
139044447 et 139047287, nous avons réalisé une analyse des blocs de synthénie de ce chromosome
par rapport au génome bovin. Nos résultats montrent que le HSA9 humain regroupe
majoritairement des régions chromosomiques du BTA8 mais également quelques portions des
chromosomes BTA4, 17, 21 et 27. Enfin, la région télomérique du bras long de HSA9, qui porte le
gene FUT7, correspond a la région télomérique du BTA11 (Figure 74). Ces données suggereraient
gue fut7b est situé dans la région télomérique du chromosome BTA11l sans pour autant pouvoir
clairement I" affirmer et le situer (Figure 74).
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Figure 74 : Analyse des groupes de synthénie du chromosome 9 humain (HSA9) par rapport au génome bovin. Les
rectangles blancs centraux représentent |e chromosome HSA9, le rectangle rouge I’ emplacement du géne FUTY7 (région
télomérique). L’ échelle de taille employée pour |’ ensemble des chromosomes représentés est le « million de paires de
bases » (M). Les zones représentées en vert correspondent aux régions orthologues entre HSA9 et BTAS8, les zones
bleues foncé entre HSA9 et BTAL7 et la zone violette a celle entre HSA9 et BTA11. Les traits bleus clair représentent
les régions orthologues entre HSA9 et BTAZ21, le trait rose a celle entre HSA9 et BTA4, le trait orange a celle entre
HSA9 et BTA27. Les lignes reliant les chromosomes bovins au chromosome humain représentent les inversions
géniques observées entre ces deux especes.

La localisation chromosomique n'a pu réellement étre déterminée qu'en utilisant un panel

d hybrides de radiation (Williams et al., 2002 ; Jann et al., 2006). Ce travail a été réalisé en
collaboration avec I’ équipe du Dr. André Eggen (alors a I’'INRA, Jouy en Josas). L’amplification
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par PCR a partir de ce panel d' un fragment de 278 paires de bases grace au couple d amorces
fut7bs6/fut7bass (Figure72) a permis de confirmer la localisation du gene fut7b dans la région
télomérique du chromosome BTA11. De maniére plus précise, il a pu étre montré que ce géne était
lié aux margueurs microsatellites BMS1350 et RSIW577, respectivement localisés aux positions
10643052 et 105989967 du BTA11.

2.2.3. Laprotéine FUT7 bovine

Le cadre de lecture du gene fut7b code potentiellement pour une protéine de 342 acides aminés.
L’analyse du profil d’hydropathie réalisé a partir de sa structure primaire montre qu’il existe une
seule région suffissmment hydrophobe pour correspondre & un segment transmembranaire
(Figure 75). Ainsi, chez le bovin, FUT7 a une structure de protéine transmembranaire de type |1 et
se compose d un court domaine N-terminal de 14 acides aminés, d' une région transmembranaire de
19 acides aminés et d’ une grande région C-terminale de 309 acides aminés regroupant région tige et

domaine catal ytique.

Probabilité

50 100 150 200 250 300

Séquence FUT7

Figure 75 : Anayse du profil d'hydropathie de FUT7. Graphique obtenu avec le programme TMHMM d’ Expasy. La
zone représentée en rouge et indiquée par une fléche correspond au domaine transmembranaire de la protéine. Le trait
bleu indique la partie N-terminale, le trait rose la région C-terminale catalytique.

L’ alignement de la séquence bovine de FUT7 avec ses homologues humain et murin nous a permis
de constater que ces fucosyltransférases présentent entre elles de trés fortes ressemblances (Figure
76). En effet, la séquence bovine partage 79% de ses acides aminés avec la séquence humaine, 74%
avec la séguence courte murine et 65% avec la forme longue, ce moindre taux d’identité étant
provogué par les 47 acides aminés supplémentaires de la région cytosolique de la forme longue
murine. Par ailleurs, nous avons pu retrouver dans le domaine catal ytique de la proténe bovine les

5 motifs conserveés des a3,4-fucosyltransférases (Figure 76), les motifs | a lll étant impliqués dans
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la reconnai ssance des substrats accepteurs, les motifs IV et V dans la reconnaissance et |a fixation
du GDP-fucose. De maniere plus spécifique, le motif 11 joue un réle prépondérant dans la specificité
de la liaison formée par I'enzyme, et, a I'instar de ses homologues, la séquence retrouvée dans

I’ enzyme bovine est la séquence HHRE. Ceci suggere fortement que cette fucosyltransférase forme

desliaisons a1,3 et qu’ elle n’ est pas capable de former de liaisons al,4.

bovine = 0 mmmmm e MQONAGLSPTPSLR 13

humaine = = = —------omomo oo MNNAGHGPTRRLR 13

murine (courte) ---------------"--"-"-~-"-~-~"-~-"-~-"-~-— - MNCIGYHPTRRLR 13

murine (longue) MPTPCPPACLSTPGTHRLLPFPDWKAPSWESRKEATCNSSSPGPWAEPTVQGYHPTRRLR 60
* * % * *

bovine ALGGLAVAALLSTVWLWWRLGAAPGGAPAPQPTITILVWHWPFASQPPELPGDTCTRYGV 73
humaine GLGVLAGVALLAALWLLWLLGSAPRGTPAPQPTITILVWHWPFTDQPPELPSDTCTRYGI 73
murine (courte) AWGGLAGGATFMVIWFFWLWGSAPGSAPVPQSTLTILIWHWPFTNRPPELPGDTCTRYGM 73
murine (longue) AWGGLAGGATFMVIWFFWLWGSAPGSAPVPQSTLTILIWHWPEFTNRPPELPGDTCTRYGM 120
*okk k. ck. ok kakk ok kk kookkk o kkkkk . | ckkkkk  kkkkkkk
bovine ARCRLTW@RSLLAGADAVVFHHRELQTQQARPPLAERPRGQPWVWASMESPSHTRGLGRL 133
humaine ARCHLSN@RSLLASADAVVFHHRELQTRRSHLPLAQRPRGQPWVWASMESPSHTHGLSHL 133
murine (courte) ASCRLSN@RSLLASADAVVFHHRELQTRQSLLPLDQRPHGQPWVWASMESPSNTHGLHRF 133
murine (longue) ASCRLSN@RSLLASADAVVFHHRELQTRQSLLPLDQRPHGQPWVWASMESPSNTHGLHRF 180
Kk kok . kkkkkk Kkkkkkkkkhkkkkk. .. Kk ckk . kkkkkhkkkkkkkk .k kK
bovine RGVFNWVLSYRRDSDIFVPYGRLEPREGPAPPLPAKRGLAAWVVSNFQKRQRRVQLYRQL 193
humaine RGIFNWVLSYRRDSDIFVPYGRLEPHWGPSPPLPAKSRVAAWVVSNFQERQLRARLYRQL 193
murine (courte) RGIFNWVLSYRRDSDIFVPYGRLEPLSGPTSPLPAKSRMAAWVISNFQERQQRAKLYRQL 193
murine (longue) RGIFNWVLSYRRDSDIFVPYGRLEPLSGPTSPLPAKSRMAAWVISNFQERQQRAKLYRQL 240
Kok cokkkkkkkkkkkhhkhhhkhhhkk  hk, Khkkkk  cokkkkohkkkk . okk k. okkkkk
bovine ALHLRVDVFGRAAGQPLCASCLLRAVAG 253
humaine APHLRVDVFGRANGRPLCASCLVPTVAQ 253
murine (courte) APHLQVDVFGRASGRPLCANCLLPTLAR 253
murine (longue) APHLQVDVFGRASGRPLCANCLLPTLAR 300
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K kk o kkkkkkk kokkkk kk, .ok Khkhkkk kkkhkAkAkkhkhkhkhAAkkhkhk kk . kkK
PPRAAYEAVAPPDAFVHVDDFGSARELAAFLTSﬂ@ESCYRRYFAWRDRFRVRLFSDW
PPRATYEAFVPADAFVHVDDFGSARELAAFLTGM@ESRYQRFFAWRDRLRVRLFTDW
PPRATYEAFVPPDAFVHVDDFSSARELAVFLVSM@ESRYRGFFAWRDRLRVRLLGDW
PPRATYEAFVPPDAFVHVDDFSSARELAVFLVSM@ESRYRGFFAWRDRLRVRLLGDW

kkkkkk cckkk |k kkkkkkkkk Kkhkkkkk Kkk_ _kkkk k. kkkkkk.kkkk, K%
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389
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RERFCAICDRYPHLPRSQVYEDLEGWFQA
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Figure 76: Alignements des séquences protéiques putatives des FUT7 bovine, humaine et murine. Le domaine
transmembranaire est souligné ; les motifs spécifiques des a.3,4-fucosyltransférases |, I1, 111, 1V et V sont respectivement
représentés en bleu, rouge, vert, violet et jaune ; les sites potentiels de N-glycosylation sont encadrés. Les astérisques
indiquent les acides aminés conservés et les points ceux homologues.
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Enfin, notons qu’il existe deux sites potentiels de N-glycosylation aux positions 81 et 291 de la
ségquence primaire de la protéine bovine, ces 2 sites étant également parfaitement conservés chez

I’homme et la souris (Figure 76).
2.3. Expression tissulaire du genefut7b

Une fois la structure du géne déterminée, nous avons voulu préciser son profil d’expression
tissulaire. Compte tenu du faible niveau d’ expression des fucosyltransférases, nous avons opté pour
une approche de RT-PCR. Le gene fut7b étant morcel€, nous avons pu choisir des amorces situées
sur chacun des deux exons et permettant |I’amplification d’ un fragment de 186 paires de bases, ce
choix d'amorces ayant pour but de se prémunir contre d éventuelles contaminations de la
préparation d’ ADNc par de I’ ADN génomique. Par ailleurs, nous nous sommes assurés de la qualité
de la préparation de nos ADNc en effectuant une PCR sur un gene de ménage, en I’ occurrence le
gene codant la GAPDH.

Nos résultats révélent un profil d’ expression tissulaire assez restreint. En effet, parmi les tissus que
nous avons testés, les transcrits fut7b sont retrouvés dans le thymus, le poumon, la rate et le foie
mais leur expression n'a pas pu étre mise en évidence au niveau du cerveau, de la glande
mammaire, du colon et du rein (Figure 77). D’un point de vue quantitatif, le thymus est le tissu
exprimant le plus fut7b, son niveau d expression étant moins important dans la rate et le foie bien
gu'il y soit encore assez fortement exprimé. Enfin, de tous les tissus ou nous avons détecté la

présence de fut7b, le poumon apparait étre celui qui présente le taux de transcription le plus faible.
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Figure 77 : Profil d'expression tissulaire du géne fut7b. Ce profil a été déterminé en utilisant la RT-PCR sur des ARN
de 8 tissus bovins différents. Afin d’ éviter toute contamination par de I’ ADN génomique, les amorces sens (fut7bs4) et
anti-sens (fut7bas5) ont été choisies dans deux exons différents. Le fragment amplifié est alors de 186 pb.
L'amplification d'un fragment de 90 pb du géne de la GAPDH a servi de contréle qualité de la préparation d’ ADNc.
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Par ailleurs, les régions 5’-UTR des transcrits de fut7b au niveau du poumon, de la rate et du foie
sont identiques a celle du thymus; ces résultats confirmant la structure préalablement établie du

gene en deux exons.
2.4. Spécificité de substrat de FUT7 bovine

Une fois la caractérisation de |’ organisation génique et du profil d’ expression tissulaire réalisée,
nous avons voulu déterminer quelles étaient les propriétés enzymatiques de la fucosyltransférase
gu'il code. Pour ce faire, nous avons décidé de produire la FUT7 bovine sous forme de protéine
recombinante dans les cellules COS-1, ces dernieres possédant |’ antigene T nécessaire a la synthese
transitoire des protéines recombinantes. Notre travail a débuté par I’amplification d’'un ADNc
contenant le cadre ouvert de lecture a partir d’ un « pool » d ADNc de thymus. Cet ADNCc a été dans
un second temps inséré dans le vecteur d’ expression pFlag CMV-2 et ¢’ est cette construction qui a
été utilisée pour transfecter les cellules COS-1. L’activité de la FUT7 bovine recombinante a
ensuite éte testée sur 5 arylglycosides: Type I-octyl (Galp1,3GIcNAc-octyl), Siayl-Type I-octyl
(Sian2,3Galp1,3GIcNAc-octyl), Type ll-octyl (Galpl,4GIcNAc-octyl), H-type Il-octyl
(Fucal,2GalpBl,4GIcNAc-octyl) et Sayl-Type ll-octyl  (Sian2,3Gapl,4GIcNAc-octyl)
(Tableau IX).

Tableau IX : Activité des a3-fucosyltransférases bovines recombinantes FUT7b, FUT4b" et FUT9b" produites dans les
cellules COS-1. Les arylglycosides ont été utilisés a une concentration finale de 1 mM et le taux de transfert des
fucosyltransférases est exprimé en pmol de fucose transféré par heure et par mg de protéines.

Accepteurs FUT7b FUT4b FUT9b
Galp1-3GIcNAc-octyl 0 ND ND
NeuAca2,3Galp1,3GIcNAC 0 ND ND
Galp1-4GIcNAc-octyl 40 885 o4

Fucal,2 Galp1,4GIcNAC 0 087 1068
NeuAce2,3Galp1,4GIcNAc 1108 201 43

* d'aprés These C. Javaud (2002) ; ND : non déterminé

Le fait que nous ayons détecté une activité sur deux des cing accepteurs nous prouve d’ une part que
I’enzyme a bien été produite, et, d’ autre part, que celle-ci est bien capable de transférer le fucose sur
un substrat oligosaccharidique. Parmi les oligosaccharides que nous avons utilisés, nos données
expérimentales indiquent que la FUT7 bovine a comme substrat accepteur préférentiel le Sialyl-
Type Il (Tableau 1X). En effet, en présence d’'un acide sialique sur I’ oligosaccharide, I’ activité de
transfert du fucose est environ 25 fois plus importante que celle observée sur le Type I1-octyl. Par
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ailleurs, |’ absence totale d’ activité fucosyltransférasique sur le H-type I1-octyl tend a prouver que
FUT7 n’est pas capable de former d’ antigenes di-fucosylés. Enfin, nos résultats mettent en évidence
le fait que FUT7 est une a3-fucosyltransférase stricte, aucune activité n’ayant pu étre détectée sur

les oligosaccharides de Type | (Tableau 1X).

2.5. Etude du polymor phisme de fut7b

Notre éude de fut7b s est achevée par une recherche de polymorphisme du géne dans sa partie
codante. Nous avons ainsi analysé le génome de 30 animaux provenant de 6 races différentes:
Blonde d’ Aquitaine, Charolaise, Holstein, Limousine, Montbéliarde et Normande. Pour chacun
d eux, quatre fragments permettant de recouvrir |’ ensemble de la séquence codante ont été amplifies
par PCR (Figure 71 ; Tableau X), introduits dans un vecteur d’ amplification puis séquencés.

Tableau X : Liste des différents fragments amplifiés pour la recherche de polymorphismes de fut7b

Amplicons Amorces Sens Amorces Anti-sens Tailledel’amplifiat (pb)
A Fut7bs6 Fut7bass 278*
B Fut7bsl Fut7basl 410
C Fut7bs2 Fut7basl 896
D Fut7bs2 Fut7bas2 508

*correspond au fragment de 277 paires de bases indiqué dans la Figure 72

Cette méthodologie nous a permis d'identifier 7 sites polymorphes respectivement localisés au
niveau des bases 58, 95, 213, 335, 501, 792 et 831 du cadre ouvert de lecture de fut7b (Tableau XI1).
Parmi ces sept SNPs, seuls les polymorphismes retrouvés au niveau des bases 58, 95 et 335
induisent un changement de la séguence protéique, les 4 autres (213, 501, 792 et 831) éant tous
assimilés a des mutations silencieuses. La mutation de la base 58 a été retrouvée a une fréquence de
16,5 % et principalement a I’ éat hétérozygote (4 individus contre 1). Elle est présente chez la
Blonde d'Aquitaine, la Charolaise, la Montbéliarde et la Normande mais est absente chez la
Holstein et la Limousine. La substitution G> A induit |’ apparition d’ une méthionine ala place dela
valine 20 (Tableau XIl), celle-ci étant localisée au niveau de la région N-terminale cytosolique. La
mutation de la base 95 n’a été mise en évidence que pour un seul individu de race Charolaise et a

I"état homozygote. Ce polymorphisme consiste également a la substitution d une guanine en
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adénine et conduit a I’apparition d’une glutamine a la place d'une arginine en position 32
(Tableau X1). Elle se situe donc alajonction du domaine transmembranaire et de larégion tige.

Tableau XI : Les différents SNPs de la séquence codante de fut7b. L’ analyse polymorphique a été réalisée sur 6 races
bovines, trois races a viandes (Blonde d’ Aquitaine, Charolaise, Limousine), une race laitiére (Holstein) et deux races
mixtes (Montbéliarde et Normande). Pour chaque race, les génomes de 5 individus ont été étudiés. La derniére ligne du
tableau rend compte des modifications induites par les différents polymor phismes au niveau de la séquence protéique.

L ocalisation des polymor phismes dans la séquence codante du géne fut7b

Race Individu base58 | base 95 | base 213 | base335 | base 501 | base 792 | base 831
Séguenceréférence - GIG GI/G C/C G/G GI/G C/C C/C
Blonde d'Aquitaine BA14 AlG GI/G C/C G/G GI/G C/C C/C
Blonde d'Aquitaine BA30 GIG GIG CiC G/G GI/G CiC C/C
Blonde d'Aquitaine BA32 AlIG GIG C/C GIG GIG C/C CIT
Blonde d'Aquitaine BA33 GIG GIG C/C AlG GIG C/C C/C
Blonde d'Aquitaine BAX GIG GIG C/C GI/G GIG C/C C/C
Charolaise CHA2 GIG GIG CIT AlG GIG CiC C/C
Charolaise M5 / / CiC G/G GIG CiC CiC
Charolaise M7 GIG GI/G TIT A/A GIG CiC C/C
Charolaise M9 GIG G/G TIT A/A GI/G CiC C/C
Charolaise M11 AlIA AlA CiC G/G GI/G CiC CIT
Holstein H1[425008] GIG GI/G CiC G/G GI/G CiC C/C
Holstein H2 [425009] GIG G/G CiC G/G GI/G CiC C/C
Holstein H3[425010] GIG G/G CiC G/G G/IG CiC CiC
Holstein H4 [425011] GIG GIG C/C GIG GIG C/C C/C
Holstein H5 [425012] GIG GIG C/C GIG GIG C/C C/C
Limousine LIM1 GIG GI/G CiC G/G GIG CiC CiC
Limousine LIM2 GIG G/G CiC G/G GI/G CiC C/C
Limousine LIM3 GIG GI/G CiC G/G GIC GIC C/C
Limousine LIM4 GIG GI/G CiC AlG G/G CiC C/C
Limousine LIM5 GIG GI/G CIT AlG GIG C/C C/C
M ontbéliarde M 6 [425019] G/G GIG TIT G/G GI/G C/C C/C
M ontbéliarde M7 [425020] GIG GIG TIT AlA GI/G C/C C/C
M ontbéliarde M8 [425021] GIG G/G CIT AIG G/G CiC CiC
M ontbéliarde M9 [425022] AlG GIG CIT AlG GIG C/C C/C
M ontbéliarde M 10 [425099] GIG GIG CIT G/G GI/G GIC CiC
Nor mande N11 [425023] GIG GIG CIT G/G GIG CiC C/C
Nor mande N12 [425024] AIG GI/G CIT G/G GI/G CiC C/C
Normande N13 [425281] GIG GIG CIT AlG GI/G CiC C/C
Normande N14 [425312] GIG GIG TIT AlG GIG C/C C/C
Normande N16 [425322] G/G GI/G CIT AlG GI/G C/C C/C

M odifications de la séquence de FUT7 2\(/38_?,'\?; 3;3‘3; Aucune 1%22:a.Qa; Aucune | Aucune | Aucune

Enfin, le dernier SNP conduisant & une modification de la sequence protéique se situe au niveau de
la base 335 de la séquence codante. Ce polymorphisme est assez fréquent puisgue nous I’avons

identifié pour 40% des individus de notre panel. La encore, ce SNP consiste a la substitution d’ une

187



Résultats et discussion

guanine par une adénine. Elle est principalement retrouvée sous forme hétérozygote et n'a éé
retrouvée sous forme homozygote que chez la Montbéliarde et la Charolaise (Tableau XI). Par
ailleurs, il est intéressant de noter que ce SNP n'a pas éé mis en évidence chez la race laitiere
Holstein. La conséguence de ce polymorphisme est |’ apparition d’une glutamine a la place de
I"arginine 112. Cet acide aminé étant situé juste avant le motif 111 des a3/4-fucosyltransférases, ce

SNP pourrait induire une altération des propriétés enzymatiques de I’ enzyme.

2.6. Discussion

2.6.1. Analyse du gene fut7b

Au cours de ce travail, nous avons cloné un ADNc qui code pour I homologue bovin des enzymes
FUT7 humaine et murine. Le géne dont il est issu, que nous avons dénommé fut7b, a pu étre
positionné au niveau de la région télomérique du chromosome BTA1l. Ce gene partage une
organisation tout a fait identique a celle du gene humain en plus de présenter un taux d’identité de
sequence trés élevé au niveau de larégion codante, ces deux éléments étant des arguments forts qui
rendent compte de la conservation du géne FUT7 au cours de |’ évolution. Pour entrer dans le détail,
tout comme le géne humain, fut7b est constitué de deux exons, E1 et E2, avec un cadre ouvert de
lecture réparti sur chacun d’entre eux. De plus, le découpage exon/intron est parfaitement respecté.
En effet, que ce soit chez I’homme ou le bovin, I’exon E1 est majoritairement constitué de sequence
non traduite mais contient les 16 premieres paires de bases de la séquence codante, les
1016 dernieres paires bases étant portées par I’ exon E2 (Figure 73). La comparaison ne s arréte pas
la et S éend a la séquence intronique qui sépare les exons E1 et E2 de ces deux espéces. Ceux-Ci
sont de petite taille, 253 paires de bases chez I'homme et 92 chez le bovin. La structure du géne
murin présente également de nombreuses similitudes avec ses homologues, toutes les
caractéristiques que nous avons précédemment décrites étant transposables aux exons E3 et E4 et &
I"intron qui les sépare (Figure 73). Cependant, chez la souris, la structure du gene est plus complexe
puisque celui-ci possede deux exons supplémentaires, un exon non codant (E1) et un exon codant
(E2) qui permet d’initier la traduction d une forme longue de la FUT7 murine (Smith et al., 1996).
Enfin, chez ces trois especes, le dernier exon codant renferme également I’ ensemble de la sequence
3'-non traduite. La taille de cette région 3'-UTR est bien conservée et se situe aux alentours de

500 paires de bases.
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Les similitudes que nous avons observées au niveau génique se répercutent sur la structure des
protéines potentiellement codées par ces genes. En effet, I’ enzyme FUT7 bovine adopte al’instar de
ses homologues humaine et murine une structure de glycoprotéine transmembranaire de type |1 et
possede dans son domaine catalytigue C-terminal les 5 motifs signatures des a3/4-
fucosyltransférases. Notons qu’ au niveau de ces motifs, les enzymes humaine et bovine présentent
97% d'identité de séguence. Enfin, toutes ces enzymes possedent deux sites potentiels de N-
glycosylation parfaitement conservés. Cependant, ni leur taux d’ occupation ni leur importance dans

le processus catal ytique n’ont été jusque la étudiés.

2.6.2. Propriétés enzymatiques de FUT7b

Durant cette éude, nous avons pu obtenir une forme recombinante de I’enzyme FUT7 bovine.
Celle-ci s'est révélée étre capable de transférer du fucose sur des structures oligosaccharidiques a
partir d'un substrat donneur activé, le glycosylnucléotide GDP-Fuc (Tableau 1X). Gréace a elle, nous
avons pu preciser les spécificités de substrat accepteur de cette fucosyltransférase et rendu compte
de sa trés nette voire exclusive préférence pour la Sialyl-lactosamine, |’ activité de transfert sur le
LacNACc étant quasiment inexistante (Tableau 1X). De plus, I'absence totale de transfert sur des
oligosaccharides de Type | indique trés clairement que |I’enzyme n’'a pas la capacité de former de
liaison Fucal,4GIcNAc et gu'elle est, a I’instar de son homologue humaine (Sasaki et al., 1994),
une a3-fucosyltransférase stricte. Ce résultat est un nouvel exemple vaidant I'importance du
motif Il des a3/4-fucosyltransférases dans le déterminisme de la liaison formée par la
fucosyltransférase. Par ailleurs, FUT7b ne peut pas greffer le fucose sur le H-type-Il. Elle ne peut
donc pas former les antigénes di-fucosylés. De ce fait, il est trés intéressant de noter que cette
enzyme a des propriétés antagonistes a celles de FUT4b et FUT9b (Tableau IX). En effet, ces
derniéres présentent des activités de transfert élevées sur la lactosamine et le H-Type |l mais
n’auront qu’ une faible (FUT4b) ou une infime (FUT9b) activité sur la Sialyl-lactosamine (Tableau
IX). Ainsi, FUT7 apparait comme I’ enzyme bovine principalement responsable de la synthese de

I antigéne SLe*, bien que FUT4 semble pouvoir également former cet antigéne.

L’ analyse comparative des spécificités de substrats de ces trois fucosyltransférases bovines avec

leurs homologues humaines est particulierement intéressante, enzymes bovines et humaines
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présentant des caractéristiques trés similaires. En effet, I’enzyme FUT7 humaine a comme seul
substrat la Sialyl-lactosamine (Cailleau-Thomas et al., 2000), FUT4 préfére utiliser la lactosamine
non sialylée (Easton et al., 1993) aors que FUT9 n’a pas la capacité d'utiliser les structures
sialylées de type Il (Nishihara et al., 1999). Ces données montrent a quel point la famille des a3-
fucosyltransférases a été conservée au cours de |’ évolution, tant dans leurs séquences gue dans leurs
propriétés enzymatiques, ceci amenant a penser que les fonctions qu'elles occupent sont

particuliérement importantes.

2.6.3. Expression tissulaire du gene fut7b

Chez I"homme, FUT7 est un gene dont le profil d’expression tissulaire est restreint au thymus, ala
rate et aux leucocytes (Kaneko et al., 1999). Ce profil d’expression est cohérent avec la fonction
associée a I'antigéne SLe" qu'elle forme, ce dernier étant principalement impliqué dans le
recrutement des cellules leucocytaires aux sSites inflammatoires et dans leur processus de
domiciliation dans les organes lymphoides. Pour notre part, nous avons détecté I’ expression de
fut7b dans le thymus, la rate, le foie et le poumon, et, 1& encore, nous observons une certaine
ressemblance entre le bovin et I’homme. La présence de fut7b dans le thymus et larate, qui sont les
tissus ou il est le plus fortement exprimeé, N’ est pas surprenante. En effet, ces deux organes sont des
organes lymphoides trés importants ou beaucoup de cellules leucocytaires sont retrouvées. En
revanche, I’ expression de fut7b au niveau hépatique est une spécificité bovine qui ne se retrouve ni
chez I’homme ni chez la souris mais dont la présence peut tout de méme s expliquer par le fait que
le foie participe a la dégradation des leucocytes vieillis. L’expression du géne bovin dans les
poumons est plus difficile a interpréter. Jusqu’ alors, I'expression de FUT7 et |’ apparition du SLe*
au niveau pulmonaire est associée chez I’homme a une réponse inflammatoire (Groux-Degroote et
al., 2008), au développement tumoral (Mizuguchi et al., 2007) ou ala cicatrisation (Allahverdian et
al., 2006). Or, les individus sur lesquels nous avons effectué cette étude d’ expression tissulaire ne
sont pas connus pour présenter de tels états physiologiques et nos résultats sont reproductibles d’un
individu a I'autre. Aingi, il se peut que I’expression de fut7 chez le bovin soit nécessaire a une
fonction, de cohésion tissulaire par exemple, qui n’existe pas chez I'homme. D’ un point de vue plus
critique de nos résultats, il se pourrait également gue cette expression soit la conséguence de notre
protocole d extraction des ARNm. En effet, |’extraction des ARN totaux s effectue a partir d'un
morceau de tissu directement prélevé sur I’animal. Il se peut donc que notre prélévement soit

hétérogene et gque le signal que nous observons provienne par exemple de cellules leucocytaires
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présentes dans la muqueuse bronchique. A |” heure actuelle, aucune de ces possibilités ne peut étre
exclue. Compte tenu du niveau d expression non négligeable de fut7b dans le poumon, il serait
intéressant d’approfondir son étude dans ce tissu et d'identifier Sil en a une sa fonction

physiologique.

Outre ce profil d’expression tissulaire assez restreint, nous n’avons identifié qu’un seul type de
transcrit pour fut7b. En effet, dans les quatre tissus qui expriment le gene (foie, rate, thymus et
poumon), tous les transcrits présentent la méme séquence de 356 paires de bases au niveau de leur
région 5'-UTR qui correspond a la séquence non traduite de I’exon E1. Le fait qu’il n'y ait qu'un
seul type de transcrit nous laisse fortement penser que la transcription de fut7b dépend d'une seule
région promotrice située en amont de |I’exon E1. Nous cherchons actuellement a caractériser cette
région promotrice dans le but de mieux comprendre la fagon dont le géne est régulé chez le bovin.
Cerésultat permet une nouvelle fois de faire le rapprochement avec le gene humain qui présente lui
aussi une région promotrice située en amont de I’exon E1 et qui al’ originalité de posséder des sites
de fixation pour des facteurs de transcription antagonistes, T-bet et GATA-3. Il a ains pu étre
démontré que I’ ensemble des interactions existant entre ces deux facteurs de transcription est a la
base d’' une régulation tres fine de I’ expression de FUT7 lors de la domiciliation des lymphocytes T
(Chen et al., 2006). Si larégion promotrice bovine est régulée de la méme maniére, il est tout afait
envisageable de penser que des mutations de celle-ci pourraient avoir des conséguences sur
I" adressage des cellules leucocytaires dans | es tissus.

2.6.4. Analyse polymorphique du géne

Alors que certains géenes de fucosyltransférases chez I’'homme tels que FUT1 (Storry et al., 2006),
FUT2 (Koda et al., 2003), FUT3 et FUT6 (Sogjima et Koda, 2005) présentent un taux élevé de
polymorphismes, FUT4 est monomorphe et FUT7 tres peu polymorphe. Cette absence de
polymorphisme tend a conforter le fait que les fonctions associées aux fucosyltransférases qu'ils
codent sont essentielles a la physiologie. Ainsi, nous avons voulu savoir s le géne fut7b présentait
lui aussi cette méme absence de polymorphisme. Pour ce faire, nous avons analysé un panel de
30individus répartis dans 6 races bovines différentes (Tableau XI). De fagcon surprenante et
contrairement au gene humain, nous avons pu mettre en évidence au cours de cette étude I’ existence
d'un fort polymorphisme. En effet, 7 SNP de type substitution ont été identifiés a partir de
seulement 30 animaux. Parmi ces différents SNP, seuls trois (G58A, G95A et G335A) conduisent a
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une modification de la séquence protéique (Tableau X1). Du point de vue de la répartition raciale de
ces SNP, la mutation G58A a été mise en évidence chez la Blonde d’ Aquitaine, la Charolaise, la
Montbéliarde et la Normande, la substitution G95A n'a été détectée que chez la Charolaise et la
mutation G335A dans toutes les races a |’ exception de la Holstein. Il est d’ailleurs particulierement
intéressant de noter que les vaches Holstein, seule race laitiére a proprement parlé, ne présentent
aucun des 7 polymorphismes que nous avons pu identifier dans la région codante de fut7b.
Cependant, compte tenu du faible nombre d’individus analysés par race, il nous apparait difficile de

déterminer de fagon précise la fréquence d’ apparition de chaque polymorphisme au sein d’ une race.

Compte tenu de ces résultats, nous envisageons d éudier d'un point de vue fonctionnel les
consequences des ces trois SNP et principalement la mutation G335A, comparable a la mutation
G329A humaine (Bengtson et al., 2001). En effet, ces deux mutations transforment des arginines
(R), situées quelques acides aminés en amont du motif 11l des al,3-fucosyltransférases, en
glutamines (Q). Chez I’homme, il a é&é montré que ce changement R—>Q conduit a une inactivation
de I’enzyme, celle-ci ayant comme conséquence, pour les individus porteurs al’ éat homozygote de
la mutation, du développement accru de pathologies telles que I’ ulcere ou le diabete (Bengtson et
al.,, 2001). Ainsi, il nous semble important d éudier les effets de cette mutation chez le bovin
d autant plus qu’ elle a été retrouvée chez 40% des individus testés dont prés d'un tiers la présente a
I’état homozygote. L’ étude de la mutation G95A présente elle aussi de I'intérét. En effet, elle se
caractérise par un changement R>Q a la toute fin du domaine transmembranaire. 1l serait donc
intéressant de déterminer si cette substitution pourrait avoir une incidence sur la localisation de

I"enzyme dans |’ appareil de Golgi et donc sur les cibles de |a fucosyltransférase.
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3. Implication desoligosaccharidesdu lait dansla
résistance aux agentsinfectieux chez les

ruminantslaitiers

Ce dernier chapitre des résultats a pour but de présenter I’ état d’ avancement de nos travaux dans
I’ étude du réle protecteur des oligosaccharides libres du lait vis-a-vis des pathogenes. En effet, les
ruminants laitiers développent assez fréguemment des pathologies de la glande mammaire qui sont

un réel probleme pour |e producteur.

Lors de notre étude sur le géne fut7b dont le produit participe al’ adressage tissulaire des leucocytes,
nous n'avons pas eu le temps d éablir I'incidence de ce gene dans le déterminisme du taux
leucocytaire dans le lait. Cependant, notre travail sur ST6Gal 11 nous a permis de démontrer que la
siayltransférase qu'il code joue un réle lors de la réponse inflammatoire et qu’ elle a pour substrat
préférentiel les oligosaccharides libres. De plus, il a é&é démontré que les oligosaccharides libres du
lait de femme ont un r6le protecteur vis-a-vis des pathogénes (Newburg et al., 2005). Fort de ces
informations, nous nous sommes demandés s'il pouvait exister des différences dans le panel
d oligosaccharides libres du lait entre les populations sensibles et résistantes a I’infection.
Malheureusement, nous n’ avons pas pu disposer d’ échantillons de lait bovins d’individus sensibles
et résistants. Cependant, le département de génétique animale de I’ INRA disposant de deux cheptels
ovins représentatifs de ces deux populations, nous avons décidé de mener notre étude sur le lait de
brebis. Ce choix a éé motivé par le fait que le bovin et I’ovin sont des especes évolutivement
proches et que nous avons pu déterminer qu’'il y avait plus de 95% d’identité de séquence entre la
fut7 bovine et la fut7 ovine. L’ ensemble des résultats obtenus dans cette partie ont été réalisés a
I"UMR 8576 CNRS-Université de Lille 1 avec I’aide du Dr. Yann Guéraradel.
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3.1. Purification desoligosaccharideslibresdes

échantillons de lait

Pour mener notre analyse, nous disposions de deux échantillons de lait de brebis a faible taux de
cellules sanguines (échantillons 40078 et 40127) et de deux échantillons a fort taux de cellules
sanguines (échantillons 40218 et 40362). Pour chacun d entre eux, les constituants les plus lourds
du lait (cellules, acides gras, protéines) ont été culoté par centrifugation et le surnageant récupéré,
ce dernier contenant la fraction oligosaccharidique libre. Cependant, cette étape de centrifugation ne
suffit pas pour éliminer |es petites molécules de type glycopeptides. Ainsi, pour ne récupérer que les
oligosaccharides libres, nous avons effectué une chromatographie d’ échange d anions (Dowex
50x2 ; Matériel et méthodes 2.4.5.2.). Cette colonne fixe les glycopeptides et laisse passer les
oligosaccharides libres lors de I’ élution avec de |’ eau.

Nous avons ensuite recherché qu’ elles étaient les fractions collectées contenant |es oligosaccharides
libres. Pour cela, nous avons directement déposeé sur plaque de silice un échantillon de chague éuat
et effectué une révéation a I’ orcinol sulfurique. Pour I’ échantillon 40078, nous avons récupéré les
fractions 8 & 25 (Figure 78A), les fractions 9 & 32 pour I’ échantillon 40127, les fractions 12 a 40
pour |’ échantillon 40218 et les fractions 17 a 34 pour |’ échantillon 40362. Pour chague échantillon,
les fractions oligosaccharidiques ont éé regroupées ensemble et le pH ramené a la neutralité par
gout dammoniac. Il est impératif de ramener a pH neutre les solutions car les pH acides

provoquent la perte des acides sialiques.

Par la suite, nous avons effectué une chromatographie couche mince (CCM) des fractions
oligosaccharidiques. Les échantillons, dilués ou non, ont été déposes en présence de lactose et de
gynolactose, ce dernier témoin contient plus de 130 oligosaccharides et correspond al’ ensemble des
oligosaccharides du lait de femme a I’exception du lactose. Les profils de migration des
oligosaccharides des quatre échantillons sont identiques et montrent que le lactose est de trés loin
I’ oligosaccharide majoritaire du lait de brebis (Figure 78B), ce qui rend I’analyse structurale des

autres oligosaccharides impossible. Nous avons donc da I’ @iminer de nos échantillons.
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Figure 78 : Analyse des oligosaccharides libres du lait de brebis (Echantillon 40078). En A est représenté un blot sur
plaque de silice des fractions collectées a la sortie de la colonne échangeuse danions. Les fractions
oligosaccharidiques sont révélées a |’ orcinol sulfurique. En B, chromatographie couche mince du« pool » des fractions
oligosaccharidique récoltées en A. Les oligosaccharides ont été déposés sous forme non diluée ou diluée au 1/10, 1/100
ou 1/1000. Le lactose et |e gynolactose sont utilisés comme témoains.

3.2. Séparation du lactose des autres oligosaccharides

Pour séparer le lactose des autres oligosaccharides de nos échantillons, nous avons utilisé une
chromatographie gel filtration. En effet, la migration du lactose est retardée dans la colonne P4
(Matériel et méthodes 2.4.5.3.) que nous avons utilisee. Comme pour la colonne 50x2, nous avons
recherché dans quelles fractions se trouvaient les oligosaccharides en déposant directement un
echantillon de chaque fraction sur plague de silice. Apres révélation de la plague a I’ orcinol
sulfurique, nous avons récupéré les fractions 23 a 62 pour |’ échantillon 40078, 23 a 63 pour
I” échantillon 40127, 22 a 68 pour I’échantillon 40218 et enfin 24 a 65 pour I’ échantillon 40362.

Chague fraction a ensuite été soumise a une migration en chromatographie couche mince.
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Figure 79 : Chromatographie sur couche mince des oligosaccharides du lait de brebis en sortie de colonne gel-filtration
P4 (Echantillon 40078). Le lactose et le gynolactose sont utilisés comme témoins de migration. A, B et C représentent
les différents types de fractions oligosaccharidiques é uées.

Le résultat de cette CCM montre trés clairement que la chromatographie gel filtration a trés bien
fonctionné et qu'elle nous a permis d’identifier pour chague échantillon de lait trois fractions
différentes (Figure 79). La fraction A renferme des oligosaccharides de haut poids moléculaire, la
fraction B les oligosaccharides qui nous intéresse plus particuliérement et la fraction C correspond
au lactose (Figure 79). Le Tableau X1l rend compte de la répartition des fractions A, B et C des
quatre échantillons.

Tableau Xl : Identification des fractions oligosaccharidiques A, B et C en sortie de chromatographie gel-filtration P4
dans les différents échantillons de lait de brebis.

Echantillon
40078 40127 40218 40362
Fraction
A 23a28 23 22a27 24a27
29 a49 25a48 28 a49 28 a50
C 50 a62 49 263 50 a68 51a65

Par la suite, les tubes appartenant a une méme fraction ont été regroupés en un seul et nous avons
effectué une nouvelle migration de lafraction B par CCM. Cette chromatographie nous a permis de
nous rendre compte que nous avions presque completement éliminé toute trace de lactose.

L’ analyse structurale des autres oligosaccharides devient alors plus réalisable (Figure 80).
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Figure 80 : Chromatographie couche mince de la fraction B de I’ échantillon 40078 aprés regroupement des tubes 29 a
49. Les oligosaccharides ont été déposés non dilués ou dilués au 1/10 et au 1/100. Le lactose et le gynolactose servent
de témoins de migration.

3.3. Separation desfractions oligosaccharidiques

neutres et acides

Dansle but de faciliter davantage la détermination des structures oligosaccharidiques présentes dans
nos échantillons, nous avons décidé de séparer les oligosaccharides neutres des oligosaccharides
acides (dont les oligosaccharides siaylés). Pour ce faire nous avons utilisé la chromatographie
d’ échange de cations (Dowex 1x2 ; Matériel et méthodes 2.4.5.4.). Aprés injection de la fraction B
de chaque échantillon, I’ éution s est déroulée en deux temps. La premiére a été réalisée avec de
I’eau et & permis de récolter les oligosaccharides neutres. Aprés identification de I’ ensemble des
fractions contenant les oligosaccharides neutres (Tableau X111), une seconde élution a été réalisee
avec de I’ acétate de pyridine afin de décrocher les oligosaccharides acides. Les fractions contenant

ces oligosaccharides ont ensuite été identifiées et regroupées en une seule (Tableau XI11).

Tableau XIII : Identification des fractions oligosaccharidiques neutres et acides en sortie de chromatographie
d’ échange de cations.

Echantillon 40078 40127 40218 40362

1€ dution 426 9a17 4a8 5a9

2"% dution 5a12 6212 7a15 8als
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Nous avons ensuite comparé par CCM les profils des oligosaccharides neutres et acides de chague
échantillon. Que ce soit pour les échantillons a faible taux leucocytaire ou ceux présentant un taux
élevé de cellules sanguines, les profils sont similaires (Figure 81). Il semble dans un premier temps
gu'il n'y ait pas de réelle différence quantitative entre les fractions neutres et acides. Par ailleurs, il
est intéressant de noter que les oligosaccharides neutres ont des masses mol éculaires géenéralement
plus faibles que celles des oligosaccharides acides. Cependant, nous pouvons tout de méme

observer |’ existence de structures neutres au niveau des hautes masses moléculaires (Figure 81).
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Figure 81 : Chromatographie couche mince des fractions oligosaccharidiques neutres et acides du lait de brebis. En A,
échantillon a faible taux leucocytaire 40078 et en B, échantillon 40218 a fort taux leucocytaire. Les témoins de
migration que nous avons utilisés sont le gynolactose et |e lactose.

Enfin, nous avons réalisé une analyse comparative des profils oligosaccharidiques du lait des
populations a faible et forte teneur en cellules leucocytaires (Figure 82). Au niveau des fractions
oligosaccharidiques acides, nos résultats ne montrent pas de différence significative apparente entre
les deux populations (Figure 82B). Par contre, il semble qu’il y ait quelques petites différences pour
les oligosaccharides neutres. En effet, I’ échantillon a faible taux leucocytaire 40078 présente une
bande majoritaire qui migre au niveau de la premiéere bande du gynolactose, cette bande étant
absente dans |’ échantillon 40218 a fort taux leucocytaire (Figure 82A). En revanche, les deux
bandes de forte intensité identifiées dans |’ échantillon 40218 et qui migrent aux aentours du lactose
ne sont quasiment pas retrouvées dans I’ échantillon 40078. Ne pouvant pas tirer de conclusions
solides a partir de cette analyse, nous avons donc décidé de poursuivre notre éude par une analyse

structural e en spectrométrie de masse des différentes fractions oligosaccharidiques.
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Figure 82 : Analyse comparative en chromatographie couche mince des fractions oligosaccharidiques du lait de brebis
entre une population présentant un taux élevé de leucocytes (40218) et une population présentant un taux faible de
leucocytes (40078). La partie A de la figure correspond a la comparaison entre ces populations de la fraction
oligosaccharidique neutre, la partie B a la fraction oligosaccharidique acide. Dans les deux cas, les témoins de
migrations sont le lactose et |e gynolactose.

3.4. Etude structurale des oligosaccharides libresdu
lait de brebis

Nous avons donc essayé de déterminer la structure des oligosaccharides libres du lait de brebis.
Pour ce faire, nous nous sommes orientés vers I’ utilisation de la spectrométrie de masse. Deux
méthodes ont été utilisées. La premiere a été une analyse directe des oligosaccharides par MALDI-
TOF, laseconde une analyse MS-M S par ION TRAP des oligosaccharides perméthylés. L’ avantage
d étudier les oligosaccharides perméthylés est qu'ils donnent des informations sur les liaisons

glycosidiques.

L’ ensemble des manipul ations de spectrométrie de masse et de leurs interprétations a été réalisé par
le Dr. Yann Guerardel. Les résultats que nous avons obtenus sont identiques entre les individus a
faible et fort taux leucocytaire danslelait. Ils nous ont permis d’ identifier 14 oligosaccharides libres
différents qui ont été répertoriés dans le Tableau XIV. Nous n’avons retrouvé que tres peu
d oligosaccharides fucosylés, en effet seuls deux des quinze oligosaccharides du lait de brebis
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contiennent un résidu de fucose et aucun d entre eux n'est alafois fucosylé et sialylé. Par contre, la
moitié des oligosaccharides retrouves sont sialylés, I’ acide sialique majoritairement retrouvé étant le
NeuGc, le NeuSAc n’étant que trés faiblement représenté. Il est tout de méme intéressant de
remarquer que la sialyl et la N-glycolyl-lactosamine sont bien présentes dans le répertoire des

oligosaccharides maislaliaison del’ acide sialique n’a pas pu étre précisée (Tableau X1V).

Tableau XIV : Structure des oligosaccharides libres du lait de brebis. Les liaisons glycosidiques sont représentées en
rouge, les ? indiquent que le groupement hydroxyle sur lequel se greffe le monosaccharide n’a pas pu étre identifié.
HexNAc indique la présence d une N-acétylhexosamine dont la nature n’a pu étre précisée.

Oligosaccharide Formule
Lactose Galpl,4Glc
Hexose-lactose Hexp1,?Galp1,4Glc

Hexosamine-lactose

HexNAcp1,?Gal1,4Glc

% Fucosyl-lactose Galpl,4[Fucal,?|Glc
pd
Hexosamine-Fucosyl-lactose HexNAcB1,?Galp1,4[Fucal,?]Glc
Lacto-N-tétraose (In4) Gal $1,3/4GIcNACcp1,3Galp1,4Glc
Lacto-N-Hexaose (In6) Galpl,?GlcNAcB1,3Gal f1,?GlcNAcp1,3Gal1,4Glc
N-glycolyl-lactose NeuGcou?2,?Gapl,4Glc
Sialyl-Lactose NeuAca?2,?Galp1,4Glc
N-glycolyl-lactosamine NeuGca?2,?Galp1,4GIcNAc
% Sialyl-lactosamine NeuAco2,?Gal1,4GIcNACc
<

N-glycolyl-lacto-N-tétraose

NeuGco2,?Gal B1,3/4GIcNACB1,3Galp1,4Glc

N-glycolyl-lacto-N-Hexaose

NeuGca2,?Gal 1, ?GIcNACB1,3Gal B1,2GIcNACB1,3Gap1,4Glc

Di N-glycolyl galacto lactose

(NeuGc),02,?Gal1,7Galp1,4Glc
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3.5. Conclusion

Les travaux que nous venons de présenter sur les oligosaccharides libres du lait de brebis sont
préliminaires. Nous avons pu identifier 14 types d’ oligosaccharides mais pour beaucoup la structure
est encore incomplete. Ainsi, I'identification de la nature de certaines N-acétylhexosamines et la
détermination de I’ensemble des liaisons glycosidiques pourraient enrichir considérablement le
nombre d' oligosaccharides. Cependant, la diversité en oligosaccharides libres du lait de brebis
restera largement inférieure a celle retrouvée chez la femme qui compte plus de 200 sortes

d’ oligosaccharides.

A la vue de nos résultats, nous n'avons pas observé de différence dans la composition
oligosaccharidiques des laits de population a faible et fort taux de cellules sanguines qui permettent
d expliquer la différence de sensibilité al’infection. Cependant, comme nous I’ avions expliqué dans
le paragraphe 1.6.5., ce serait le type de liaison de I'acide siaique a I’ oligosaccharide qui serait
impliqgué dans le mécanisme de défense. Or, nous n'avons pu déterminer pour aucun des
oligosaccharides acides la nature de la liaison des acides sialiques. Il serait donc particulierement

intéressant de poursuivre cette étude.

Ains, seule la détermination de facon claire et définitive de la structure des oligosaccharides
présents dans le lait de |’ une et I’ autre des populations de brebis pourrait nous dire si la composition
globale en oligosaccharide a une influence sur la susceptibilité des animaux a développer des
pathologies. Pour ce faire, il faut envisager une étude structurale plus approfondie. Par exemple, il
faudrait réussir a purifier un par un les oligosaccharides et mener une étude structurale par RMN. A
I"heure actuelle, nous avons envisagé de coupler les oligosaccharides a un chromophore, la 2-
aminopyridine, dans le but de faciliter leur purification par chromatographie liquide haute
performance (HPLC). Ces travaux sont pour le moment au niveau des essais et devront étre

poursuiVis.
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De part leur position aux extrémités des chaines glycanniques, les acides sialiques et les fucoses
participent pour beaucoup aux propriétés des glycannes. Ils constituent des antigenes qui sont
impliqués dans de nombreuses interactions ligand-récepteur ou cellule-cellule qui s averent étre
essentielles pour assurer des fonctions physiologiques telles que I'embryogénése, la migration
cellulaire ou encore la cohésion tissulaire. Ces antigenes jouent également un réle important lors
des réponses inflammatoire et immunitaire et sont malheureusement de par leur localisation les
récepteurs d’ un grand nombre de pathogenes. Le travail qui a été réalisé au cours de cette these
avait pour but d enrichir les connaissances sur les enzymes bovines impliquées dans les étapes
finales de la glycosylation. Plus particulierement, nous nous sommes intéresses a deux genes, un

gene de siayltransférase, ST6Gal |1 et un gene de fucosyltransférase, fut7.

Les structures SiasLacNAc sont impliguées dans un grand nombre de réactions physiopathol ogiques
telles que la clairance des glycoprotéines sériques, le développement tissulaire, I’ activation et la
prolifération des lymphocytes B. Ce sont également des structures qui participent a la réponse
inflammatoire et qui apparaissent comme facteurs de mauvais pronostic durant certains cancers.
L’'implication de ces structures dans une telle diversité de fonctions toutes aussi importantes les
unes que les autres démontrent I’intérét d’ étudier les enzymes qui aboutissent a leur formation. La
sialylation, qui constitue I’ éape finale de la biosynthése de cet épitope glucidique, est assurée par la
famille des pB-galactoside-a2,6-siayltransférases. ST6GA |1, la seconde enzyme appartenant a cette
famille, n'a é&é découverte que depuis quelques années chez I’homme (Takashima et al., 2002 ;
Krzewinski-Recchi et al., 2003) et tres peu de choses sont connues sur ses réles biologiques.
Cependant, son profil d’expression tissulaire restreint et ses spécificités de substrat différentes de
celles de ST6Gal | laissaient présager d’une fonction particuliere restant a identifier. Ainsi, nous
avons tenté d’ apporter au cours de cette these quelques ééments de réponse a cette question en

étudiant ce géne et son produit chez e bovin durant la réponse inflammatoire.

Le géne n'éant pas identifié chez Bos taurus, notre stratégie de clonage s est basée sur les
similitudes existant entre les séquences d’ un méme gene entre différentes especes. Cette approche a
permis I'identification de bST6Gal |1 dont la structure s’ est révél ée présenter une organisation de la
région codante similaire a celle des genes humain et murin. En effet, nous avons décrit une structure
en 5 exons codants dont le découpage, a I’ exception du premier exon, est particulierement bien

conservé entre le bovin, I’ homme et la souris.
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Laprotéine qu'il code adopte la conformation d’ une protéine transmembranaire de type 2, structure
communément retrouvée chez les siayltransférases. Elle se compose d'un court domaine N-
termina cytosolique, d’un unique domaine transmembranaire qui se prolonge dans la lumiére de
I’ appareil de Golgi par une région tige et un domaine C-terminal catalytique. Elle se différencie de
ses homologues par sa petite taille, 495 aa contre respectivement 529 et 524 aa pour I’homme et la
souris, cette différence étant principalement due a la longueur de la région tige. Malgré cela,
I’enzyme présente un taux d'identité de séquence supé&rieur a 65% avec ses homologues et
Iensemble des sialylmotifs et des motifs spécifiques des p-galactoside-a2,6-siayltransférases ont
été identifiés. Au niveau cataytique, bST6Ga 1l a des spécificités de substrats trés similaires a
celles de hST6Gal Il et mST6Gal 11. En effet, la siayltransférase bovine a également une affinité
plus prononcée pour les oligosaccharides libres que pour les glycoprotéines et préfére comme
substrat accepteur le LacdiNAc au LacNAc. Nous hous sommes aussi rendu compte que la région
tige n’est pas nécessaire au mécanisme catalytique de bST6Gal 11 comme en témoignent nos tests
d activité, les formes membranaires et solubles de |’ enzyme présentant des constantes d’ affinité tres
proches les unes des autres. Enfin, la parfaite conservation des deux sites de N-glycosylation
bordant le siaylmotif | chez I’'homme, la souris et le bovin souléve la question du taux d’ occupation
et surtout de I'impact que pourrait avoir ces glycannes sur la sialyltransférase. Pour répondre a cette
guestion, nous sommes en train de construire par mutagenése dirigée divers mutants et les premiers
résultats tendent a prouver que I’occupation du premier site est primordiale pour permettre a

I”’enzyme de transférer |’ acide sialique.

Le gene bST6Gal 11 présente un profil d’expression assez restreint comparé bST6Gal | qui a une
expression ubiquitaire. Pour autant, ce profil nous est apparu moins strict que celui de ses
homologues humain et murin. Il est principal ement exprimé dans le poumon, le cerveau, larate et le
colon mais est également détecté dans les glandes salivaire ¢ mammaire. Trois transcrits (ay, a €t
b) ont pu étre mis en évidence et leur transcription est sous la dépendance de deux promoteurs
distincts, Pa et Pg, dont la présence des sites de fixation de facteurs de transcription tels que SP1,
NF1, CREB et SMAD ne peut expliquer pleinement I’ expression spécifique des transcrits a; et b
dans le cerveau ou celle du transcrit & dans tous les tissus exprimant le géne. Cependant, le
promoteur P, possede une ségquence de fixation pour le facteur AP-1 (complexe c-jun/c-fosl) dont
I" apparition peut étre directement corrélée a |’ activation de la voie de I'IL-6. Cette donnée est en
adéquation avec nos résultats expérimentaux qui montrent que bST6Gal |1 est surexprimé durant
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Iinduction de la réponse inflammatoire par I'lL-6 dans des cellules épithélidles de glande
mammaire.

Bien que nous ayons pu démontrer que bST6Gal Il est impliqué dans le processus de réponse
inflammatoire, il nous reste a déterminer quelles sont les cibles qui sont affectées par la
siayltransférase dans ces conditions et surtout |la maniére dont elles participent a la défense de
I’organisme. Cette identification passera inévitablement par la mise au point d'une anayse

protéomique poussée.

L’ autre partie de cette thése avait pour but d’identifier la fucosyltransférase bovine responsable de
la biosynthése de I’ antigene tissulaire SLe", celui-ci jouant un role essentiel dans le recrutement
leucocytaire au site inflammatoire. Le gene FUT7 qui code cette enzyme a été identifié chez
I"homme par Sasaki et al. en 1994 et par Smith et al. en 1996 chez la souris. Ains, tout comme
nous |’avions fait pour ST6Gal I, le clonage du géne fut7b a été entrepris en se servant des
homol ogies de séquence existant entre genes homologues d’ especes différentes. Le cadre de lecture
du gene bovin s'est révélé présenter un taux d'identité particuliérement élevé vis-a-vis des genes
humain et murin, cette ressemblance de I’ ordre de 80% est un témoin fort de la conservation inter-
especes de ce gene au cours de I’ évolution. La ressemblance s est également retrouvée au niveau de
I’ organisation génique, du profil d’ expression tissulaire, de la structure de la protéine mais aussi des
caractéristiques enzymatiques. En effet, le gene bovin adopte strictement la méme configuration que
le géne humain & savoir une organisation de la région codante en deux exons mais surtout une
stricte conservation de la jonction exon/intron. De méme, nous avons mis en évidence un profil
d expression tissulaire tres similaire, les genes humain et bovin étant tout les deux trés peu répandus
et principalement exprimés dans les organes lymphoides. Le bovin présente cependant une
expression tissulaire un peu plus étendue puisgu’il a été détecté dans le foie et le poumon. Au
niveau protéque, nous avons observe une conservation presque parfaite des motifs spécifiques des
a3-fucosyltransférases entre les enzymes bovine, humaine et murine qui se traduit au niveau

enzymatique par des spécificités de substrats accepteurs identiques.

L’ ensemble de ces données gjouté au fait que ce géne est tres peu polymorphe tendent a prouver
que les fonctions réalisées par cette enzyme sont essentielles. D’ailleurs, le KO de fut7 chez la
souris (Maly et al., 1996) ou la présence d’'une mutation inactivante a I’ état homozygote chez
I"homme (Bengtson et al., 2001) conduit a I’ apparition de pathologies et de désordres de la réponse
immunitaire. Chez Bos taurus, notre étude de polymorphisme a donné des résultats plus surprenants

car il semble que le géne présente un taux de polymorphisme plus élevé. Parmi les SNP que nous
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avons détectés, la plupart sont des mutations silencieuses mais I’une d’entre elle, la substitution
G335A, suscite notre intérét. En effet, située juste en amont du motif-111 des a3-fucosyltransférases
et conduisant tout comme la mutation G329A humaine au remplacement d une arginine en
glutamine, il sera trés intéressant d’étudier ses conseguences tant au niveau moléculaire qu’au

niveau physiologique.

Le but initial de ce projet consistait a déterminer si la variabilité entre individus du taux de cellules
leucocytaires présentes dans les laits pouvait étre corrélée ala présence de différents alléles de fut7.
Certains des SNP de la région codante que nous avons identifiés peuvent potentiellement modifier
les propriétés enzymatiques de fut7 mais sont ils suffisants pour expliquer de grands écarts du taux
de cellules sanguines dans le lait ? Pour compléter ce travail, il faudra réaliser une éude de la
région promotrice de fut7b. Elle comprendra une analyse des sites de fixation des facteurs de
transcription et une recherche de polymorphisme qui pourront se concrétiser par une anayse
fonctionnelle. 1l est en effet envisageable qu’ une mutation de la région promotrice puisse favoriser
une transcription accrue voire constitutive de fut7b et de ce fait entrainer une augmentation de la

synthése de |’ antigéne SLe* dont |a présence favoriserait |e passage des leucocytes dans le | ait.

Ce travall de thése a permis d'enrichir quelgue peu les connaissances des sialyl- et
fucosyltransférases bovines. Nous avons pu apporter des débuts de réponse quant a la fonction
biologique jouée par ST6Gal Il mais qui ont bien évidemment apportés de nouvelles questions. De
méme, I’ éude du géne fut7b ne nous a pas donné les réponses que nous cherchions mais nous a
conduits vers de nouveaux modéles d’ étude. Ainsi, a I'issue de ce travail de these, beaucoup de
guestions restent en suspens et je souhaite que I’'UMR 1061 de « Génétique Moléculaire Animale »
puisse continuer ce travail passionnant. Quant a moi, cette expérience m’a permis de conforter mon
désir de continuer dans ce domaine d’ activité, ma curiosité et mon envie de comprendre éant plus

gue jamais dével oppées.
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