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~ Code génetique ~

Premiére position Seconde position Troisieme
(extrémité 5’) position
(extrémité 3")
U C A G
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stoq A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His  Arg U
c Leu Pro His  Arg C
Leu Pro GIn  Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr  Asn Ser U
A lle Thr  Asn Ser C
lle Thr  Lys Arg A
Met  Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala  Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
Code wobble Code wobble
R AIG B CIGIT
Y CIT D AIGIT
M A/IC H AICIT
K GIT Vv AICIG
S C/IG N AICIGIT
W AT
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~ Code des acides aminés ~

Abréviation en

Nom entier : Code a une lettré
trois lettres
Glycine Gly G
Alanine Ala A
Valine Val \%
Leucine Leu L
Isoleucine lle I
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Cystéine Cys C
Méthionine Met M
Acide Aspartique Asp D
Asparagine Asn N
Acide glutamique Glu E
Glutamine GIn Q
Lysine Lys K
Arginine Arg R
Histidine His H
Phénylalanine Phe F
Tyrosine Tyr Y
Tryptophane Trp w
Proline Pro P

1%
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Introduction

Les enzymes lipolytiques sont des estérases. Edltzdysent I'hydrolyse et la synthese des
lipides en agissant spécifiquement au niveau a@gsolis esters. De nombreuses lipases et
carboxylestérases d’origine microbienne, animaleédgétale ont été purifiées et caractéerisées
d’un point de vue structural et fonctionnel. Engee concerne les algues, la mise en évidence
d’activités lipolytiques endogéenes a été décripdudieurs reprises mais a notre connaissance,
la littérature ne fournit, a ce jour, aucune dongséela caractérisation compléte d’enzymes
lipolytigues d’origine algale. Par conséquent, t&sentifigues ignorent encore tout des
propriétés et spécificités d’action des enzymeslyjiues algales ainsi que des mécanismes
de régulation de I'expression des génes codanteregmes. Dans ce contexte scientifique
encore peu exploré, le Laboratoire d’Applicatiorss d_ipases de I'Université du Maine
(LALUM) a décidé d'axer une partie de ses recheschar la caractérisation des enzymes

lipolytiques de la microalgue maritgochrysis galbana

CT

Les microalgues sont des organismes unicellulagesaryotiques et photosynthétiques dont
le profil lipidique est original, complexe et digdré. Elles se singularisent en particulier par
leur composition en acides gras. Certaines espgesentent des teneurs tres élevées en
acides gras polyinsaturés a longue chaine de lalldasles oméga 3 comme [l'acide
docosahexaénoique (C22m8, DHA) et I'acide eicosapentaenoique (C2% EPA). Cette
caractéristique permet donc d’envisager la préserfuez ces microorganismes, d’enzymes

lipolytiques offrant des propriétés elles-mémegingles et diversifiées.

D’autre part, certaines especes de microalguesiénbtlans des environnements extrémes en
terme, par exemple, de température (eaux froided® salinité (eaux marines). Elles ont donc
développé des stratégies d’adaptation a ces emdrmoents. En particulier, elles ont la
capacité de modifier rapidement la composition @des gras de leur membrane cellulaire en
fonction de la température ambiante. Une étude ntéceportant sur la microalgue
Parietochloris incisaa suggéré que, pour cela, les triglycérides ralgeux constituaient un
réservoir de groupements acyles pouvant étre &esfaux phospholipides et glycolipides
membranaires en cas de besoin. Ce processus #dfgitates certainement intervenir des
enzymes lipolytiques et on peut donc envisager Kpmpression des génes codant ces

enzymes serait notamment régulée par des factevir®enementaux.
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Introduction

Les microalgues marines constituent donc un mod&tide particulierement intéressant
pour la caractérisation de nouvelles enzymes lipplgs et I'étude de la régulation de

'expression de leurs genes.

CT

Ce travail de thése s’inscrit également dans utegt® économique favorable.

En effet, les microalgues marines font depuis debreuses années I'objet de recherches
dans un but de valorisation économique de leur &gz® et de diverses molécules a haute
valeur ajoutée, comme des antioxydants ou bienrerd®s pigments et des polysaccharides.
Leurs acides gras polyinsaturés oméga 3 bénéfiégalement d’'une attention particuliére.
En effet, les vertus thérapeutiques et nutritiolesemaintenant avérées, du DHA et de 'EPA
ont considérablement fait croitre la demande engani® Et les microalgues constituent
aujourd’hui une source potentielle, complémentatanéme alternative aux huiles des sous-
produits de la péche pour la production de ces an®d.es microalgues présentent, pour
cela, certains avantages car leur culture et leonposition en acides gras sont controlables
vitro.

La caractérisation de nouvelles enzymes lipolysgamuterait donc a l'intérét économique
déja porté aux microalgues car ces enzymes, datipailement les lipases, constituent un outil
biotechnologique important déja utilisé pour langf@rmation ou la synthése des lipides dans

de nombreux procédés pharmaceutiques, agrochimaguagroalimentaires.

CET

Une approche moléculaire a été adoptée dans ldebpurifier et de caractériser les enzymes
lipolytiques disochrysis galbanaCette approche, qui consiste a cloner et sunegories
genes codant les enzymes d’intérét, nécessite,quaamencer, I'isolement de ces génes. Ce
manuscrit présente donc le travail qui a été actigmopr I'isolement, I'analyse et le clonage
de 3 génes codant une lipase et deux carboxylesttaypothétiques chez la microalgue

Isochrysis galbana

La premiére partie de ce mémoire consiste en untése bibliographique divisée en trois
chapitres. Le premier porte sur la structure, lean&sme d’action et la classification des
lipases et des carboxylestérases. Le second ahaptrcerne les microalgues marines en

général et le modeéle d’étude, choisi par le laloamatla microalgudsochrysis galbanaDans

16



Introduction

le troisieme chapitre, seront décrites les appbioatindustrielles des enzymes lipolytiques et
la valorisation des lipides et des acides grasideoalgues.

Apres une seconde partie consacrée aux moyengsiggats obtenus seront exposés dans une
troisieme partie divisée en 7 chapitres. Pour conuie la mise en évidence et la localisation
d’activités lipolytigues endogénes chisochrysis galbanaseront décrites. Dans le second
chapitre, seront présentées les deux stratégieessicement développées pour l'isolement
des génes, d'une part la construction et le cribldgine banque d’ADNc par des sondes
hétérologues, d'autre part I'exploitation de la dpae EST d'sochrysis galbanagpour la
recherche d’homologues de lipases et d’estérasisbegntion de 3 ADNc pleine longueur
par RACE et Nested PCR. Les 3 chapitres suivantenseconsacrés aux analyses
bioinformatiques des 3 séquences préalablementeisolDans le sixieme chapitre seront
décrits le clonage des séquences codantes darectguvd’expression de levure, I'induction
de I'expression des génes et le résultat des presnanalyses effectuées en vue de détecter
l'activité lipolytique des enzymes recombinantes.dhapitre sept cléture cette partie par une

discussion générale.

17



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

ceeeoecceoc

18



PARTIE | Synthése Bibliographique

1. Lipases et carboxylestérases : enzymes lipolytigs

1.1. Définition

Les lipases et les carboxylestérases sont, au rtigmeue les phospholipases, des enzymes
lipolytiques, c’est-a-dire des estérases qui caaillyl’hydrolyse et la synthése de lipides. Les
lipases et les carboxylestérases sont présentes tches les organismes qu'ils soient
procaryotes ou eucaryotes. Impliquées dans le iétaie des lipides, elles jouent un role
essentiel dans de nombreux processus vitaux eipant a la libération et la mobilisation

des acides gras.

1.2. Les lipides
1.2.1. Les acides gras

Les acides gras entrent dans la composition dégetip Ce sont des acides carboxyliques
(-COOH) a longue chaine aliphatique (R) hydrocaéeooconstituée d’au moins 4 atomes de
carbone. Les acides gras sont amphiphiles, pewlsslWlans I'eau mais solubles dans les
solvants organiques. Leur solubilité dans I'eau dattant plus faible que la chaine est
longue et les doubles liaisons nombreuses. Omdisti les acides gras saturés, sans double
liaison, des acides gras insaturés, avec une (miepks) double(s) liaison(s), qui procure(nt)
de la rigidité a la molécule. Les acides gras imgat se classent en série selon la place de la
premiere double liaison a partir de I'atome de ocagbde I'extrémité méthyle (carbong Par
exemple, la premiére double liaison des acides dgdsa série des oméga @3] est située a

trois atomes de carbone de I'extrémité méthyle.

Sur la Figure 1 sont schématisés quelques acides, garmi lesquels figurent l'acide
linoléique (C18 :206) et I'acideo—linolénique (C18 :3»3). Ces deux acides gras ne peuvent
étre synthétisés par ’lhomme. lls doivent impématient étre apportés par I'alimentation et
sont donc qualifiés d’'acides gras indispensableside palmitique (C16 :0) est un des acides
gras saturés les plus répandus. L'acide eicosapmigue (C20 :503, EPA) et l'acide
docosahexaénoique (C22d3, DHA) sont des acides gras polyinsaturés a lorghaine
(AGPI-LC) de la série des oméga 3.
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Figure 1 : Structure simplifiée de quelques acidegras.
A) Acide palmitique (C16 :0). B) Acide linoléiqu€18 :2w6). C) Acideo—linolénique (C18 :33).
D) Acide eicosapentaénoique (C20v3, EPA). E) Acide docosahexaenoique (C2@36DHA).

1.2.2. Triglycérides et phospholipides

Ces lipides sont formés d’alcools et d’'acides gllassont peu ou pas solubles dans I'eau et

solubles dans les solvants organiques.

Les triglycérides sont des esters d’acides grae gflycérol (Figure 2). Les triglycérides sont
neutres et tres hydrophobes car les polarités despgments hydroxyle du glycérol et
carboxyle des acides gras s’annulent dans lesfigissters. Les triglycérides sont notamment

impliqués dans le stockage intracellulaire etdasport des acides gras.

squeletie glyveérol liaison ester acide gras

I
L
—

Figure 2 : Structure simplifiée des triglycérides.

La structure des phospholipides est présentéed-Rfur Sur le squelette du glycérol, 2 acides
gras sont estérifiés et la troisieme position estupée par un groupement phosphate lui-
méme lié a un alcool. Dans le cas des phosphahtiolyes, cet alcool est la cholifeigure

3B). Les phospholipides sont des molécules amplemghi
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1. 2-Dhglveérides

O— OCWAAMAMY \ O=—OC AN

O— OCWWAAN O—OCAAAMMY

o-(-Cakw ] 0~(0)~[Ceholine ]

A

Figure 3 : Structure simplifiée des phospholipides.
A) Structure générale. B) Exemple de phospholipidephosphatidylcholine.

1.3. Réactions catalysées

Les lipases et les carboxylestérases sont desagssérElles se classent dans la superfamille
des hydrolases a repliemer (EC 3) (Olliset al, 1992), qui rassemble un grand nombre
d’enzymes Iytigues actives sur des substrats tifiérahts : acylhydrolases, protéases,
peroxydases.... Lipases et carboxylestérases sont absthydrolases qui agissent
spécifiguement au niveau des liaisons esters géded (Figure 4). Les lipases sont des
hydrolases d’esters d’acylglycérols (EC 3.1.1.3)es€sont actives sur les lipides a longues
chaines XC10). Elles catalysent préférentiellement I'hydsaly de triglycérides en
diglycérides, monoglycérides, acides gras libregglgtérol (Jenseret al, 1990). Cette
spécificité de substrat les distingue des carbaxgtases (EC 3.1.1.1) qui, elles, sont actives

sur les lipides a plus courtes chaines.

proupement acyvle
ligison ester 1

AAASAAANAACDOH AN COOH AAAMAAAAAACDOH
squeletle glicirol Acide gras 3 Acide gras | Agide gras 2
00— O AAMARAAY (1= O AAAA AR OH O
O— DO +I = OCAMAAMAY —(-—‘JI—I' 0= OCWAWAMSAY +F {OH
O— OCAWWAAMY  HIO 0 HZO OH H2O O

Trighycérides 1.2-Dighycérides 2-Momnoglyeénides Glycerol

Figure 4 : Hydrolyse des triglycérides.
Les produits du catabolisme sont les acides griesghycérol.

Les réactions catalysées par les lipases et ldmxdestérases sur les substrats lipidiques
sont I'hydrolyse, [lestérification, les transestiéations (acidolyse et alcoolyse) et

I'interestérification (Figure 5). Les lipases penwvalonc étre qualifiees d’acyltransférases
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puisque les acides gras sont soit libérés soisfiéafis a un composé disposant d’'un groupe
hydroxyle libre.

Hydrolyse R,-COOR, + H,O — R,-COOH + R,-0OH
Estérification R,-OH + R,-CO0OH — H,O + R,-COO0R,
Acidolyse R-COOH + Ry-COO0R, — R,-COOH + R,-CO0R,
Alcoolyse R,-OH + R-CO0R, — Ro-OH + E,-CO0R,
Interesterification R,-COOR, + R;-COOR, — R,-COOR, + R3-COOR,

Figure 5 : Diversité des réactions catalysées pagd estérases.

1.4. Exemples de fonctions biologiques

Les enzymes lipolytiques sont impliquées dans ke It la mobilisation des réserves
lipidiques. Une fois libérés, les acides gras darett des substrats énergétiques, leur
oxydation étant I'une des voies essentielles delymiion d’énergie dans les cellules. Les
acides gras sont aussi les précurseurs de nombré&abolites secondaires.

Chez les mammiferes, par exemple, les lipasesigastr et pancréatiques participent a la
digestion et l'absorption des triglycérides apporfgar l'alimentation (Mu et Porsgaard,
2005). Certaines enzymes lipolytiques végétalemnirgnnent dans des voies de signalisation
cellulaire. Les phospholipases participent a latt®ge de composés impliqués dans les
systemes de défense chimique des plantes (Chatdeh 1996; Narvaez-Vasquezt al,
1999). Chez les microorganismes pathogénes, legnaszlipolytiques extracellulaires, par

exemple, contribuent a linfection cellulaire endhylysant les membranes plasmiques
(Schalleret al, 2005).

1.5. Histoire moléculaire évolutive

Les estérases sont des macromolécules de natuggpe donc codées par des genes. Les
lipases et les carboxylestérases partagent peimdargés de séquences et n’agissent pas sur

les mémes substrats. Par contre, elles sont stellement analogues et affichent un
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repliement de type/p. L'agencement du site catalytique est égalemeittesinent préserve
(Ollis et al, 1992; Nardini et Dijkstra, 1999).

Ces observations soutiennent I'hypothése selorelbglipases et carboxylestérases seraient
phylogénétiguement liées a la superfamille multigga des hydrolases a repliemexip
(Myerset al, 1988; Cyglert al, 1993). Les enzymes de cette superfamille diftepan leurs
séquences primaires d'acides aminés alors qu'gllessédent une méme conformation
tridimensionnelle. Elles dérivent probablement @uprotéine ancestrale commune de
conformation stable qui aurait évolué selon un e@seas d’adaptation moléculaire et
d’optimisation fonctionnelle. En d’autres termess @nzymes seraient nées de la duplication
puis de la divergence d'un géne ancestral. Ce psoice évolutif leur aurait assuré
I'acquisition de nouvelles fonctions grace a ddssttutions d’acides aminés, des insertions
ou des délétions de boucles. Cette théorie exphduéexistence d’enzymes de méme
configuration spatiale, de mémes fonctions catags, avec des spécificités de substrat

diverses et peu d’homologies de séquences (Holn@wie0; Wong et Schotz, 2002).

1.6. Caractéristiques structurales
1.6.1. Le repliemento/p

D’aprés les données biochimiques et cristallogiguods, la structure des lipases et des
carboxylestérases est identique a celle des hy®la repliement/p. La Figure 6 illustre la
structure type de ces hydrolases qui consiste enoyau formé de feuilletf paralléles

hydrophobes entourés par des hélicasnphiphiles.
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Figure 6 : Représentation schématique de la structa secondaire d’'une hydrolase a repliement
a/p (Ollis et al, 1992).

Les feuillets B sont représentés par des fleches, les hélicgsar des cylindres et les traits
correspondent aux boucles.

Dans la Protein Data Bank (PDB), qui recense lestépres dont les structures
tridimensionnelles ont été élucidées, les lipasedeg carboxylestérases comptabilisent
respectivement 67 et 28 entrées. Il s’agit prifeipent d’enzymes d’origine microbienne ou
animale. Lipases et carboxylestérases sont formdeme ou plusieurs chaines
polypeptidiques : elles peuvent étre monomérigdsériques ou tétramériques. La Figure 7
illustre la structure tridimensionnelle récemme@salue de la carboxylestérase du kiwi

(lleperumaet al, 2007).

Figure 7 : Structure tridimensionnelle de la carboylestérase monomérique du kiwiActinidia
eriantha (PDB 207r) (lleperumaet al, 2007).

Les feuilletsp sont représentés par des fleches bleues et legdwlpar des formes hélicoidales de
couleur verte.
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1.6.2. Latriade catalytique

Le site catalytique apparait toujours sous la fodn@e triade hautement conservée : sérine /
acide aspartique / histidine (Ser/Asp/His ou S/DPPur chaque sous-famille d’hydrolases,
I'ordre d’apparition de ces résidus aminés dansélguence peptidique est fixe : le résidu
nucléophilej.e. la sérine, précéde les deux autres résidus eiseomne apres le feuillg.

Le résidu acide, l'acide aspartique, apparait sesvent apres le feuillef7 et enfin,
I'histidine se place toujours apres le dernier Ifeui(Nardini et Dijkstra, 1999). L'acide
aspartique est parfois remplacé par un acide glgtam C’est le cas pour les lipases de
Geotrichum candiduniSchraget al, 1991) et deCandida rugosgGrochulskiet al, 1993;
Manchencet al, 2003).

L’emplacement des résidus de la triade catalytepieprécisé sur la Figure 6 par des ronds
noirs, avec, dans l'ordre, de I'extrémité amine '@xttémité carboxylique, le résidu
nucléophile (sérine), le résidu acide (acide agpstou glutamique) et le résidu basique,

I'histidine.

1.6.3. Le pentapeptide G-X-S-X-G

La sérine catalytique se situe au centre d’'un peptidde consensus Gly-X-Ser-X-Gly, ou les
résidus X correspondent a des acides aminés quglesn (Ollis et al, 1992). Ce
pentapeptide, toujours intercalé entre un feuplett une hélicen, se situe au niveau d’'une
jonction anguleuse formant un « coude nucléophités réactif, situé a peu prés au milieu de
la chaine peptidique. La sérine s'y trouve dans woaformation énergétiguement
défavorable €) lui permettant de faire pointer sa chaine lagévars I'extérieur. On parle de
conformationp-eSereo. (Derewenda et Derewenda, 1991; Olisal, 1992; Cygleret al,
1993). Cet emplacement fait de la sérine un réamhessible au substrat et aux molécules

d'eau.

La région autour du pentapeptide présente uneivelabnservation. D’apres la base de
données PROSITE qui répertorie les motifs foncdssignificatifs des protéines, la sérine
catalytique (en gras souligné) des carboxylestgraskincluse dans la séquence consensus F-
[GR]-G-X(4)-[LIVM]-X-[LIV]-X-G-X- S-[STAG]-G. Le méme résidu chez les lipases figure
au sein de la séquence consensus suivante : [LNJNFY]-[LIVMST]-G-[HYWV]- SX-
G-[GSTAC].
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1.6.4. Le volet amphiphile et I'activation interfagale des lipases

Les lipases sont solubles en milieu aqueux maisrcere leur activité hydrolytique
essentiellement sur des substrats peu ou non eselulbhns l'eau. Cette propriété les
différencie des carboxylestérases qui sont acthgsles substrats solubles. L’activité des
lipases est beaucoup plus importante lorsque Ibstratis sont sous forme d’émulsion, de
liposomes ou de micelles et non pas de monomehelaes. Elles agissent alors a I'interface
eau/lipides et leur activité est liée a la préseaeeette interface. On parle de phénomeéne

d’activation interfaciale (Sarda et Desnuelle, 958

Contrairement aux carboxylestérases, le site agff lipases peut étre recouvert par un
domaine mobile amphiphile (appelé aussi volet did »). Lorsque I'enzyme est au contact
d’'une interface eaullipides, ce volet s’écarteptmettant la fixation du substrat et son
hydrolyse (Brzozowsket al, 1991; Brzozowsket al, 2000). En absence d’interface, une tres
faible activité est observée. On suppose que ket walcherait alors le site actif (Figure 8).

volet amphiphile en

Walet amphiphile en
i) position ouverte

position fermee

FORME DE
FAIBLE ACTIVITE

FORME DE
FLEIMNE ACTMITE

Figure 8 : Représentation schématique des deux conformationsuthe lipase.
A) Forme de faible activité ou le volet amphiphdlerait en position fermée. B) Forme de pleine
activité ou le volet serait ouvert.

La présence d'un volet amphiphile a été démontielgs études cristallographiques de
plusieurs lipases (Figure 9) (Bradyal, 1990; Winkleret al, 1990; Derewendat al, 1992a;
Derewendeet al, 1992b). Cependant, certaines lipases ne suiansipictement cette regle.
Par exemple, la lipase B d&andida antarcticgposséde en guise de volet une courte hélice
tres mobile et ne montre pas de phénomene d’activatterfaciale (Uppenberet al, 19944a;
Uppenberget al, 1994b; Martinelleet al, 1995). Le site catalytique de la cutinase de

Fusarium solaniest directement exposé aux solvants et I'enzymepmésente pas de
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phénomeéne d’activation interfaciale mais hydrolgsesi bien des substrats peu solubles que
solubles (Longhi et Cambillau, 1999).

volet amphiphile
far

A

conformation ouverte confarmation fermee

Figure 9 : Représentation moléculaire des deux comfmations de la lipase deThermomyces
lanuginosad’aprés Svendsen, 2000.

A) Conformation ouverte B) Conformation fermée. késidus hydrophobes sont colorés en blanc, les
résidus hydrophiles en jaune, les résidus chargé#iyement en bleu, ceux chargés négativement
sont en rouge.

La composition en acides aminés du volet amphigdgtepeu conservée parmi les lipases et
méme entre les isoformes d’'une méme espece. Panpéxeles 5 isozymes de lipase
identifiees chezCandida rugosamontrent des divergences de séquence au niveawoleu
amphiphile (Tableau 1) (Lotkt al, 1994). Ces variations seraient par ailleurs nesgloles
des différentes activités et spécificités de cefisnes (Akohet al, 2004).

Région/fonction Porsgg%rlljdu Lipase 1 Lipase 2 Lipase 3 Lipase 4 Lipase 5
66 E M E L E
71 E D E S E
Volet 76 A N T A \Y,
amphiphile 78 L R L I \%
80 L L L S L
91 S L L L L

Tableau 1: Comparaison entre les régions du voleamphiphile des isozymes de lipase du
champignonCandidarugosa(Lotti et al, 1994).
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1.7. Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des lipases et des carbdrydeses est identique a celui des protéases
a sérine qui a été étudié des les années 60 $@redifes protéases telle que la chymotrypsine
(Hubbard et Shoupe, 1977). Le mécanisme de catklitsegppel a une sérine particulierement
réactive, située au sein du site actif. La séristeaetivée par un relais de charge formé en
amont par I'histidine et I'acide aspartique (owite glutamique) de la triade catalytique. La

Figure 10 montre les différentes étapes de I'hydb’un ester par une enzyme lipolytique.
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Figure 10 : Schématisation de I'hydrolyse d’'un estepar une enzyme lipolytique d’aprés Fischer,

2004.

La position des résidus formant la triade catalbgigorrespond a celle gu’ils occupent au sein de la

lipase deBurkholderia cepaciaLe substrat figure en rouge. Les acides amingdiqués dans la
composition du puits oxyanionique sont en bleu. agdes aminés catalytiques sont en noir.
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La premiéere étape de la catalyse est I'approcH&sker qui va subir une attaque nucléophile
du résidu sérine (Figure 10A). Il se forme ensuiteintermédiaire tétraédrique portant une
charge négative sur I'oxygene (Figure 10B). Ceerm&diaire, désigné également sous le
terme d'oxyanion, trés instable, est stabilisé &in sd’un puits oxyanionique (poche

hydrophobe) par des ponts hydrogenes. Par retoda dbarge portée par I'oxyanion, le

groupement alcool est libéré (Figure 10C). Le gemnent acyle resté lié a I'enzyme, formant
I'intermédiaire acyle/enzyme, subit ensuite I'attagle molécules d’eau (Figure 10D). Il y a
formation d’un deuxieme complexe tétraédrique qudssocie ensuite en libérant le produit

carboxylique d’'une part et 'enzyme sous sa foraeve d’autre part (Figure 10E).

1.8. Spécificité de substrat

Les enzymes lipolytiques présentent une conformadtain modéle d’action quasi identiques,

par contre elles affichent une grande diversitéspécificité de substrat. Les lipases, par
exemple, montrent globalement une préférence @autriglycérides a longues chaines, tandis
que les carboxylestérases sont définies commeaagisssentiellement sur des substrats a
courtes chaines. La spécificité de la réaction ipravde différences subtiles, au niveau de la
poche hydrophobe, qui permettent de positionndricer substrats et d’en exclure d’autres.
Seuls quelques résidus formant cette poche détenmila spécificité de linteraction de

I'enzyme avec son substrat.

Joerger et son équipe ont ainsi réussi a transfolangpécificité de substrat de la lipase du
champignonRhizomucor delemarn modifiant, par mutagénese dirigée, les réskis et
V209, positionnés respectivement a I'extrémitéletantre de la poche hydrophobe (Joerger
et Haas, 1994). La mutation F95D accroit I'actidtéla lipase sur la tricapryline. Le mutant
V209T voit son activité diminuer a I'égard de léokgine, tandis que le mutant V209W
présente une activité quatre fois plus élevée [aotributyrine. La substitution d'un seul acide
aminé spécifique suffit pour altérer la spécifiaite I'enzyme vis-a-vis de la longueur de la
chaine : le mutant A85F de la cutinase du champigiusarium solani pisest plus actif pour
les chaines de longueur supérieure a C7 et motifspaar les chaines inférieures a C7 par
rapport au type sauvage (Mannessal, 1995; Svendsen, 2000). Autre exemple, la mutation
du résidu D290A de la lipase extracellulaireStaphylococcus simulassaccompagne aussi
d’'un changement significatif de la spécificité dddngueur de chaine des groupements acyles
(Sayariet al, 2007).
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Les travaux de Alam, publiés en 2006, portent s lipase hépathique humaine. L'auteur a
étudié les incidences de la modification et deulgpsession du domaine de type FLXLXXXn
(ou n est un résidu non polaire et X un acide amugconque excepté la proline) (Alah
al., 2006). La fonction de ce domaine n'a pas été&rasfant établie. Toutefois, il serait
impliqué dans les interactions de I'enzyme avecsdsstrat (Au-Young et Fielding, 1992). Il
a été identifié & plusieurs reprises chez les méenes (Lehner et Verger, 1997). Chez cette
lipase hépathique humaine, ce domaine correspadrattapeptide FLDLIADV et se situe
dans I'hélicea adjacente aux résidus catalytiques. La suppresigopette hélice. annule
I'activité lipolytique de I'enzyme. Le remplacemedtl résidu phénylalanine 417 par une
alanine entraine une réduction de l'activité de&gde I'enzyme a I'égard des esters solubles
et insolubles (Alanet al, 2006).

1.9. Classification des enzymes lipolytiques

Les enzymes sont généralement classées en fondgoteurs propriétés biochimiques
(spécificité de substrat, stéréosélectivité, pHnoak, température optimale, stabilité dans les
solvants). L'inconvénient de cette approche esktltpi’'ne permet pas de tenir compte de
toutes les protéines figurant dans les bases deédsnen raison du temps que requiert la
validation expérimentale. Les enzymes peuvent aissiclassées d’apres les homologies de
séquences établies par des alignements et desemgiylogénétiques. L'intérét de cette
seconde approche est qu’elle peut étre appliqliéasemble des données.

La classification des enzymes lipolytiques a torgatté complexe en raison des particularités
de ces enzymes. En effet, les estérases se sisgulapar leur diversité fonctionnelle, par

I'étendue de leur spécificité de substrat et lailylé homologie de séquence.

Les lipases, par exemple, partagent quatre sigstndtifs : une triade de résidus formant le
site actif, un mécanisme d’activation interfacialey volet amphiphile et la capacité de
catalyser I'’hydrolyse des acylglycérols a longueiices. Mais toutes les lipases ne possedent
pas ces quatre caractéristiques simultanémentui@eo#t, aucune de ces caractéristiques ne
constitue a elle seule un critere suffisant poasstr une enzyme dans la famille des lipases.
D’autres enzymes, comme les protéases a sérinaut(KtQ77; Craiket al, 1987) et les
cutinases (Martineet al, 1994; Longhi et Cambillau, 1999), possédentedgaht la triade
catalytique S/D/H. La cutinase deusarium solanipeut hydrolyser des triacylglycérols a
courtes et longues chaines (Mannextsa, 1995).
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En 1998, Schmid et Verger suggérent qu’il est plysroprié de classer une enzyme parmi les
lipases selon qu’elle hydrolyse ou non des acyfglyls a longues chaines (Schmid et Verger,
1998). La lipase dBacillus subtilisest une petite enzyme d’environ 19,3 kDa, qui og&spde
pas de volet amphiphile et ne montre pas d’actwatnterfaciale aux interfaces eau/lipides.
Cette enzyme exerce un maximum d'activité hydrglygi sur les esters de glycérol et
d’acides gras a chaine de longueur moyenne (C&nmNéins cette enzyme se classe au sein
de la famille des lipases car elle catalyse atsgiiolyse d’esters de glycérol et d’acides gras

a longues chaines (van Pouderogeal, 2001).

Toutes ces exceptions rendent la classificationlidases délicate et aujourd’hui, un certain
nombre de classifications repose essentiellemaniesthomologies de séquences. En 1999,
Arpigny et Jaeger ont réparti en huit famillesdezymes lipolytiques bactériennes sur la base

d’homologies de séquence (Tableau 2) (Arpigny etjdg 1999).

Familles Caractéristiqgues

I Vraies lipases*
Il Lipases et estérases a motif G-D-S-L

11 Similaires (20%) aux isoformes plasmatiquerdgtacellulaire de la PAF-AH humaine
v Lipases hormonosensibles

V Similaires (20-25 %) aux déhalogénases, aux &mxydrolases

\i Petites estérases 23-26 kDa

VIl Grandes estérases 55 kDa

VI Homologues au-lactamases de classe C

Tableau 2 : Huit familles d’enzymes lipolytiques batériennes d’apres Arpigny et Jaeger, 1999.
*On définit par « vraies lipases » celles qui rassient toutes les caractéristiques (triade catplgti
activation interfaciale, volet et acylglycérolsogues chaines comme substrat de prédilection).

Plus récemment, la Lipase Engineering Database YL&[@té concue en vue de faciliter
I'étude des relations séquence / structure / foncties enzymes de la superfamille des
hydrolases a repliementp (Pleisset al, 2000). La LED est une base de données ou les
enzymes lipolytiques sont classées en différerdpslies. Sa conception repose sur la base
d’homologies de séquences établies a partir dafiggnts multiples globaux. La LED
constitue un excellent instrument d’analyse destioels existant entre les séquences,

structures et fonctions des lipases, carboxylestérat protéines proches.

En 2004, la LED rassemblait 3148 séquences comesmbd a 2313 protéines dont 35 % de
protéines hypothétiques et moins de 5 % de praéstreicturellement caractérisées (Fisher,
2004). Aujourd’hui la LED dénombre 6138 séquencesrpt322 protéines. Les séquences

sont agencées en trois niveaux hiérarchiques quti:sla séquence elle-méme, la famille
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d’homologues et la superfamille. Toutes les ségeemeontrant un haut degré de similitude
ont été classées en 103 familles d’homologues famedles d’homologues présentant, entre
elles, un faible mais significatif degré de sinitle ont été regroupées en 37 superfamilles
(Tableau 3). Les superfamilles ne présentent pasirdéarité de séquences significatives
entre elles (Fischer et Pleiss, 2003). Les aligmisnenultiples sont disponibles et les résidus

impliqués fonctionnellement sont annotés.

32



PARTIE | Synthese Bibliographique

Klasse Superfamilie Homologe Familie

GGGX abH1 - Carboxylesterases abH1.1 {Caenorhabditis elegans esterases 1)
abH1.2 {(Mammalian carboxylesterases)
abH1.3 {Mammalian bile salt activated lipase like}
abH1.4 {Acetylcholinesterases)
abH1.5 {Bacilius esterases)
abH1.6 {Alpha esterases)
abH1.7 {Juvenile hormone esterases)
abH1.8 {Drosophila glutactin like)
abH1.9 {Drosophila esterases)
abH1.10 (Miscellaneous)
abH1.11 (Caenorhabditis elegans esterases Il)
abH1.12 {Thyrogiobulin like)

GGGX abH2 - Yarrowia lipolytica lipase like abH2.1 {Yarrowia lipolytica lipase like}
GGGX abH3 - Candida rugosa lipase like abH3.1 {Candida rugosa lipase like)
GGGX abH4 - Moraxella lipase 2 like abH4.1 {Moraxella lipase 2 like)
abH4. 2 {Acinetobacter esterases)
abH4.3 (N-deacetylases)
abH4 4 (Bacillus sphaericus lipase like)
GGGX abHS - Hormone sensitive lipases abH5.1 {Homone sensitive lipases)
GGGX abHS - Brefeldin A esterase like abHE.1 {Brefeldin A esterase like)
GX abH7 - Moraxella lipase 3 like abH7.1 {(Haemophilus influenzae lipase like)
abH7 2 (Moraxella lipase 3 like)
GX abH8 - Cytosolic Hydrolases abH8.1 {soluble bacterial epoxide hydrolases 1)

abHB8.2 {scluble bacterial epoxide hydrolases i)

abHB8.3 {soluble mammaiian epoxide hydrolases)
abH8.4 {soluble plant epoxide hydrolases)

abH8.S {zoluble haloalkane dehalogenases)

abH8.8 {miscellansous)

abH&.7 {soluble epoxide hydrolases (betab))

abH3 8 {soluble meta cleavage compound hydrolases 1)
abH8.8 (soluble non-heme peroxidases)

abHE.10 (soluble haloalkane dehalogenases (betag))
abHS8.11 {scluble meta cleavage compound hydrolases 1)
abH8.12 (Enol-lactone hydrolases)

abHB8.13 (soluble esterases ! lipases / peptidases)
abH8.14 (Ceg1/Tafli250-interacting factor B like)

GX abH8S - Microsomal Hydrolases abH9.1 {microsomal epoxide hydrolases)
abH9.2 (BicH protein like)
abH9.3 {Proline iminopeptidases)

GX abH10 - Uncultured crenarchaeote abH10.1 {uncultured crenarchaeote)

GX abH11 - Carboxylesterases abH11.1 (Bacilius carboxylesterases)

abH11.2 (Mycoplasma lipases)

abH11.3 (Themotoga maritima esterase like)
GX abH12 - Hydroxynitrile lyases abH12.1 (Hydroxynitrile lyases)

abH12.2 (Arabidopsis thaliana esterases Il)

abH12.3 {Arabidopsis thaliana esterases [}

GX abH13 - Bacterial esterases abH13.1 (Bacterial esterase)
GX abH14 - Gastric lipases abH14.1 {Lysosomal acid lipases)
abH14.2 (Gastric lipases)
GX abH15 - Burkholderia lipases abH15.1 (Staphylococcus aureus lipase like)

abH15.2 (Burkholdena cepacia lipase like)

Tableau 3 : Liste des superfamilles et familles ddmologues figurant dans la Lipase Engineering
Database(Fischer, 2004)

Nomenclature abHn.m ou abH signifie alpha beta dlgde, suivi par le numéro attribué a la
superfamille n, séparé du numeéro de la famille giblmgues m par un point.
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abH15.3 (Saccharomyces cerevisiae lipase 2 like)
GX abH 16 - Streptomyces lipases abH16.1 {Streptomyces lipases)
GX abH17 - Chiorofiexus aurantiacus lipase like abH17.1 {(Chloroflexus aurantiacus lipase like)

GX abH18 - Bacillus lipases abH18.1 {Bacilius lipases)

GX abH19 - Thioesterases abH19.1 (Palmitoyl-protein thioesterase 1 like)
abH19.2 (Palmitoyl-protein thicesterase 2 like)

GX abH20 - Lipoprotein lipases abH20.1 {Hepatic lipases)

abH20.2 (Lipoprotein lipases)
abH20.3 {Pancreatic lipases)

GX abH21 - Bacterial esterases abH21.1 {Chlorobium esterases)
abH21.2 (Rickettsia conorii esterase like)
abH21.3 {Pesudomonas esterases)
abH21.4 (Carboxylesterases)
abH21.5 (Nostoc sp. esterase like)

GX abH22 - Lysophospholipase abH22.1 {Carboxylesterases)
abH22.2 {Microbulbifer degradans esterase like)
abH22.3 (Lysophospholipase)
abH22 4 {Arabidopsis thaliana lysophosolipases)
abH22.S (Arabidopsis thaliana proteins)
abH22 .8 Trypanosoma brucei lysophospholipase like)
abH22.7 {Homo sapiens lysophospholipase like)
abH22.8 (Schizosaccharomyces pombe lysophospholipase like)
abH22.8 {Saccharomyces cersvisiae proteins)

GX abH23 - Filamentous fungi lipases abH23.1 (Rhizomucor mihei lipase like)
abH23.2 (Saccharomyces lipase like)
GX abH24 - Pgseudomonas lipases abH24.1 {Pssudomoenas lipases)
GX abH25 - Moraxella lipase 1 like abH25.1 {(Moraxella lipase 1 like)
GX abH286 - Deacetylases abH26.1 (Deacetylases)
Y abH27 - Dipeptidy! peptidase 1V like abH27 .1 (Dipeptidy! peptidase IV like)
Y abH28 - Prolyl endopeptidases abH28.1 {Propyl endopeptidases)
¥ abH29 - Dipeptidyi-peptidases abH23.1 (Dipeptidyl-peptidases)
Y abH20 - Cocaine esterases abH30.1 {Cocaine esterases)
GX abH31 - Dienlactone Hydrolases abH31.1 {(Xanthomonas dienelactone hydrolases)

abH31.2 (Carboxymethylenebutenclidases)

abH31.3 (Caulobacter dienelactone hydrolases)

abH31.4 {Nostoc dienelactone hydrolases)

abH31.5 (Salmonelia carboxymethylenebutenolidase)
abH31.6 {Agrobacterium carboxymethylenebutenclidase)
abH31.7 {(Rhodococcus dienelactone hydrolases)

GX abH32 - Xylanase esterases abH32.1 (Xylanase Z esterase domain)
abH32.2 (Xylanase Y esterase domain)
GX abH33 - Antigen 85 abH33.1 (Antigen 85-C)
abH33.2 (Antigen 85-A)
abH33.3 {Antigen 85-B)

GX abH34 - Lysosomal protective protein like abH34.1 (Lysosomal protective protein like)
abH234 2 (Serine carboxypeptidase |l like)

GX abH35 - Acyl-transferases abH35.1 (Acyl-transferases)
GX abH38 - Cutinases abH36.1 (Colletotrichum cutinases)
abH36.2 (Botryotinia cutinases)

abH36.3 (Fusarium cutinases)
abH36.4 (Mycobacterium cutinases)
GX abH37 - Candida antarctica lipase like abH37.1 {Candida antarctica lipase B like)

Tableau 3 (suite)
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Les protéines ont également été réparties endlasses, GX, GGGX et Y, selon la séquence
et la structure du puits oxyanionique (Pleists al, 2000). La classe GX regroupe 27
superfamilles, 79 familles d’homologues, 3623 ségas et 349 structures. Le résidu X a
I'origine du puits oxyanionique est bien conservé teujours précédé d’une glycine
strictement conservée. Cette classe comprend palecnent des lipases de bactéries et de
champignons, des lipases eucaryotes (lipases bfépati pancréatiques, gastrigues, des
lipoprotéines lipases et des lipases acides lysake®)y des cutinases, des phospholipases et
quelques peroxydases. La classe GGGX comprend 6Gerfagplles, 20 familles
d’homologues, 1780 séquences et 167 structuregdidu responsable du puits oxyanionique
fait partie d'un motif bien conservé GGGX ou X est acide aminé hydrophobe. La classe
GGGX rassemble plutdt des estérases bactérieneesi-@stérases, des carboxylestérases,
des lipases activées par les sels biliaires, dpasds hormones dépendantes, des
acétylcholinestérases et des thioestérases. Laeclds (peptidases et cocaine estérases)
rassemble 4 superfamilles, 735 séquences et 58s®a ou le puits oxyanionique est formé
par le groupe hydroxyle de la tyrosine, résidu &ment conservé a travers les 4
superfamilles. La Figure 11 présente ces difféeentéasses sous forme d'un arbre
phylogénétique proposé par Fisher en 2@®t.arbrene coincide pas nécessairement avec les
relations évolutives des organismes. En effet, @’part, les séquences d’'une méme famille
d’homologues appartiennent a des organismes tfi&ettits. D’autre part, les séquences de
carboxylestérases ou de lipases provenant d’un noggamisme sont dispersées a travers les

superfamilles et les familles d’homologues.

35



PARTIE | Synthése Bibliographique

— abHEL. 61
[ abHEZ. 61
| abHE4. 61
| abHE1.82
| abHE1.83
| abHE1. @4
[ abHE1. 65
[ abHE1. 66
| abHE1.G8T
[ abHei.ee GGG class
| abHE1.82
[ abHEZ. 81
[ abHE1. 16
abHEL, 11
[ abHe1. 12
— abHE4. 82
[ abHE4. B3

L abHES. 51
abHBE . 31
— abHB7.B1
|- abHE7. 82
|- abHES. 81
|- abHBS. B2
|- abHeS. B3
|- abHBS. B4
| abHBS. BS
|- abHES. 85
|- abHES. 87
|- abHBS. B2
|- abHES. B3
|- abHBS. 180
|- abHBS. 11
|- abHES. 12
|- abHES. 12
|- abHBS. 14
|- abHES. B1
|- abHBS. B2
L abHBS. B2
abH18.81
abH11.@1
abH11.82
abH11.@3 5¥ class
abH12.81
abH1Z.82
L abH1z.83
abH13.81

SBH15. 82
abH15.83

abH1E. 81

abH17.51

abH12. 61

abH13. 51

—— ZbH19. 62
abH28. 81
abH2E. 52

L SbHze. 63

— SbHZ1.61
[ SbHZ1. 62
[ SbHZ1.8%
[ sbH21.84
[ SbHZ1.85
[ SbH2Z. 81
[ SbHZZ. 62
[ SbHZZ. 6%

|— abHzZ. 85

[ abHzz.87
[ abHzz. 65
[ abHzz. 69
abHZ3. 81
L abH23.82
L L abHz4.81
abHz5. 81
— abHZ6. A1
[ SbHE7. 61
abHzE. 81

—abHzo.gl 1 Class
L abH30.81
abH31.81
abH31.62
abH31.63
abH31. 84
abH31.85
abH31. 86
abH31.87
— abH3Z. 81

L abHZZ.82
4{ abH33. 81
[~ abH3z. 02
L abHzz.82
abH34. 31

[ aohid.nz  GX class
abH3S. 81
abH36. 81
abH3E. B2
abH3E. B3
L abHze. @4
abH37. 81

Figure 11 : Arbre phylogénétique desydrolases a repliemeni/p (Fischer, 2004).
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Une autre base de données consacrée aux lipaaes estérases microbiennes, la MELDB
(Microbial Esterases Lipases Database), a vu le ¢gpu 2006 (Kanget al, 2006). Cette

nouvelle classification utilise les relations entes propriétés biochimiques et les régions
conservées fonctionnelles. Dans cette étude, leymes ont été classées d'apres des
alignements locaux sur les régions conservéesrdggens ont été divisées en deux groupes,
les domaines connus et les régions conservéesdtdio inconnue. Cette approche difféere de
celles qui, traditionnellement, se fondent sur dégnements globaux et des calculs de
distance. Elle permet de réduire les meéprises @duwes mauvais alignements de régions
éloignées ou différentes. La MELDB recense 402raséSs et 481 lipases, issues de 257
souches, et réparties respectivement en 20 etn3illds. Les groupes générés par la MELDB
correspondent globalement a ceux de la LED. Toigtefes différences significatives ont été

observées dans la composition des sous-groupesg @€ah, 2006).

1.10. Les enzymes lipolytiques de microalgues

Les lipases et les carboxylestérases sont des eszyas étudiées, tant d’un point de vue de
la relation structure/fonction, que de la régulatite la synthese. Mais cette affirmation n’est
valable que si I'on considere les enzymes lipolyig d’origine animale, végétale, bactérienne
ou fongique. La connaissance des enzymes algdlexte8mement réduite et fragmentée car
tres peu de travaux leurs ont été consacrés. Aoag Aucune enzyme lipolytigue de
microalgue n’a été purifiée et caractérisée d’uimtpde vue biochimique.

En revanche, la présence d’enzymes lipolytiquesicipalement des phospholipases, a été
établie a quelques reprises par des mesures dféstsur des extraits d’algues bruts ou des
extraits protéiques. Les travaux de Bilinski déentv la détection biochimique d’une
phospholipase C chez la microalgue marienochrysis lutheri(Bilinski et al, 1968).
L’activité de I'enzyme a été mesurée a partir d'aix$ protéiques totaux. L’'enzyme catalyse
I'hydrolyse de la phosphatidylcholine marquée-dli et libére de la phosphorylcholine. Cette
phospholipase C n'a pu étre purifiée par manquend&riel algal. Cependant les extraits
bruts utilisés ont montré une activité non néglideaet reproductible. L'activité d’une
phospholipase D a également été détectée chez tmoalgue rouge unicellulaire
Porphyridium cruentumL’activité enzymatique a ici été estimée sur gests cellulaires
obtenus par sonication puis incubés avec de lzhldei marquée alf’C. La libération de
choline témoigne de I'action d’une phospholipas@btia et al, 1970).
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Des activités lipolytiques ont aussi été obsenates Dunaliella salina(Roessler, 1990) et
Skeletonema costatu(Bergé, 1996). Chez la diatomééalassiosira rotula c’est I'action
d’'une phospholipase Aqui a été détectée (Pohnert, 2002). Chez la ngwed. galbang
une activité lipolytique endogene a, dans un pretemps, été suspectée suite a I'observation
d’acides gras libres dans les lipides totaux (Pois$999). Des travaux menés au laboratoire
en 2005, ont confirmé cette hypothése avec la prisévidence d’activités glycolipasiques et

phospholipasiques intracellulaires chegalbana(Devos, 2005).

2. Les microalgues marines

2.1. Les microalgues marines dans la Biosphere

Les microalgues font partie des premiers organiswiemts apparus sur notre planete. Ce
sont des organismes photosynthétiques unicellslaires microalgues jouent un réle majeur
dans les écosystemes marins, en tant que prodsigigaraires. Les microalgues forment le
phytoplancton qui est a la base de nombreuses ehalimentaires. L’embranchement des
Haptophyta, auquel se rattache la microaldgmchrysis galbanaforme, avec celui des

Ochrophyta (diatomées) et des Dinophyta (dinoflaéggl I'un des trois principaux groupes
eucaryotiques phytoplanctoniques marin. Les hapteghappartiennent majoritairement au

nanoplancton.

A I'échelle de la planete, les algues microscomguarines sont impliquées dans des cycles
biogéochimiques fondamentaux comme ceux du carbbdea soufre et participent ainsi a la
régulation du climat global (Simo, 2001). Mais @lption d’origine anthropique fragilise cet
équilibre et amplifie les phénomeénes de prolifératies microalgues. Lorsque les conditions
nutritionnelles et lumineuses sont réunies, ilvarrque les microalgues se multiplient et
atteignent une densité importante (blooms), aljastu’a créer des zones d’anoxie pour la
faune aquatique. Ces floraisons phytoplanctonigoes d’autant plus inquiétantes lorsque les

algues incriminées sécrétent aussi des substamdqads (Maso et Garces, 2006).

Malgré leur importance écologique majeure, les aagilgues restent peu connues par manque
de données biologiques. Devant la nécessité d'&pmio les connaissances sur les
organismes vivants et leurs milieux, pour préselaativersité biologique et les écosystemes
et pour développer la valorisation commerciale oésroalgues, plusieurs programmes de
recherche internationaux se sont mis en place. &opg, par exemple, les efforts de
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recherche se sont focalisés sur la biologie, |@giel et la génomique des haptophytes avec
les projets CODENET (Coccolithophorid Evolution&wpdiversity and Ecology Network) et
EHUX (Emiliania huxley) (Harris, 1996).

2.2.L’histoire évolutive des microalgues

Les microalgues possedent un noyau, nettement itlpar une membrane, et des organites
intracellulaires (plastes et mitochondries). L'étan moléculaire de leur patrimoine
génétique est unique. lllustrée dans ce paragraghss, verrons gu’elle se fonde notamment

sur des transferts de genes endosymbiotiques alganti a la formation de génomes inédits.
2.2.1. L’origine symbiotique et procaryotique des |astes

Les microalgues partagent une origine évolutive roome basée sur la théorie de
I'endosymbiose. Cette théorie évolutive s’appuie l$iypothese de l'origine symbiotique et
procaryotique des mitochondries et des plastesdiiar 1992). Dés la fin du XX siécle,
guelques scientifiques suggerent que les plastesutdht de bactéries qui auraient vécu en
symbiose dans des cellules primitives aprés avdiridgérées. Des années plus tard, les
techniques d’analyses modernes et notamment lésitees de biologie moléculaire ont
conforté ces observations en confirmant les lieaspdrenté entre ces organites et les

procaryotes.

Les fondements de I'origine endosymbiotique et argatique des plastes s’appuient sur des
ressemblances structurales, biochimiques et maliéesl entre les cyanobactéries et les
plastes de cellules eucaryotes actuelles (Seladsas=aux-de Goér, 1997). Les plastes sont
des organites indépendants. Ils proviennent togjdarla division d’un plaste préexistant, a la
différence des autres organites intracellulaires jplastes possédent leur propre génome (Ris
et Plaut, 1962). Cet ADN ressemble a celui desgmyates : il consiste en plusieurs copies
identiques d’'une molécule circulaire. On a décousessi des géenes homologues de génes
bactériens dans le génome des plastes (Reith ehdlland, 1993). Les génes de ces
organites ont la méme structure que ceux des pmtes (méme zone promotrice). Les
ribosomes des plastes sont plus petits que cewytdplasme. lls ont en fait la taille et la
composition en ARN des ribosomes de procaryotes plastes sont délimités par une double

membrane : une membrane interne dont la composiifpatique est proche de celle des
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membranes bactériennes et une membrane extermededa membrane plasmique de I'héte

qui entoure la bactérie lors de sa pénétration aosllule.

L’endosymbiose n’est pas un phénoméne rare. Aetmelht, certaines especes de bactéries et
d’algues unicellulaires sont impliquées dans desa@ations symbiotiques et vivent dans le
cytoplasme d’eucaryotes pluri ou unicellulairesest’ souvent le cas chez les cnidaires
comme les anémones et les coraux. L’'anémone deComaylactis giganteapar exemple,
abrite dans ses cellules des algues photosyntlkeséti@les zooxanthelles) qui approvisionnent
'anémone en molécules organiques. Le dinoflaged¢mbiodinium sp.participe au
développement des récifs coraliens en assurantalesfert du carbone fixé aux tissus
coralliens (Selosse, 2006).

2.2.2. L'origine endosymbiotique des microalgues

Apparues, il y a plusieurs centaines de milliorendées, les microalgues seraient issues de 1
a 3 phénoménes successifs d’endosymbiose car pdasses sont entourés de plusieurs
membranes (Keelingt al, 2004). Les haptophytes, dont les plastes sordustd de 4
membranes, auraient, au cours de leur évolutiomj Qu endosymbioses successives
(Delwiche, 1999) (Figure 12).

Une premiére association symbiotique, entre unetéhiac photosynthétique (une
cyanobactérie) et un eucaryote primitif non phottisgtique, serait a I'origine de I'existence
des algues rouges unicellulaires (Figure 12A). mesnbranes photosynthétiques des plastes
des algues rouges évoquent fortement les thylagdidebactéries photosynthétiques. Les
lipides caractéristiques des plastes se retrouégakement chez les cyanobactéries. Enfin,
I'équipement pigmentaire des algues rouges rappelle des cyanobactéries : chlorophylle a

et phycobiliprotéines.

Une deuxiéme endosymbiose, entre un eucaryote phutetique (une algue rouge) et un
eucaryote non photosynthétique, aurait permis Baipn de plusieurs lignées de
microalgues, comme les cryptophytes, les hétéralsoat les haptophytes (Figure 12B). Les
haptophytes possedent, en effet, un ou deux plastesirés de quatre membranes, qui, de
I'extérieur vers lintérieur, correspondraient aeumembrane de séquestration de I'hote
secondaire, une membrane du symbiote secondaalgud internalisée), une membrane de
I'héte primaire, une membrane du symbiote prim@aeyanobactérie).
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L’étude de la cryptophyt&uillardia thetaa fortement contribué a I'approbation de l'origine
symbiotiqgue secondaire des plastes a quatre mesthides microalguess. thetaest une
petite algue unicellulaire, dont le plaste ne s$eran fait, qu’'une algue rouge régressée
(Douglas et Penny, 1999). Le plaste a 4 membraeda dryptophyte contient un restant de
reticulum d'algue rouge et 'espace entre f3°2t la 3™ membrane comporte un organite
contenant de I'ADN, le nucléomorphe. Le génome dicléomorphe a été entierement
séquenceé (Douglast al, 2001) ; il est constitué de trois petits chronmes dont les genes
sont proches de ceux des algues rougeshetacontient donc quatre génomes distincts situés
respectivement dans le noyau cellulaire, dans amondrie, dans le noyau vestigial ou
nucléomorphe de I'algue internalisée et dans Istplde I'algue internalisée.

Des incertitudes persistent cependant, notammentosdre d’apparition et I'indépendance
des évenements d’endosymbiose. Les analyses phgigéges actuelles tendent a conforter
I'idée que les plastes des haptophytes, des crigptep et des hétérokontes dériveraient

d’endosymbioses secondaires indépendantes.
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2.2.3. Les transferts de genes

La symbiose jouerait un réle important dans I'étiolu des organismes vivants en créant tres
rapidement des organismes chimériques a l'origsmbgihées nouvelles (Selosse et Loiseaux-
de Goér, 1997). En rapprochant des partenairegreliffs et complémentaires, elle favoriserait
les transferts de génes et créerait de nouveaurngEn (Figure 13). Les microalgues
disposeraient donc d’'un patrimoine génétique oaigiheur génome serait le résultat de
transferts de géenes qui se seraient produits, guehandosymbiose, entre les génomes
nucléaires, chloroplastiques et mitochondriauxtdies et des endosymbiotes (Hacketal,
2004; Liet al, 2006).

A B Plantes

(),

MT
Algues vertes
Algues rouges Glaucophvtes
. Cyancbactéries (CB) phyt

Endosymbiose %
primaire

\ Cyanobactéries

D

Chromalveolates

Algues vertes

transter de génes

Algues rouges

.,--""

Endosymbiose
secondaire

Glaucophytes

Cyanobactéries
Algues rouges

Plantes

dgues vertes  Land plants Chromahveolates

A gues rouges Alveolates

Glaucophytes Stramenopiles
= Haptophytes
~q:“‘:.vl: ryptophytes

Champignons

Metazoans Autres eucaryotes

Endosymbiose secondaire

Figure 13 : Transferts de génes endosymbiotiquesapres Li et al, 2006.

Les transferts de génes sont indiqués par deseffenbires. A) Endosymbiose primaire entre une
cyanobactérie et un protiste hétérotrophe avecsfeande genes de la bactérie vers le noyau du
protiste. C) Endosymbiose secondaire d’'une algugaolLe noyau de 'algue rouge endosymbiote a
disparu chez tous les chromalveolates exceptériggophytes. Tous les membres de la lignée des
chromalvéolates possédent des genes issus deel’alguge internalisée. B, D et E) Arbres
eucaryotiques simplifiés illustrant les principaléegnées de microalgues. MT : mitochondrie, N :
noyau, CB : cyanobactérie, PL : plaste.
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D’un point de vue génétique, les microalgues samtcdires probablement des organismes

sources d’'innovations et de spécificités génétigues

2.3. Position phylogénétique des microalgues

L’établissement des relations phylogénétiques eleseorganismes a longtemps reposé sur
des considérations morphologiques et biochimiq@ette premiére approche avait permis,
avec un certain succes, la différenciation de neo®s lignées sans pour autant permettre de
résoudre les liens existants entre ces lignées.’ofigihe de nombreuses avancées
scientifiques, la biologie moléculaire a égalenténblutionné la phylogénie, dans les années
1990. Au départ, les arbres étaient générés a parti seul géne, qui, le plus souvent, était le
géne codant pour la petite sous-unité de 'ARN sdoique (SSU rRNA). Aujourd’hui la
construction des arbres phylogénétiques combinevarnété de données de toutes natures.

Les microalgues constituent un groupe d’organispodgohylétique. Bien qu’elles soient des

organismes photosynthétiques, leur histoire éwmuist fondamentalement différente de
celle des végétaux terrestres. Cing grands groopgexctérisent la diversité des eucaryotes
(Figure 14). L'ordre d’apparition des divergencemme@ure encore incertain : c’'est le cas

lorsque plusieurs branches émergent simultanément.
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Figure 14 : Arbre phylogénétique des lignées eucanyes d’'apres Keelinget al, 2005

Cet arbre a été construit a partir de données mtogigues, biochimiques et moléculaires. Les
principaux groupes de microalgues sont soulignésege et répartis dans trois ensembles différents
les alveolates, les stramenopiles, les haptoplsttéss cryptomonades qui forment I'ensemble des
Chromalveolates, les algues rouges, les algueesvest les glaucophytes qui appartiennent a
'ensemble des Plantae et les euglénes. La flemingerindique la lignée des microalgues haptophytes
au sein de laquelle se clagsechrysis galbana

Les chromalvéolates concentrent la grande divedsigémicroalgues parmi lesquelles figurent
guelques groupes majeurs comme les diatomées,ineflagellés et les coccolithophores
(haptophytes). A [lorigine, la classification desrganismes dans le groupe des
chromalvéolates était principalement basée sur rizsgmce de plastes, vestiges de la
régression d’'une algue rouge, aprés une endosymisiesondaire (Cavalier-Smith, 1998).
Depuis, les arbres, congus, par exemple, a parie 8SU rRNA ou de protéines cytosoliques

codées par des génes nucléaires, ont entérinéjtaitdaes lignées de chromalvéolates (Van
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de Peer et De Wachter, 1997; Baldatu&l, 2000; Harpeet al, 2005). Au sein de ce groupe,
les haptophytes forment une lignée eucaryotiquindts et relativement éloignée des algues
stramenopiles (diatomées) et des alvéolates (digeles) en dépit des similitudes de

I'ultrastructure des plastes et de la pigmentation.

2.4. Microalgues et génomique
2.4.1. Banques génomiques et collections d’ADN cofémentaires (ADNCc)

La maitrise des techniques de biologie molécuktile développement de la bioinformatique
ont favorisé I'isolement, le séquencage et I'antmtafonctionnelle des génomes ou des
collections d’ADNc. On assiste aujourd’hui a uneplegion de linformation génétique

disponible. Depuis une décennie, les programmesedaencage génomique de microalgues

se développent (Grossman, 2005; Grossman, 2007).

Les génomes des organites intracellulaires et péuculierement les génomes des plastes
sont aujourd’hui disponibles pour un grand nombkgardcroalgues, comme par exemple, la
cryptophyteGuillardia theta(Douglas et Penny, 1999), la diatom@dontella sinensig¢Chu

et al, 2004), l'algue rougeCyanidium caldarium(Glockner et al, 2000) ou encore
I’'haptophyteEmiliania huxleyidont les génomes de la mitochondrie (Sanchez d&eatHdl,
2004) et du chloroplaste (Sanchez Puettal, 2005) ont été intégralement séquencés. Le
génome mitochondrial &. huxleyi(29013 pb) code 21 protéines dont 14 composanta de
chaine respiratoire et 5 protéines ribosomalesuAwde ces genes ne contient d’'introns. 27
genes d’ARN sont également présents ; ils codegtdade et la petite sous-unité de 'ARN
ribosomique et 25 ARNtLe génome chloroplastiqué’E. huxleyi(105309 pb) code 110
protéines impliquées dans la photosynthese (soiissurdes photosystémes | et I,
phycobiliprotéines), le métabolisme énergétiqueot@pnes de la chaine du transport
d’électrons, protéines impliquées dans la syntdéS€P, dans le métabolisme du pyruvate et
de l'acétyl-CoA), la transcription (ARN polyméraseggulateurs), la traduction (protéines
ribosomales, facteurs d'initiation, d’élongationd, biosynthése d’'acides aminés, d’acides
gras, de la chlorophylle, de cofacteurs et de ¢anb@tes, le transport, la division cellulaire,
le repliement des protéines, les voies de secrdaotetoxification et la dégradation. En plus
de ces 110 génes codant des protéines, 2 copiegedes codant 'ARN 5S, les petite et
grande sous-unités de I’ARN ribosomique sont presen
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Les connaissances génomiques a I'égard des mioesmkpnt cependant encore tres limitées
car pour l'instant seulement six projets de séqagagu génome nucléaire de microalgues
ont été menés a terme. C’est peu par rapport &éasité et a 'importance écologique de ces
organismes. Les projets achevés concernent l'alguge primitiveCyanidioschyzon merolae
(Matsuzakiet al, 2004; Misumiet al, 2005), deux diatoméeBhalassiosira pseudonana
(Armbrust et al, 2004) et Phaeodactylum tricornutum(Scala et al, 2002), deux
prasinophyte®©streococcus taur{Derelleet al, 2006) etOstreococcus lucimarinugalenik

et al, 2007) et la microalgue vertéhlamydomonas reinhardt{Merchantet al, 2007).Les
principales caractéristiques de leurs génomes répeirtoriees sous forme statistique dans le
Tableau 4. Ces microalgues appartiennent a desipbwlistincts et parfois éloignés de celui
des haptophytes. Mais le séquencage et I'annotaliogénome nucléaire de I'haptophyte
Emiliania huxleyj espéce voisind’l. galbang sont, actuellement, sur le point d’étre achevés

(http://jgi.doe.gov/sequencing/DOE microbes2003ljitm

C. P. T. C. 0. 0.

merolae | tricornutum| pseudonana reinhardtii tauri lucimarinus
Taille du génome en Mpb 16,52 31 34,27 121 12,56 13,2
Nombre de chromosomes 20 33 24 17 20 21
Nombre de génes 5331 10681 11 242 15143 7892 7651
Exons par géne NC 1,8 2,5 8,33 1,57 1,27
Geénes avec introns (%) 0,5 NC NC 92 39 NC
Longueurs moyennes ef
pbouen aa:
Geéne 1552 1572 1745 4312 1245 1284
Transcrit 1543 1465 1556 1580 1175 1234
Exon NC 824 613 190 750 970
Intron 248 138 125 373 126 187
Protéine NC 453 498 NC NC NC

Tableau 4 : Quelques données statistiques relativasix génomes nucléaires de microalgues.
Ces informations proviennent soit de la littératigeit des bases de données consultables en ligne.
NC : données non communiquées.

Parallelement aux banques génomiques, les bangdesld, qui compilent des étiquettes de
séquences transcrites (EST), se sont aussi mééfpliLes EST sont de courts fragments
d’ADNCc sélectionnés aléatoirement puis séquencéseff@ament sur une longueur de 300 a
600 nucléotides, ce qui est suffisamment long pawactériser les génes sans ambiguité. Le
séquencgage se fait & partir de I'une ou l'autreed@emités, parfois au sein de 'ADNc. Les
EST représentent les genes exprimés dans uneecdluln temps donné. Les banques

d’ADNCc sont plus simples a concevoir et moins onses que les banques génomiques, elles
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sont donc plus nombreuses. A ce jour, quatre nmigwea de I'embranchement des
Haptophyta ont fait I'objet de ces projets de ségage partiel Pavlova lutheri(Keeling,
2006) de la classe des Pavlovophyceae et troicespie la classe des Prymnesiophyceae, la
prymnesialePrymnesium parvuniLa Claire, 2006) et les isochrysidalEsniliania huxleyi
(Wahlundet al, 2004) etisochrysis galban@Keeling, 2006). Seuls 36 % des 1523 ESE.d’
huxleyi analysés présentent des homologies significatives ks séquences indexées dans
GenBank. La majorité des séquences (64 %) montreopepas de similarités de séquences
significatives avec les données existantes ce gum@t d’envisager la présence de nouveaux
genes (Wahlunét al, 2004).

2.4.2. Les apports de la génomique

La génomique comparative consiste a comparer leséls de séquences. En évaluant les
différences et les similitudes entre les microasgee les autres eucaryotes, on obtient des
indications sur l'origine, I'évolution et le fonotinement de ces microorganismes. Connaitre
les genes d’'un organisme, c’est déja connaitreeunspn fonctionnement. Avec ces données
de séquences, on commence également a compreoidyanisation et le profil d’expression

des genes chez les algues.

Le séquencage complet du génome de la diatomfédassiosira pseudonare réveélé que,
d’'un point de vue moléculaire, les diatomées pariagles homologies de séquences avec
tous les types d'organismes. Pour la moitié dedépres de la diatomée, des scores
d’alignements tres élevés ont été retrouvés auesi &vec la plantérabidopsis thaliana
gu'avec la souridMus musculusu I'algue rougeCyanidioschyzomerolae(Armbrustet al,
2004).

2.5. Lipides et acides gras de microalgues
2.5.1. Les lipides

Les microalgues possédent trois grandes classépidies : les lipides neutres constitués de
triglycérides, d’acides gras libres, de stérolss gjlycolipides constitués essentiellement de
mono- et di-galactosyldiglycérides et de sulfoqugyldiglycérides ; et enfin les
phospholipides constitués surtout de phosphatidlitls et phosphatidyléthanolamines
(Alonsoet al, 1998).
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Certaines algues sont capables d’accumuler jus2fu® de leur poids sec en lipides neutres,
surtout en réponse a des modifications de leurremyement (concentration en azote,

salinité, température) (Murphgt al, 2001). Ces lipides de réserve sont stockés dass d

particules subcellulaires, les corps lipidiquess lipides accumulés dans ces gouttelettes
cytosoliques de 1 a 8 um sont majoritairement dglyt¢érides dont la composition en acides

gras est tres diversifiée (Liu et Lin, 2001).

Si les triglycérides constituent une forme de sapek d’énergie, les glycolipides et
phospholipides ont un réle structural. Les glyadigs sont associés exclusivement aux
membranes plastidiennes. Les plastes étant le sleg&a photosynthése, ces lipides se
retrouvent spécifiguement chez tous les organispmegosynthétiques. Les phospholipides

sont les constituants des membranes cellulaires.

2.5.2. Composition en acides gras des lipides algau

Les lipides de microalgues se caractérisent parpdefils en acides gras treés riches et
diversifiés (Alonscet al, 1998). De nombreuses études portant sur la catigrodes lipides
en acides gras ont révélé la présence, chez @staiicroalgues, d’acides gras polyinsaturés
(AGPI) en large guantité. Certains de ces AGPI dgpment a la série des oméga 3 (AGPI-
®3). C'est le cas de l'acide docosahexaénoique @223, DHA) et de lacide
eicosapentaénoique (C2@3, EPA) dont les effets bénéfiques pour la samé agjourd’hui

largement reconnus (Guesmetal, 2005).

Chez les haptophytelsochrysis sp et Pavlova lutheri on observe une distribution, en
pourcentage d’'acides gras des lipides totaux, déenpar les types C14:0, C16:0, C164,
C18:1m9 et C22:6w3 (Liu et Lin, 2001). Plus élevée chez les espdoegenrdsochrysis la
teneur en AGPI de type C18uD et de type C18 :43 varie de 15 a 32 % et de 15 a 24,9 %
selon la souche. Par contre, I'EPA, peu présent tdachrysis est trouvé en tres grande
guantité che®P. lutheri(21 %). L’'abondance en AGPI varie donc d’'une espelautre.

Dans la majorité des cas, ce sont les lipides madglycolipides et phospholipides) qui sont
riches en AGPI. Une étude a montré que ddamnochloropsis spl'acide gras majoritaire
est 'EPA (29 % des acides gras des lipides totalxgprésente 40 % des acides gras des
glycolipides (Sukeniket al, 1989). La méme tendance a été observée kthgalbana: le
DHA, qui est souvent 'AGPI majoritaire de cettausbe, représente jusqu’a 50 % des acides
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gras des phospholipides (Deves al, 2006). Certaines souches de dinoflagellés affiche
également cette aptitude : les glycolipides desmghes sont, a quelques exceptions pres,
riches en C18:403 et C18:5w3 et leurs phospholipides sont riches en DHA (Lebdlet
Chapman, 2000).

2.5.3. Fonctions biochimique et biologique des liges et acides gras algaux

Depuis longtemps, les lipides et les AGPI de mignaes représentent une véritable manne
pour les professionnels de l'aquaculture, de laitut animale et de la diététique. Les

microalgues ont donc fait I'objet d’études portant I'impact des facteurs abiotiques sur la
synthése des lipides et des acides gras et suongasition des lipides en acides gras.
Comme on va le voir, ces travaux constituent, Ement, un moyen d’appréhender, chez les

microalgues, I'importance de la lipolyse et du riokeé par les enzymes lipolytiques.
Défense chimique

Pour se défendre des prédateurs herbivores, leatgaoes ont concu des systemes de
défenses sophistiqués. Certaines espéces de deg@yrthétisent des aldéhydes toxiques qui
influent négativement sur la reproduction des copdép (lanoraet al, 1996; Banet al,
1997). En effet, ces composés stoppent la divisalulaire et favorisent I'apoptose chez les
embryons et les larves de copépodes (Adelpdl, 2004).

Chez la diatomé&halassiosira rotulaun stress mécanique, comme la sonication, gémere
élévation remarquable du taux d’aldéhydes qui aktarsque les algues ne sont soumises a
aucun stress. La sonication stimule aussi la ptomiud’AGPI dans la cellule. Selon l'auteur,
apres une agression, la diatonTdwlassiosira rotulainvestit son énergie métabolique dans
I'élaboration de phospholipides. Ces lipides pelsiisont ensuite rapidement hydrolysés
entrainant la libération d’AGPI, principalement dasides eicosanoiques. Or les acides
eicosanoiques sont impliqués dans la voie de hibége des aldéhydes en tant que
précurseurs de ces métabolites défensifs. L'inbibitles lipases s’accompagne d’une forte
diminution de la production d’aldéhydes (Pohne®d02).

Adaptation aux fluctuations environnementales

Des études récentes portant sur la microalgue w#dau douceParietochloris incisa

suggerent que, chez certaines espéces de micrealggetriglycérides (lipides neutres) ne
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seraient pas seulement un produit final du métainai lipidique, mais constitueraient un
réservoir d’AGPI pour la production rapide de phHuospides et de glycolipides
membranaires (lipides polaires) (Coletral, 2000; Khozin-Goldbergt al, 2005).

Les triglycérides de la chlorophytarietochloris incisasont naturellement riches en acide
arachidonique (20 : 46, AA). Cet acide gras représente 43 % des acides dps lipides
totaux de la microalgue. L'AA est majoritairementégent dans les triglycérides qui
constituent la classe de lipides dominante. Ledytriérides contiennent 43 % de I'AA total en
phase logarithmique de croissance de l'algue €w4&n phase stationnaire (Bigogabal,
2002a; Bigognoet al, 2002b). Une étude a permis d'établir une cor@tatentre la
diminution de la température du milieu de culturéeechangement de la composition en AA
des lipides neutres et polaires chirezincisa(Cohenet al, 2000). En suivant le parcours de
I'’AA marqué au'‘C, les auteurs de I'étude ont observé chez l'algulévée a 25 °C, un
niveau de radioactivité relativement stable aussi lochez les lipides neutres que polaires. A
12 °C, un rapide transfert de la radioactivité sedpit des triglycérides vers les lipides
polaires. A 4 °C le phénomeéne s’accentue (Figule Ab cours de cette expérience, le taux
de radioactivité mesuré ne faiblit pas et 'AA demeele seul acide gras radiomarqué a la fin

de I'expérimentation prouvant que les acides geasubissent pas de transformations.
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Figure 15 : Effet de la température sur la composibn en acide arachidonique des lipides neutres

et polaires deParietochloris incisad’aprés Cohenet al, 2000.

Les algues ont été cultivées une premiere foik a25 °C en présence d’acide arachidonique (20 :4
®6, AA) marqué ad*C, puis 12h 425 °C,a 12 °Ceta 4 °C.
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L’augmentation du degré d’insaturation des memiwalide a une baisse brutale de la
température est un phénomeéne connu depuis longtéPaperson, 1970). L'adaptation a de
soudaines chutes de températures inclut I'améiaratapide du contenu membranaire en
acides gras insaturés. Cohen et son équipe ont slaygeré que chez les algues riches en
AGPI-LC et dont I'habitat naturel est caractéris@r pdes changements rapides de
températures, les triglycérides riches en AGPI &rarent un réservoir en AGPI pour la

construction des membranes et pour améliorer Ie2dmsaturation de ces membranes.

Les microalgues peuplent une large variété de midwlogiques. Certaines especes ont
développé des stratégies d’adaptation a leur mitend¢agissent aux fluctuations des facteurs
abiotiques. Les variations de température, de isglidle luminosité ou de teneur azotée
influent notamment sur I'organisation de leur meamlar cellulaire. Les triglycérides formant
les corps lipidiques cytosoliques des microalguawiaient alors de tampon interne. En
fournissant rapidement des groupements acylesfipes, les triglycérides participeraient a
la réorganisation et a la stabilisation des memdggatans un environnement fluctuant. Ces
processus de transfert d’'acides gras des lipidadrase vers les polaires nécessitent

probablement I'intervention de lipases et de phobpases.

2.6. La microalguelsochrysis galbana

La microalguelsochrysis galbanaa été choisie comme modeéle d'étude par le LALUM,
principalement en raison de sa teneur élevée en.[BHA est au centre d’un projet relatif a la
valorisation de ses lipides. Le laboratoire trdeaiactuellement au développement de
procédés enzymatiques pour la production de phdipples structurés riches en DHA a

partir des lipides d. galbana

2.6.1. Organisation structurale, taxonomie et phylgénie

Les représentants de la division des Haptophytanue I'especé. galbang évoluent surtout
dans les milieux océaniques oligotrophes. Les lpgytes sont unicellulaires et appartiennent
majoritairement au nanophytoplancton. Toutes lpge@ss de ce groupe sont caractérisées par
la présence d’'un appendice multi-fonctionnel patige, 'haptoneme. Situé entre les deux
flagelles, il aurait un réle dans la détection 'davironnement extérieur et dans lI'adhésion au

substrat. L’haptoneme aiderait également a la pdbe des proies chez certaines espéces
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mixotrophes (Kawachet al, 1991). L’haptophyte toxiquBrymnesium parvupnpar exemple,
est une espéce a la fois capable de produire d&cuhes organiques par photosynthése et
capable d’incorporer par phagocytose des particdes grande taille et méme des
microorganismes planctoniques variés (bactériegispes) (Tillmann, 1998; Skovgaaed al,
2003; Tillmann, 2003). L'’embranchement des haptgshgompte environ 80 genres et pres
de 300 especes réparties en deux classes : Pakimese et Prymnesiophyceae. La classe
des Prymnesiophyceae décrite par Hibberd en 19W@eod quatre ordres différents : les
Isochrysidales, les Coccolithales (Schwarz, 19&2) Prymnesiales (Papenfuss, 1955) et les
Phaeocystales (Medlin, 2000) (Jordan et Chambed&@7).

Le genrelsochrysisappartient a I'ordre des Isochrysidales, défini pPascher en 1910.
L’especegalbanaa été identifiée pour la premiére fois par Bru€eight et Parke en 1939
(Figure 16). C'est une algue mobile qui possédexditagelles lisses, €gaux, insérés
apicalement et dont 'haptoneme est réduit. Lautkst recouverte d’écailles organiques a la
différence de I'espéce voisirtemiliania huxleyidont les écailles organiques sont, en plus,

recouvertes d’'un dép6bt calcaire constituant desttres particuliéres, les coccolithes.

Figure 16 :Isochrysis galband&arke, 1939.
A) Microscopie électronique a balayage, Observat@eanologique de Banyuls : photo M.J.
Chrétiennot-Dinet (Robest al, 2004).B) Microscopie photonique (Poisson, 1999).

Les arbres phylogénétiques montrent les haptophyd@sme un groupe monophylétique
stable. L'arbre de la Figure 17 souligne Iqujalbana, bien qu’elle ne soit pas une
coccolithophore, est trées proche de la coccolitboplt. huxleyi Les Isochrysidales sont
séparées des autres coccolithophores d’'un poirtidayénétique (géne codant pour la petite
sous-unité ribosomale 18S (Edvardstral, 2000), géne codant pour la grande sous-unité de
la rubisco (Fujiwaraet al, 2001) mais aussi par des propriétés biochimigees
ultrastructurales (Jordan et Chamberlain, 1997;efseh, 2004).
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Figure 17 : Arbre phylogénétique des haptophytes (@ardsenet al, 2000; Yoshidaet al, 2006).
L'arbre a été construit & partir des séquenceSMINr 18S et & partir des données morphologiques et
ultrastructurales disponibles.

2.6.2. Lipides, composition en acides gras et adt#& lipolytique endogene

La présence de corps lipidiques cl&achrysis spa été observée par microscopie optique et
par microscopie électronique (Liu et Lin, 2001)ldBeles auteurs, les corps lipidiques se
forment au sein des chloroplastes et plus précisEmans les thylacoides. Les granules
lipidiques apparaissent au cours de la phase desar@e d'une culture. Une partie des
granules lipidigues accumulés diffuse ensuite denscytosol formant des goutelettes

lipidiques dont la taille varie de 0,5 a 3 um, vies uniguement en phase stationnaire.
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Le profil en acides gras ld’'galbanaest relativement complexe puisqu’une dizaine desid

gras différents ont été détectés et recensés @able

Lipides totaux Lipides neutres Glycolipides Phodipides
Cl4 .0 18 % 11,8 % 21,4 % 23,7 %
C16:0 8,8 % 13,8 % 10,5 % 11,5 %
C18:1w9 13,5 % 15,8 % 13,0 % 9,4 %
C18 :2w6 4,3 % 5,3 % 4,6 % 1,5 %
C18 :3w3 11,4 % 11,0 % 15,4 % 0,8 %
C18 :4w3 9,5 % 12,7 % 10,9 % 0,5 %
C20 :4wb6 8,7 % 11,2 % 10,2 % 0,4 %
EPA 1,0 % 0,9 % 1,2 % 0,1 %
Cx:y 3,0% 1,5 % 1,9 % 59 %
DHA 13,5 % 7,3 % 3,1% 51,5 %

Tableau 5 : Profil en acides gras des lipides dochrysis galbanaultivée en bioréacteur de 300 L

(Devos, 2005).
L’acide gras noté Cx:y n'a pas été identifie. Seles analyses effectuées, antérieurement au

laboratoire, par chromatographie en phase gazeesecide gras serait un isomére de position du
C24 :1 (Devos, 2005).

Parmi les acides gras détectés chegalbang sept (C14:0, C16:0, C18@9, C18:3w3,
C18:4»3, C20:4w6 et C22:6w3) sont présents dans des proportions importaciepiises
entre 8,7 et 18 % des acides gras des lipidesxtdevoset al, 2006). Parmi les acides gras
essentiels de la série des oméga 3, le DHA (Ca3)pet 'EPA (C20:503) représentent
respectivement 13,5 % et 1 % des acides graspldeditotaux (Devost al, 2006). 75 % de
la quantité totale de DHA sont localisés dans lasspholipides, le reste étant réparti
équitablement entre les lipides neutres et lesogipides. Chez. galbang le DHA est I'acide
gras majoritaire des phospholipides qui constitaemic une fraction lipidique d’intérét pour

la valorisation de cet acide gras essentiel.

Chezl. galbanag des acides gras libres ont été observés parnlipieles, suggérant une
activité lipolytique endogene (Poisson, 1999). Dasaux plus récents ont montre, chez
galbang une activité lipolytique endogene dont l'actic@i€spécifiquement dirigée contre
les glycolipides et les phospholipides (Dewsal, 2006). L'étude du profil en acides gras
des phospholipides a révélé que le DHA, que I'ahmaférentiellement localisé en position
sn-2 des phospholipides, était libéré en plus gramaportion au cours de cette activité
enzymatique. Cette activité lipolytique inclut patberment une phospholipase de type A
(Devoset al, 2006).
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3. Applications industrielles des enzymes lipolytiges et
valorisation des lipides de microalgues

Le theme développé dans ce troisieme chapitrestiiul’importance et les attraits des
enzymes lipolytiques pour les industries biotecbgmues. De leur c6té, les microalgues
synthétisent un ensemble de molécules trés varias, propriétés scientifiquement et
industriellement reconnues. Les lipides algaux, gemple, représentent aujourd’hui une
opportunité intéressante de valorisation des algdass les domaines de la production de

biocarburants ou de compléments alimentaires aaredhAGPI essentiels.

3.1. Applications industrielles des enzymes lipolytiques

L'industrie enzymatique que nous connaissons adjbur résulte de I'évolution rapide de la

biotechnologie moderne des quatre derniéres déeribn permettant la production, a grande
échelle, d’enzymes a partir de souches de micromges préalablement sélectionnées, le
développement des procédés de fermentation a lantréduction des enzymes dans les
processus industriels. Aujourd’hui, avec Il'apporti dyénie géneétique, les enzymes

industrielles sont produites par des souches dmoriganismes modifiés génétiquement.

Les enzymes peuvent se substituer aux catalyseursguies et répondre aux exigences du
développement industriel durable. En effet, ellagnaentent I'efficacité de production et
réduisent, pour celles qui agissent a températurbiamte, la consommation d’énergie.
Beaucoup de procédés industriels fonctionnent é&ehtampérature ou haute pression ou dans
des conditions hautement acides ou basiques. La@ng@s enzymes permet d'éviter ces
conditions extrémes ainsi que l'utilisation de tdaccorrosifs, car elles agissent a des
températures modérées, a pression atmosphériqdanstdes conditions de pH proche du
neutre. Elles permettent aussi d’'obtenir des ptedisins déchets ou renfermant un minimum

de déchets bio-dégradables.

Apres les protéases et les carbohydrases, les eszlypolytiques sont le troisieme grand
groupe d’enzymes industrielles (Hasainal, 2006). La majorité des enzymes actuellement
utilisées en industrie provient de bactéries etltmpignons. Elles sont généralement plus
stables que les lipases végétales ou animales riHsisd, 2006). Les enzymes lipolytiques

sont des biocatalyseurs d’intérét car elles soptluas d’'agir préférentiellement sur une
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forme particuliere de lipide (sélectivité de su@Btr sur un acide gras déterminé
(typosélectivité), ou sur une configuration spatidbnnée (stéréosélectivité). Ces enzymes
ont également la faculté de distinguer les posstiexternes (1 et 3) et interne (2) du squelette

carboné du glycérol : c’est la régiosélectivite.

En 1988, la société Novozymes lance la productienlad premiere lipase recombinante
commerciale : la lipolase®. C'est le premier pradenzymatique fabrigué a l'aide de
microorganismes modifiés par manipulation génétigdans ce cas, le géne codant pour la
lipase du champignon ascomycé&igermomyces lanuginosaété cloné et exprimé chez son

cousin taxonomiquéspergillus oryzae
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Aujourd’hui, les lipases et les carboxylestérasast sitilisées dans de nombreux secteurs

industriels. Leurs principales applications sogroepées dans le Tableau 6.

Domaine industriel

Réaction

Exemples de produit ou
d’application

Nettoyage, Détergents

Hydrolyse des graisses

Lessives, détachants

Dissolution enzymatique deg

=

Industrie du papier Hydrolyse pitchs, blanchiment
écologique de la pate a papig
Blanchiment des tissus de typ
Textile Hydrolyse jean, modification des fibres
synthétiques (polyester)
Cosmétique Synthése, transestérificatign Soms'cutanes, cremes
amaigrissantes, parfums
Oléochimie Synthese des esters, hydroly;

(huiles et graisses)

Transestérification, hydrolyse

des graisses et de la |écithin

Chimie fine

Synthése énantiosélective

Synthése de substances
organiques

Dégradation des hydrocarburg
Traitement des déchets

Hydrolyse

Nettoyage des eaux contamin

ées

Production de biodiesel*

Transestérification

Esters de méthyle

Préparation des peaux,

Tannage Hydrolyse élimination des poils et de la
graisse

Synthése de lipides structurés

Alimentation Estérification meilleure qualité nutritionnellg

syntheése d’esters arématiqug

de

Applications médicales

Transestérification, hydrolyse

Lipides spécifiques, aides
digestives, action bactéricide

diagnostic

Tableau 6 : Applications industrielles des enzymelgpolytiques d’aprés Jaeger et Eggert, 2002,

Hasanet al, 2006.

* Ce domaine est actuellement I'objet de travauxetderche et n’a pas encore été transposé au stade

industriel.
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3.2. Valorisation commerciale des acides gras gbides de microalgues
3.2.1. Algocarburants

L’idée d'utiliser les microalgues comme source ddagrburants n’est pas récente mais tend a
devenir sérieusement considérée, avec I'épuiseenamiyen terme des ressources pétrolieres
et avec les problemes du réchauffement climatigfiealix combustibles fossiles (Chisti,
2007). Actuellement, le biodiesel est essentiellgmeroduit a partir d’huiles d’origine
végeétale. Mais cette filiere ne pourra couvrir & sleule tous les besoins énergétiques, car
pour produire les 49,35 millions de tonnes équiviapgtrole consommeés annuellement par le
transport en France, il faudrait cultiver 118 % ldesurface totale du pays en tournesol
(Danielo, 2005).

Comparées aux plantes, les microalgues réunisseneain nombre d’avantages. Elles se
multiplient rapidement (doublement de la biomasse 24 heures), le rendement
photosynthétique est beaucoup plus élevé et aupportaphytosanitaire n’est nécessaire.
Certaines souches de microalgues peuvent accuBlar80 % de leur poids sec en lipides,
bien que des teneurs comprises entre 20 et 50%tgaies communes (Tableau 7) (Chisti,
2007).

Teneur en lipides

Espéce (en pourcentage de la matiere séche)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Isochrysissp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77

Tableau 7 : Teneur en lipides de quelques especesmicroalgues d’aprés Chisti, 2007.
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Suite au premier choc pétrolier intervenu en 19€8, Etats-Unis ont été les premiers a
s'interroger sur la production de carburants aipafespeces de microalgues riches en
triglycérides. En 1978, le Department of Energy'Hic®@ of Fuel Development fonde un
programme de recherche, ’Aquatic Species ProgrsaiP], afin d’évaluer la faisabilité d’'une
production de biodiesel a partir de microalgueso{Br et Philipon, 1999). Aujourd’hui,
différentes entreprises et laboratoires de reclkembursuivent ce travail, en cherchant a
optimiser la bioproduction de la microalgue a lanpe et les techniques d’extraction. Par
exemple, en France, le projet Shamash, qui a dénwarr2006 et regroupe 8 équipes et
entreprises, a pour objectif de produire un biogeaabt sous forme de monoester méthylique a

partir de microalgues.

3.2.2. AGPI de microalgues, santé et alimentation

Les AGPI-LC de la série des oméga 3, comme I'EPAeeDHA, sont des acides gras
essentiels pour I'hnomme. Contrairement aux alguesim®s qui sont capables de les
synthétiserde novo la capacité de synthése des AGPI-LC, chez I'hoymese relativement
faible et nécessite la présence de deux acidesrgigpensables : I'acide linoléique (C18 :2
®6) et l'acidea-linolénique (C18 :303). C’est pourquoi, les besoins humains en AGPLI-LC

doivent étre complétés par I'alimentation.

Les effets bénéfiques du DHA et de 'EPA sur latéaont, aujourd’hui, largement reconnus.
Les AGPI-LC ont un rdle clé dans diverses fonctibidogiques : réponse inflammatoire,
croissance et développement du foetus, développergesibral et rétinien post et pré-natal
(Guesnett al, 2005; Zhacet al, 2005; Chalon, 2006). Les acides gras oméga 3efigien
effet parmi les nutriments essentiels qui intermart dans la structure et la fonction du
cerveau. Récemment, une relation a été prouvée &ntieneur membranaire cérébrale en
DHA et les processus de neurotransmission (Vanka?8@4; du Boiset al, 2005). Une
carence alimentaire en DHA conduirait a une modiion de la libération des
neurotransmetteurs et serait impliquée dans l'afiparde certaines maladies psychiatriques,
dont I'’hyperactivité chez I'enfant, la dépressitanschizophrénie ou la démence (Peet, 2003b;
Peet, 2003a; Iltomurat al, 2005; McNamara et Carlson, 2006; Niemiretnal, 2006). De
nombreux travaux, montrant les effets des AGPI-leCladsérie des oméga-3, en particulier
ceux des huiles de poisson, sur des modeles anigiaolkez 'homme, ont également été
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publiés dans le cadre de la prévention de I'obgsiés maladies cardio-vasculaires, et de
I'infarctus cérébral (Bloclet al, 2007; von Schacky et Harris, 2007).

Selon un rapport de 'AFSSA de 2001 (données emnrscde réactualisation), les apports
alimentaires en acides gras oméga 3 de la populftiacaise sont insuffisants. L’agence qui
préconise un apport de 120 mg de DHA par jourrestjue 100 % des francais n’ont pas 2/3
des apports journaliers recommandés en oméga 8.cembler ce déséquilibre nutritionnel,
’AFSSA recommande la consommation d’aliments rellement riches ou enrichis en acides
gras omeéga 3. Les industriels ont donc introduitlsumarché de nombreux compléments
alimentaires riches en AGI®I3, qui sont obtenus principalement a partir d’'railégétales et
d’huiles de poisson. Toutefois, ces sources sopuedihui insuffisantes pour combler les
attentes d’'un marché en expansion. Des sourcenaliees sont activement recherchées. Les
huiles issues de microalgues different des hukegédjétaux supérieurs par leur concentration
nettement supérieure en EPA et DHA. Des espécerictealgues, dont la forte teneur en
AGPIl-03 a été démontrée, sont donc de plus en plus drsisl comme des possibles
sources de DHA ou d’EPA (Tableau 8) (Pencreacd, 2004).

AGPI-»3 produit

Espece EPA DHA
Skeletonema costatum + -
Phaeodactylum tricornutum + -
Porphyridium purpureum + -
Monodus subterraneus + -
Nannochloropsis oculata + -
Chlorella minutissima + -
Crypthecodinium cohnii - +
Isochrysis galbana - +
Pavlova lutheri + +

Tableau 8 : Principales especes de microalgues diémét pour la production d’EPA et de DHA
(Pencreac'het al, 2004).

Actuellement, le DHA est le seul AGPI d’origine mualgale commercialisé. Un complément
composeé de triglycérides riches en DHA issudgpthecodinium cohnieést commercialisé
par la société Martek Biosciences Corporation ferel® 1985 (Columbia, Etats-Unis), sous le
nom de DHASCOR®. Il est notamment préconisé powulgplémentation des laits maternisés
dans le cadre du développement cérébral postihaalinoflagelléCrypthecodinium cohnii
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produit 30 % d’acides gras (en pourcentage de s&dp le DHA pouvant atteindre 50 % des
acides gras totaux (Jiared al, 1999). OmegaTech, aux Etats-Unis, exploite laroaigue
Schizochytriumpour produire une huile commercialisée sous le maAFA Gold®. Cette
huile, riche en DHA, est utilisée, comme supplémahinentaire, en aquaculture, en

alimentation animale et humaine (Spolaetral, 2006).
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1. Matériel biologique

1.1.Isochrysis galbandarke

La souche axénique Idochrysis galbandréféerence CCAP 927/1) provient de l'algotheque
Culture Collection of Algae and Protozoae (Amblesibrande Bretagne) (Gachen al,
2007). Il s’agit de la souchle galbanaParke qui fut identifiée, pour la premiéere foisrp
Mary Parke en 1939.

1.2. Milieu de culture Provasoli

I. galbanaest cultivée au laboratoire en eau de mer st&eilisnrichie en nutriments (milieu
Provasoli ES). Le milieu est utilisé au tiers decsacentration habituelle (Provasoli 1/3)
(Robert, 1983). Les solutions a la base de sa @tpa sont les suivantes :

Solution d’enrichissement

NaNG; 350 mg Solution B:
Na,-Glycérophosphate 50 mg HsBOs 570 mg
Tris 500 mg FeCk, 6H0 24,5 mg
Solution A 2,5 mL MnSQ, 4H,0 82 mg
Solution B 25 mL ZnSQ, 7TH,0 11 mg
Eau déionisée gsp 100 mL CoSQ, 7THO 2,4 mg
Nax-EDTA 500 mg
Solution de vitamines Eau deionisee gsp 500 mL
Thiamine 50 mg
Vitamine B12 (0,2 g/L) 1mL Solution mére de métasilicate* (100 mM)
Biotine (0,2 g/L) 5 mL N&OsSi, 9HO 14,2 g
Eau déionisée gsp 100 mL Eau deionisee gsp 500 mL

* Ce milieu de culture avait, au départ, été
Solution A: congu pour la culture de diatomées,

microalgues qui possedent un exosquelette
Fe(NH,)2(SQy)2-6H.0 3,519 siliceux. La composition exacte du milieu
Na-EDTA 3,50 g a eté conservée au laboratoire, bien que le

métasilicate ne soit pas nécessaire a la

Eau déionisée gsp 500 mL culture di. galbana
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L’eau de mer est filtrée sur filtre de cellulose. 4alinité de I'eau de mer est ajustée a 28 g/L.
Pour une eau de mer de teneur moyenne en NaCl dgL31 convient d’ajouter 200 mL
d’eau déionisée a 800 mL d’eau de mer. 7 mL detisolwd’enrichissement et 1 mL de
solution fille de métasilicate (100 uM) sont ajaupar litre de milieu. Le pH est alors ajusté a
7,8 avec du HClI 1 N. Puis 2 mL de solution de vites ainsi que 80 mg
d’hydrogénocarbonate de sodium (NaH{®ont ajoutés par litre de milieu. Le milieu est

enfin stérilisé a I'autoclave a 120 °C pendant 20utes.

1.3. Culture en Erlenmeyers

I. galbanaest cultivée dans des Erlenmeyers de 500 mL cante200 mL de milieu de
culture. Le milieu est inoculé stérilement avecn20 d’'une pré-culture agée de 7 jours. Les
pré-cultures et les cultures sont placées a 20 ACcleambre d’incubation (Versatile
Environmental test Chamber, Modéle MLR-350, SaiWonich, Allemagne). Un éclairement

de 40 pE.if.s est apporté grace a 3 tubes fluorescents de 37 W.

1.4. Culture en photobioréacteur

I. galbana est également cultivée en photobioréacteur cytinér de 2 L (volume utile :
1,5 L) couplé a une console de régulation et aint@eface d’acquisition (Modele Maestro,
Pierre Guérin SA, Division Biolaffite, Mauzé surNégnon, France). Un volume de 1,3 L de
milieu Provasoli ES est inoculé stérilement par preculture de 200 mL agée de 7 jours
réalisée en Erlenmeyer de 500 mL. L'agitation danisioréacteur est assurée par une hélice
dont la vitesse de rotation est fixée a 100 rpmtdmpérature est régulée a 20 °C par un
systeme de circulation d’eau dans une double p@uatre tubes fluorescents de 37 W sont
placés & 16 cm de la cuve pour assurer un éclaitetiee0 pHE.M.s*. Le pH est régulé & une
valeur de 8 grace a des injections automatisée€@e délivrées par une électrovanne.
L’'ouverture de I'électrovanne est commandée entfonale la dérive du pH de la culture au
dessus de la valeur consigne. Ces conditions derewnt été mises au point, préecédemment

au laboratoire (Poisson et Ergan, 2001).
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1.5. Suivi de la croissance et récolte de la biosse

La densité cellulaire est déterminée par dénomhmese cellule de Malassez ou estimée par
spectrophotométrie a 520 nm. Avant dénombrememhdhkilité des cellules ¢’ galbanaest
stoppée a l'aide de 1 a 3 pL de Lugol 5 % ajouteszamL de prélevement. La biomasse est
récupérée par centrifugation a 2500 x g pendaninitiutes a 4 °C (centrifugeuse Sigma
4K15, Fisher Bioblock Scientific, lllkirch, Francd)es culots de cellules algales récoltés sont

ensuite stockés a —70 °C.

2. Analyse des lipides

2.1. Extraction des lipides totaux

Les lipides totaux sont extraits d’aprées la méthadel@ligh et Dyer (Bligh et Dyer, 1959). Le
protocole est donné pour une quantité de biomamsespondant a une culture de 1,5 L en
photobioréacteur. Apres centrifugation (2500 x @,nin, 4 °C), les algues récoltées sont
resuspendues dans du tampon phosphate 20 mM (pHpigl broyées dans un tube de
Dounce. Le broyat est mélangé a 3 mL d’'un mélangéhamol:.chloroforme (1:2, v/v). Les
échantillons sont agités vigoureusement au vorendant une vingtaine de secondes, puis
centrifugés a 3000 x g pendant 5 min a tempéraamrdiante. La phase inférieure
chloroformique, contenant les lipides, est prélesgansférée dans un tube a hémolyse en

verre. Pour concentrer les échantillons, le soleah&vaporeé sous un flux d’azote.

2.2. Analyse par chromatographie sur couche mince

Les lipides totaux extraits sont analysés par chtographie sur couche mince (CCM). Les
échantillons lipidiques sont déposés a intervakiggiliers sur une plaque de silice (Silica gel
60, Merck, France) de dimensions 20 x 20 cm ad’althne micropipette. La séparation des
différentes classes de lipides est réalisée en tkmmps (Henderson et Tocher, 1992). La
premiere migration est effectuée dans le mélangsotients suivant : acétate de méthyle:
alcool isopropylique:chloroforme:alcool méthyligselution aqueuse de KClI a 0,5 %
(25:25:25:10:9 v/viviviv). Dans ces conditions, l@gides polaires (phospholipides et
glycolipides) sont séparés ; les lipides neutregramit avec le front de solvant. La migration

est arrétée lorsque le front de solvant atteintrenvda moitié de la plaque. La plaque est alors
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placée dans une seconde cuve saturée avec le mé&aivgnt : hexane:éther éthylique:acide
acétique glacial (80:20:2 v/v/v), et ceci pour petime la séparation des lipides neutres et des
acides gras libres. La migration est stoppée ladguiront du solvant atteint le haut de la
plaque. Aprés séchage de la plaque, les lipidesrswoglés par pulvérisation d’'une solution
d’a-naphtol (0,25 g di-naphtol dans 50 mL d’éthanol et 50 mL dgSBy a 20 %) suivi d’'un
chauffage de la plague dans une étuve a 100 °Caperghviron 15 min. Les fractions
lipidiques obtenues sont constituées de spots fapées. lls ont été identifiés, lors des
travaux de Marie Devos, par séparation des cladsdpides puis par comparaison de leur
rapport frontal avec ceux de standards commerciduaodan Lipids, Malmd, Suede)

chromatographiés dans les mémes conditions (D200s,).

3. Mesure des activités lipolytiques

3.1. Mise en évidence d’'une activité lipolytiquerelogéne chei. galbana
3.1.1. Détection de l'activité lipolytique endogeénd’l. galbana

Ce protocole a été mis au point antérieurementabaratoire (Devos, 2005). Il consiste a
récolter la biomasse d’une culture de 1,5 L en @hiotéacteur. Cette biomasse est ensuite
broyée au piston pendant une minute dans un tulmdece de 15 mL, en présence de 5 mL
de tampon phosphate 20 mM (pH 7,4). Le broyat ésupéré puis transféré dans des
microtubes a raison de 1 mL par tube. Les micratgost incubés sous agitation (800 rpm) a
40 °C dans un thermomixeur (Eppendorf, Le Pecqnd&a pendant 24 heures afin de
permettre I'hydrolyse des lipides endogénes pactiVaé lipolytigue endogéne. Aprés

réaction, les lipides sont extraits (82.1.) et gs&d en CCM (82.2.) afin d'observer la

disparition éventuelle de lipides sous l'action rBuactivité lipolytique endogene. Pour

certifier I'origine hydrolytigue enzymatique desides gras libérés, des échantillons témoins

sont ébouillantés avant d’étre incubés.
3.1.2. Localisation de l'activité lipolytique endogne d1. galbana

Pour tenter de localiser I'activité enzymatique incellule, les algues sont broyées dans un
tube de Dounce puis centrifugées 30 minutes a 1@0@@e facon a ce que le cytosol soit

séparé des résidus membranaires. Les fractionsatijoe et membranaire sont réparties
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dans deux microtubes distincts de 1 mL. La fractigtosolique est additionnée de 100 pL de
lipides préalablement extraits de la microalgues Eehantillons sont incubés 24 h a 40 °C
sous agitation a 800 rpm. Apres réaction, les dipitbtaux sont extraits et analysés par CCM
(82.2.).

3.2. Mesure de [l'activité lipolytique de Saccharomyces cerevisiae
transformée avec le plasmide pYES2 recombiné

3.2.1. Test d’hydrolyse de substrat gélosé

L’activité lipolytique des levures modifiées a éiestée sur des émulsions gélosées de
tributyrine (C4), d’huile d'olive (la trioléine C18tant I'espece lipidique dominante) et de
lécithine de soja (phospholipides). Les substratdg préparés a 10 g/L dans du milieu SC-U
(composition décrite au 88.7.) supplémenté de 1,3wWw) d’'agar et de 2 % (w/v) de
galactose (sucre nécessaire a linduction de lesgion de linsert). Les solutions sont
émulsionnées a l'aide d’un homogénéisateur puisifedes jusqu’a ébullition avant d'étre
coulées en boites de Petri. Les levures transf@aragec le plasmide recombiné sont étalées
sur boite de Petri puis incubées 48 h a 30 °C. Apréissance, la présence d'une activité
lipolytique extracellulaire se traduit par I'apgen d’'une zone claire résultant de I'hydrolyse
des substrats émulsionnés. La visualisation dedeom hydrolysée peut étre accentuée en
présence de bleu Victoria a 10 pg/mL (Ya@aal, 1998; Abousalham et Verger, 2000). Des
témoins positifs sont préalablement réalisés awx dnzymes commerciales, la lipase F
(Amano Enzyme Europe, Oxfordshire, Grande Bretggendyaite deRhizopus oryzaet la
lécitase 10L (Novozymes, Bagsvaerd, Danemark) guuge solution de phospholipase A
purifiée obtenue a partir de pancréas de porc.ebeymes ont été déposées en surface ou
dans des puits creusés dans la gélose. Des témégasifs sont réalisés a partir de levures

transformées avec le plasmide non recombiné.

3.2.2. Test d’hydrolyse de substrat chromophore

Ce test d’activité consiste a mesurer I'hydrolysepdimitate de para-nitrophényle a 16,5 mM
préparé dans de lisopropanol. Le mélange réaatioest composé d'l volume de cette
solution de substrat et de 9 volumes de tamponrH@E50 mM (pH 8,0) contenant 0,4 %

(v/v) de Triton X100 et 0,1 % (w/v) de gomme aral@gPencreac’h et Baratti, 1996). Le
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mélange réactionnel est placé a 37 °C. La réad@marre avec l'ajout de la lipase F
(contréle positif) ou de I'échantillon a testerdpat de levures transformées ou surnageant de
culture de ces levures) préparés dans du tampsrHII 50 mM (pH 8,0). La formation de

de p-nitrophényle est suivie par I'évolution débBarbance a 410 nm par spectrophotométrie.
3.2.3. Test d’hydrolyse des lipides totaux ¢’ galbana

Les levures transformées avec le plasmide recombamé cultivées en Erlenmeyers de
500 mL, dans 100 mL de milieu sélectif SC-U comm@été en galactose. Apres 24 h
d’incubation & 30 °C, la biomasse et le surnagdantulture sont séparés par centrifugation
5min a 5000 x g. La biomasse est broyée au pigtomant une minute dans un tube de
Dounce de 15 mL, en présence de 5 mL de tamporpphtes20 mM (pH 7,4). Le broyat de
cellules et le surnageant de culture sont transféads des microtubes. Sont ajoutés 100 pL
de lipides totaux préalablement extraits de la ogilguel. galbana Les microtubes sont
incubés a 40 °C sous agitation a 800 rpm dans emntbmixeur pendant 24 heures afin de
permettre I'hydrolyse des lipides de la microalgae 'enzyme recombinée. Apres réaction,
les lipides sont extraits (82.1.) et analysés eM(@2.2.) afin d'observer la disparition
éventuelle de lipides sous l'action d'une activiipolytique. Pour certifier I'origine
hydrolytique enzymatique des acides gras libérés,&thantillons témoins sont ébouillantés
avant détre incubés. Pour certifier que I'hydrelysésulte de l'action de I'enzyme
recombinante, la souche de levure transformée lavelasmide non recombiné, cultivée dans

un milieu SC-U en présence de galactose, estdraitéparallele dans les mémes conditions.

4. I1solement des acides nucléiques

4.1.Extraction et purification des ARN totaux

La méthode utilisée est fondée d'une part sur labdsation différentielle des acides
nucléiques et des protéines entre 2 phases norniblasgl phase aqueuse et 1 phase
phénolique) et d’autre part sur la précipitatiofféentielle de 'ADN et de I'ARN dans le
chlorure de lithium (LiCl). Pour inactiver les RN&s I'extraction des ARN totaux doit étre
réalisée avec des solutions traitées a 0,1 % @e\Jiéthylpyrocarbonate (DEPC). Aprés 12 h
d’incubation a température ambiante, les solutiemst autoclavées de fagon a inactiver le
DEPC.
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Les extractions d’ARN ont été réalisées a partir cddtures de microalgues en
photobioréacteur de 1,5 L. Les culots d’alguesemls aprés centrifugation, sont broyés au
mortier dans I'azote liquide jusqu’a I'obtentiorude fine poudre. Celle-ci est ensuite reprise
dans 5 mL de tampon de lyse a pH 8 (1 volume d&HGI 2 M, 2 volumes d’EDTA 0,5 M,

1 volume de SDS 20 %) et 5 mL d’'un mélange de phd&roroforme:alcool isoamylique
(25:24:1 vIviv). Le tout est agité 30 minutes. Apecentrifugation (15 min a 4500 x g, 16 °C),
la phase aqueuse (supérieure) contenant les anidé&ques est prélevée et transférée dans
un tube contenant 5 mL de chloroforme. Apres dgitatet centrifugation, la phase aqueuse
est mélangée a un méme volume de chlorure deritliuM. L'ensemble est placé dans la
glace, environ 16 heures, pour précipiter les ARNSs derniers sont récupérés le lendemain
par centrifugation a 4 °C a 10000 x g pendant 20uies. Le culot est solubilisé dans 1 mL
d’eau ultrapure traitée au DEPC. Les ARN sont ¢aguiécipités, en milieu acide, par I'ajout
de 1/16™ de volume d'acétate de sodium 3 M (pH 5,2) et del@mes d’'éthanol 100 %. Le
mélange est centrifugé 20 min & 10000 x g a 16L¥Cculot est dissout dans un volume
approprié d’'eau ultrapure traitée au DEPC. Les @dians sont systématiquement controlés

et traités avec une DNase avant d'étre conserves eC.

4.2.Purification des ARN poly (A")

Les ARN messagers polyadénylés (ARNm ou ARN polR)XAeprésentent moins de 10 %
des ARN totaux produits. Les 90 % restants cormedpot aux ARN impliqués dans les
étapes transcriptionnelles ou traductionnelles (Aftfidsomaux (ARNr), ARN de transfert
(ARNL), ARN nucléaires, ARN interférents). La picition des ARN messagers (polyji
s'obtient par élimination des ARNr et des ARNt jglsis abondants. Le kit GenEllte
MRNA Miniprep de Sigma a été utilisé pour séleatiemles ARN poly (,31) selon le
protocole recommandé par le fabricant. La méthddiseula chromatographie d’affinité. Le
segment polyadénylé situé a l'extrémité 3' des ARMans’hybrider avec des séquences
oligo-(dT)30 liées de facon covalente a des bilegolystyréne de un micrometre. Les billes
de polystyréne créent moins de liaisons non spg@8 que la cellulose et restent en
suspension lors de I'hybridation avec les ARNm’abhdence d’agitation (Serat al, 1982).

La phase aqueuse contenant les ARNr et ARNt asirde. La fraction enrichie en ARNm
est lavée puis éluée avec 50 pL de Tris-HCI 10 nvrpt.
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4.3. Extraction et purification de ’ADN génomique

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour I'extraatie 'ADN génomique d. galbana La
premiere méthode fait appel au protocole d’extomctet de purification des ARN totaux
(84.1.) qui permet d’isoler simultanément I'’ADN gé@nique. Apres précipitation des ARN au
chlorure de lithium 6 M et récupération des ARN pantrifugation, le surnageant est
additionné d’éthanol 100 %. L’ADN génomique prémpsous forme de filaments visibles
qui sont récupérés a l'aide d’'une pipette. L’ADN @ssuite resuspendu dans I'eau, lavé avant
d'étre & nouveau précipité, en milieu acide, pajolit de 1/18™ de volume d’acétate de
sodium 3 M (pH 5,2) et de 3 volumes d’éthanol 100L% mélange est incubé a -70 °C
pendant 30 min. L’ADN précipité est récupéré pantigiigation a 15000 x g pendant 10 min,
lavé avec de I'éthanol a 70 % et dissout dans uumwe approprié de Tris-EDTA (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM pH 8).

La seconde méthode est une extraction au phénslalgeies cultivées en Erlenmeyers sont
récoltées par centrifugation et lysées dans 2 min dnélange (1:1 v/v) de TAE 1X
(Tris/acétate 40 mM, EDTA 1 mM pH 8) et de SDS 1 I%s ARN sont éliminés sous
I'action de 4 pL de RNase a 10 mg/mL (37 °C, 30)mirADN est ensuite extrait par I'ajout
de 2 mL de phénol saturé en Tris HCI. Le tout @gbwreusement agité puis centrifugé 5 min
a 6000 x g. La phase aqueuse (supérieure) esv@eéiriis mélangée a un méme volume de
chloroforme:alcool isoamylique (24:1 v/v). Apréesntrdugation, I’ADN est précipité avec 2
volumes d’éthanol 100 %, 1/4%f d’acétate de sodium & 3 M (pH 5,2). Le mélangénesibé

a -70 °C pendant 90 min. L’ADN précipité est réad@p@ar centrifugation a 15000 x g
pendant 10 min, lavé avec de I'éthanol & 70 %s=alit dans un volume de Tris-EDTA (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8).

4.4. Extraction et purification d’ADN de bactériophages

La méthode utilisée est décrite par Sambrook etiiandans la seconde édition du manuel
« Molecular Cloning » de 1989 (Sambroekal, 1989). Les phages sont multipliés sur un
tapis bactérien de maniére a obtenir des plagésddien individualisées. Une plage de lyse
isolée est prélevée et déposée dans 1 mL de taBidofsodium magnésiunfNaCl 10 mM,
MgSOy.7H,O 8 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), gélatine 0,01 %/¢)y additionné d’'une

goutte de chloroforme. Apres 2 h d’incubation a pgérmature ambiante, 50 uL de la
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suspension de bactériophages sont mélangés a 10@ phactérieg€. coli XL1-Blue MRF’
(Stratagéne) diluées a une Dyfpde 0,5 dans du MgSA0 mM. La suspension est incubée
20 min a 37 °C, puis supplémentée de quelques milieu NZY a 60 °C (NaCl 85 mM,
MgSOy.7H,O 8mM, extrait de levure 5 g/L, NZ amine 10 g/LOeT % d’agarose (w/v)). Le
tout est immédiatement déposé sur milieu solide NExillon NZY + agar 1,5 % (w/v)) en
boite de Petri et immobilisé 10 min pour assurer piise en masse de la gélose. Les bactéries
et les phages sont incubés une nuit a 37 °C jusce’gque les plages de lyse recouvrent
presque entierement la surface. 3 mL de solukigffris-HCI 10 mM (pH 7,5), MgS©
10mM) sont déposés sur la surface gélosée. Apresi’m¢ubation a température ambiante
sous agitation douce et constante, le surnagearéaesté puis centrifugé 10 min a 4000 x g a
4 °C. Le surnageant est réparti par mL en micratute 2 mL. Il est traité avec 1 puL de
RNase et de DNase a 1 mg/mL. La mixture est incdbéainutes a 37 °C. Un méme volume
d’'une solution de NaCl 3M et de polyéthylene glyé600 30 % (w/v) préparée dans une
solution est ajouté a la mixture. Le tout est vortexé, loécd h dans la glace. Les phages
précipités sont récupérés par centrifugation a @0®R0g 10 min a 4 °C. Le culot de
bactériophages est resuspendu dans 0,5 mL de TEQH.es phages sont lysés en présence
de SDS 10 %, 5 min a 68 °C. Sont ajoutés succeasivel0 pL de NaCL 5 M, 700 pL d'un
mélange phénol:.chloroforme:alcool isoamylique (25t2 v/viv). Apres agitation puis
centrifugation 15 min a 10000 x g a température iame, la phase aqueuse (supérieure)
contenant les acides nucléiques est prélevée férams lavée avec du chloroforme. L’ADN
phagique est ensuite précipité, en milieu acide|'aput de 1/16™ de volume d’acétate de
sodium 3 M (pH 5,2) et de 3 volumes d’éthanol 100L% mélange est incubé a -70 °C
pendant 15 min. L’ADN précipité est récupéré parigigation a 12000 x g pendant 15 min
a 4 °C, lavé avec de I'éthanol a 70 % froid, séghélques instants a température ambiante
puis dissout dans 50 pL de Tris-EDTA pH 8.

4.5. Extraction et purification d’ADN plasmidique

La purification d’ADN plasmidique est réalisée aveckit PureYield" Plasmid Midiprep
System (Promega), selon les indications fourniedgoabricant. Ce kit utilise la méthode de
lyse alcaline des cellules initialement proposée Bienboim et Doly (Birnboim et Doly,
1979) et reprise par Sambrook (Sambrostkal, 1989). Apres extraction, la solution
contenant I'’ADN plasmidique est transférée dans emenne avec filtre de silice. L'ADN

retenu est lavé puis élué, soit avec de I'eau, @t un tampon approprié. La préparation
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d’ADN est enfin analysée par électrophorése et @@sd spectrophotométrie d’absorption a
260 nm.

Une autre méthode d’extraction reposant sur I'éestiraction, a été utilisée pour extraire
I’ADN plasmidique de la levur&accharomyces cerevisiagette méthode permet d’extraire
rapidement de 'ADN a partir de tres peu de maldiielogique. L'approche mise au point
s’inspire de travaux portant sur I'extraction detpmes de cellules de levures soumises a des
impulsions électriques (Suga et Hatakeyama, 21)biologie moléculaire, les techniques
d’électroporation sont aujourd’hui utilisées poearttansfert d’exogénes dans la cellule. Les
chocs électriques accroissent la pérméabilité dambranes cellulaires rendant possible les
échanges entre les macromolécules intra et exnbgeds. Le protocole a été mis au point
avec un électroporateur 2510 de marque Eppendktraction est effectuée a partir de
2 mL d’'une culture de 100 mL incubée 24h a 30°Qysddu milieu YPD (extrait de levure
1 % (w/v), peptone 2 % (w/v), dextrose 2 % (wMjpres centrifugation 5 min a 1600 x g a
4 °C, le culot de cellules est rincé 3 fois ave@ AQ d’eau ultrapure stérile. L’électroporation
est effectuée dans une cuve de 2 mm, dans 200 qau diltrapure stérile. Les cellules sont
soumises a des impulsions électriques succesgieeg @ 5) de 2500 V chacune. Le mixe
d’électroporation est complété a 1 mL avec 600 jelawd physiologique (NaCl 9 %o). Le tout
est centrifugé 20 min a 10000 x g & 4 °C. Les acigcléiques expulsés des cellules se

retrouvent dans le surnageant.

5. Analyses des acides nucleiques

5.1. Analyse quantitative

La quantification des acides nucléiques extraitsésdisée par spectrophotométrie. Le dosage
spectrophotométrique s’effectue a la longueur déodé 260 nm car les bases puriques et
pyrimidiques des acides nucléiques absorbent femérdans l'ultraviolet a cette longueur
d’'onde. Il est admis qu’'une unité d’absorbance @ 26 (Axq correspond a une solution
d’ARN a 40 pg/mL ou a une solution d’ADN double rbra 50 pg/mL. Un spectre
d’absorption est réalisé entre 210 et 320 nm poécelgr la présence d’éventuels
carbohydrates et de protéines qui absorbent regpent a 230 et 280 nm. L’estimation du
degré de pureté de I'échantillon se fait par lewatiu rapport As/Azg0. Un rapport compris
entre 1,8 et 2,0 indique un acide nucléigue pdépburvu de contamination protéique.
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5.2. Analyse qualitative

Les acides nucléiques extraits sont soumis a ueetréphorese, en gel d’agarose non
dénaturant, pour évaluer leur intégrité et rectmrdha présence de contaminants d’ADN
génomique ou d’ARN selon le type d’acide nucléiquelysé. La qualité des fragments
amplifiés par PCR est également examinée sur gajaddse. Les séparations d’ADN et
d’ARN ont été réalisées 90 min a voltage constafo (V) sur gels d’'agarose de 1 a 2,5 %
(w/v) en présence de tampon TAE 1X. Aprés la migmatélectrophorétique, les gels

d’agarose sont incubés 15 min dans du TAE 1X autig de bromure d’éthidium (BET)

(concentration finale de 2 pug/mL). Le BET est uerdgluorescent qui s’intercale entre les
bases azotées des acides nucléiques. Il fluoresagulil est excité sous l'action d’'un rayon
ultraviolet. Les images sont capturées au moyesydiéme GelDoc 2000 (Bio Rad).

La taille des amplicons ou des fragments de digesést évaluée par référence a des
marqueurs de tailles. Sont utilisés comme échellaitle, dans ces expérimentations :

- les produits de la digestion de 'ADN du phagpar les enzymeBcoRI et Hindlll (21226,
5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 887 et 564 pb)

- les produits de la digestion du plasmide pBR3a2lgnzymeHadll (587, 540, 504, 458,
434, 267, 234, 213, 192, 184, 124, 123, 104, 8D gtb)

- les produits de la digestion du plasmide Pucl8l'pazyme Hadll (587, 458, 434, 298,
267, 257, 174, 102 et 80 pb)

- et trois autres marqueurs (1 kb, 100 pb, 2-Logymercialisés par BioLabs.

6. Techniques d’amplification des acides nucléiques

6.1. Transcription inverse et réaction de polymésgation en chaine
6.1.1. La transcription inverse

La transcription inverse est la réaction qui caeséssynthétiser une molécule d’ADN a partir
d'une séquence d’ARN. Le fragment d’ADN généré appelé ADN complémentaire
(ADNCc). La réaction de transcription inverse edaly@gée par une transcriptase inverse (RT)

d’origine virale. Elle est généralement suivie ddamplification du fragment d’ADNCc.
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Dans ces travaux, les ARN totaux ou les ARNm oaétrétro-transcrits en ADNc en utilisant
la transcriptase inverse eAMV-RT de Sigma. A 1 [ARN totaux ou 100 ng d’ARNm sont

ajoutés 500 ng d’amorces poly(dT)23. Le volumetiéanel est ajusté a 10 puL avec de I'eau
traitte au DEPC. Les ARN sont dénaturés 10 min £@Qour éliminer les structures

secondaires, puis immédiatement placés sur deata gAux 10 pL précédents sont ajoutés
10 pL d’'une solution contenant 0,5 mM de dNTP, B@és d'inhibiteur de RNase, 20 unités
de eAMV-RT et du tampon de réaction 1X. Le miliéactionnel est alors incubé 50 min a

45 °C. Les échantillons sont conservés a —20 °Qujasutilisation.
6.1.2. Laréaction de polymérisation en chaine

La PCR, mise au point par Saiki et Mullis en 1986t une technique qui permet de
synthétiser et d’amplifier 'ADN. Cette techniquignt le principe est détaillé en Annexe 1,
est basée sur des cycles d’amplification, compoisésun de trois étapes :
- une étape de dénaturation qui permet de sépereioubles brins d’ADN matrice et de
les linéariser
- une étape d’hybridation au cours de laquelle ¢esa va s’apparier a la séquence de
I’ADN matrice qui lui est complémentaire et,
- une étape d’élongation pendant laquelle TADNypoérase va synthétiser 'ADN a

partir de I'extrémité 3'OH de I'amorce dans le s&i3 vers 3'OH.

La Taq ADN polymérase (Sigma) a été utilisée pour desldéicgiions de controle et la
JumpStart! Tag ADN polymérase (Sigma) pour I'amplification de fragnts destinés au
séquencage. Il est, en effet, préférable d'utiisee ADN polymérase de haute fidélite,
surtout si le fragment a amplifier est long (> 1G#), de facon a limiter les erreurs dans la
séquence amplifice. Le mélange réactionnel esiséaans un volume final de 25 pL
comprenant 100 ng d’ADN matrice, 2,5 pL de tampenréhction 10X (100 Mm Tris-HCI
(pH 8,3), 500 Mm KCI), 200 mM de Mg&l200 uM de dNTP, 50 pmol d’amorce sens,
50 pmol d’amorce anti sens, 2,5 unités d’ADN polyasé. Le volume final est ajusté avec de
I'eau ultrapure stérilisée. Les échantillons samguite placés dans le thermocycleur de type
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) eing® a un programme comportant
une premiére étape de dénaturation de 5 min a 95dé&C35 cycles comprenant une
dénaturation d'1 min a 95 °C, une étape d’hybratati’l min entre 62 et 65 °C selon les
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amorces et une élongation de 1 min 30 a 72 °C,ynasétape finale d’élongation a 72 °C de

10 min pour I'achevement des brins incomplets.

6.2. Amplification rapide des extrémités des ADN(RACE-PCR)

La RACE PCR est une méthode permettant d’isolsetpuence compléte d’'un ARNm ciblé
parmi des milliers d’autres. L’application de ceattéthode exige, au préalable, de connaitre
une séquence d’'au moins 30 nucléotides, au semeda candidat (Chenchit al, 1996).
Les séquences des ADNCc pleine longueur ont étéhoesepar des expériences de 5'- et 3'-
RACE PCR, en utilisant le kit SMARY RACE cDNA Amplification, commercialisé par
Clontech.

6.2.1. La transcription inverse

Les premiers brins d’ADNc, nouvellement synthétigés transcription inverse, sont, ici,
encadrés par deux courts oligonucléotides (Fig@e Doligo (dT)30 (Oligo A), qui sert
d’amorce a la RT en s’hybridant sur la queue pdygtée de 'ARNm, est ici additionné
d'une séquence de 25 nucléotides. La méthode tiasi appel a une reverse transcriptase
spécifique. La PowerScript Reverse TranscriptaSeRP) de Clontech est une variante de la
transcriptase inverse du virus de la Maloney Mutieacaemia, qui, lorsqu’elle atteint la fin
d’'une matrice d’ARN, exerce une activité terminabnsférase, c’'est-a-dire qu’elle ajoute 3 a
5 résidus (essentiellement des dC) a I'extrémitéB’premier brin d’ADNc formé (Figure
18). Un deuxiéme oligonucléotide (Oligo B), foudans le kit, long de 30 pb et constitué
d’'une terminaison 3’ de résidus G, s’hybride sutece2gion polyC et sert de matrice pour la
PowerScript RT qui synthétise la terminaison dunpee brin d’ADNc. Tous les ADNCc,
synthétisés par la PS RT a partir des ARNm ou deiN £fotaux, sont donc encadrés par deux
courtes régions nucléotidiques de séquence coasgedeux zones serviront de matrice pour
I'hybridation d’amorces, qualifiées d’universell@ans les réactions PCR ultérieures (Figure
18).

La synthése des ADNc se déroule dans un voluméioéael final de 10 pL. A 1 pg dARN
total ou 100 ng dARNmM sont ajoutés les oligonutites A et/ou B (1 pL a 12 uM par
réaction). Le mélange est incubé 10 min a 72 °G pomédiatement transféré sur glace. Sont

alors ajoutés 2 pL de tampon de réaction 5X, 1 @ldithiothréitol 20 mM, 1 uL de dNTP
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10 mM et 1 puL de PS RT a 100 unités/pL. Le toutmeétangé puis incubé 1 heure 30 a
42 °C. Les ADNc nouvellement synthétisés sont camdsea — 20°C jusqu’a 3 mois.

ARN Poly (A+)

5 A\ NANNANANANNANANANN DOIYA S
GGG T

+ 25 pb

5 Oligo A

Synthese du premier brin
d'ADNc, avec ajout d'une
terminaison (dC) 3', par la
Power Scrit Reverse
Transcriptase (PS RT)

\/

GG 5 v nAanAANANNANANANAN POIYA
5"6 cCO —

Hybridation de
I'oligonucléotide B et
terminaison de
I'extension par la PS RT

0w GG G \NANNANANANANNANAN POIYA

m CCC —

Figure 18 : Synthése et encadrement des ADNc, seltem mécanisme SMART" (Switching
Mechanism At 5’ end of RNA Transcript) (d’aprés Clontech).

6.2.2. Laréaction de polymérisation en chaine

La connaissance d’'une région du gene candidat petendéfinir deux amorces spécifiques
encadrant cette région : une amorce sens spécifikfss) et une amorce anti sens spécifique
(AASsp. Elles sont positionnées de telle sorte que dgoréconnue soit amplifiée dans les
deux sens puis séquencée deux fois (Figure 19).IRouplification par PCR de la région 3’
de 'ADNCc, I'amorce sens spécifiqu&Sspest utilisée en couple avec un mixe d’amorces
universelles AU) fourni par le fabricant (Figure 19 et Annexe 28s amorce®\ASspet AU
assureront I'amplification de la région 5’ (Figur@ et Annexe 3). Aprés séquencage des deux
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régions 5’ et 3' amplifiées, la séquence complétat @tre reconstituée par chevauchement
des deux séquences obtenues.

Séquence connue du géne candidat

A
v

Région a amplifier par

5-RACE PCR :
: Région a amplifier par
3-RACE PCR
i Amorces universelles E Amorces spécifiques sens H
LAU NAU ! ASsp NASsp :
Y e— NNAAAAA -3 :
s—— — NNTTTT T
Synthése du premier brin d'ADMNc <:| _ <:|<:|5‘
N PR NAASsp AASsp NAU AU
5':RACE POR Amarces spécifiques anti sens AreTeEs UikerssEs
5l I | s NS
30 I I — |
-3
ADNey D — INNAAAA———
'~ — 'NNTTTTTI:ISI
Séquengage i ef recoupement des séquences 5' et 3'
5 NNAAAA -3
3o NNTTTTT- 5

Séquence compléte du transcrit 5'-3'

Figure 19 : Placement des couples d’amorces spégiies et universelles utilisées en RACE PCR
et Nested PCR (d'apres Clontech).

(N)ASsp: (Nested) Amorce Sens Spécifiqul)AASsp (Nested) Amorce Antisens SpécifiqueJ :
Amorce UniverselleNAU : Nested Amorce Universerselle.

L’amplification est réalisée avec les réactifs dit RCR Advantage’ de Clontech. La
réaction PCR est réalisée dans un volume total @eub. Les ADNc précédemment
synthétisés sont, a raison de 2,5 pL, mélangéslasemuples appropriés d’amorces sens et
anti sens (5 pL du mélange d’amorces universelle§ &t 2 pL d’amorce spécifique 5 uM),

1 pL de dNTP 10 mM, 5 pL de tampon de réaction 16X1 pL du mélange optimisé
« Advantage 2 Polymerase » 50X. Le volume finalagg$té a 50 puL avec de I'eau exempte
de nucléases fournie par le fabricant. Le progrardiamplification se compose de 35 cycles
comprenant chacun une étape de 30 s de dénatuaa@riC, une étape de 30 s d’hybridation
a 68 °C et une étape de 3 min d’élongation a 72Ut étape de dénaturation de 5 min a
94 °C précede le premier cycle, et une étape fida@mwngation de 10 min a 72 °C suit le

dernier cycle.
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6.3. Nested-PCR

La méthode dite de nested PCR est employée poeniokine amplification plus importante
et plus spécifique que celle obtenue avec une R&ssique. La nested-PCR correspond a
deux amplifications successives reéalisées avec dmuples d'amorces différents. La
premiere amplification (RACE-PCR) a été réaliséecaune amorce universelle et une
amorce spécifique localisée a I'extrémité de ldaegonnue du gene candidat. Les bandes
majeures obtenues ont été découpées, extraitesldd’aparose, purifiées puis utilisées
comme matrice pour la seconde PCR. Les amorcesifignés (NASsp NAASsp et
universelles NAU) utilisées pour cette seconde PCR sont internes rgpport aux
précédentes, c’est-a-dire qu’elles vont s’hybriddtintérieur de la séquence résultant de la
premiére amplification (Figure 19). Les conditiatiamplification appliqguées en nested PCR

sont identiques a celles de la RACE-PCR.

6.4. Conception des amorces
6.4.1. Amorces dégénérées

Dans le cadre de la recherche de sondes spécifigueéfinition d’amorces dégénérées a été
entreprise. Pour cela des séquences nucléotididgieggenes codant des phospholipasgs A
calcium indépendantes associées aux membranesjilPbf été importées des banques de
données deThalassiosira pseudonana&t Cyanidioschyzon merolael’alignement des

séquences entre elles et avec d’'autres pRLEVEIE la présence de 3 motifs relativement bien

conserves (Figure 20).
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TpiPLA2 GOQRGLRILSLDGGGTRGIAAVTSIRHIVEAMGGVE  VCDAFDMIVGTSTGAIVAFLVGLRR
HsiPLA2 KGRGIRILSIDGGGTRGVVALQTLRKLVE-LTQKP VHQLFDYICGVSTGAILAFMLGLFH
CmiPLA2 GQRGLRILALDGGGTRALMSFEILKHLTK-LTGCQ LHEMFDIICGTSTGAIIAGSLGIRR

‘k*:***::***‘k**.: oL s ** * *.*‘k*‘k*:* * .
TpiPLA2 ESAADARIRYDTLIKRIFVKS-LLKPIMLATTTAS YDEANLMDVLQEILKDDGMLDSRAN

HsiPLA2 MPLDECEELYRKLGSDVFSQNVIVGTVKMSWSHAF YDSQTWENILKDRMGSALMIETARN
CmiPLA2 RPVEEVESLYRELIGKIFAKK-LSSAPKMLLTRAY YDTDLFESILKREAGSLRMIDSTMD
. . F— -

*okoke o, Ok v
TpiPLA2 PEVPLITAVSSKMSS--TPSQLCLLRNYNYGGGEL NDSFCSFRVTQKIALRATTAAPTFF

HsiPLA2 PTCPKVAAVSTIVNRGITPKAF-VFRNYGHFPGIN SHYLGGCQYKMWQAIRASSAAPGYF
CmiPLA2 RDMNYVFFVSSVMNR--RPHQLHLFRNYCHAPGQE SRYPGTVDATLWQGMRASSAAPTFF

. kke - * o oeekkk - % vkkeakkk ok

TpiPLA2 KPLLSFEELYVDGGIVASNPTAVAVHEARSVFPGY  PLELIVSVGTG
HsiPLA2 AEYALGNDLHQDGGLLLNNPSALAMHECKCLWPDV PLECIVSLGTG
CmiPLA2 SEIVLNGLIHADGALVANNPAGVAAHEARRLFPNV PIELLVSVGTG

eokk e kke ok k% ek ok Kok kkeokkk

Figure 20: Alignement des iPLA hypothétiques des microalguesCyanidoschyzon merolae
(CmiPLA2) et Thalassiosira pseudonangTpiPLA2) avec leur homologue la iPLA humaine
(HSiPLA2).

Organismé numéro d’accessionCyanidoschyzon meroldeCMR500C, Thalassiosira pseudonaria
98946 (versionl) etlomo sapieng BC032999. Les résidus strictement conservés isdiqués par
des étoiles, les résidus bien conservés par dedspdies 3 motifs conservés utilisés pour la
conception des amorces nucléotidiques sont sudignéris.

Dans ces expérimentations, trois motifs, relativetniieen conservés au cours de I'évolution
chez les iPLA, ont été choisis pour la conception des amorcessddt, de I'extrémité N- a
'extrémité C-terminale, les motifs D-G-G-G-T-R-A3-T-S-T-G-A-l et R-A-S-S-A-A-P,
respectivement nommés PLM1, PLM2 et PLM3. Le secondtif, PLM2, inclut le
pentapeptide consensus des enzymes lipolytiques laveérine catalytique. Les 2 motifs
PLM1 et PLM3 n’entrent pas dans la constitutionstte actif et leur fonction est inconnue.
Pour s’assurer de leur spécificité phospholipasidege motifs ont été alignés, séparément,

avec Blastp dans GenBank. Les protéines homolagtesnues sont en majorité des iBLA

Les amorces dégénérées correspondant aux 3 motits definies sur la base du code
génétique. Le degré de dégenérescence doit épkidefaible possible. L'extrémité 3’ doit
étre la plus spécifique possible pour permettrdoom début de synthése par la polymérase.
Mais les contraintes imposées par le faible tauxaleservation des enzymes et par la petite
taille des motifs conservés n’ont pas toujours perde respecter au mieux ces critéres
(Figure 21). Les amorces fortement dégénérées te@sutles séquences nucléotidiques
TpiPLA, et CmiPLA et combinent toutes les possibilités nucléotidlqueées a la
dégénérescence du code génétique. Les amorcesniaiii dégénérées sont calquées sur les
séquenced piPLA, et CmiPLA et ne tiennent pas compte de la dégénérescencediu c

génétique.
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TpiPLA2 GQRGLRILSLDGGGTRGIAAVTSIRH TpiPLA2 IVEAMGGVEVCDAFDMIVGTSTGAIVAFLVGL RR
HsiPLA2 KGRGIRILSIDGGGTRGVVALQTLRK HsiPLA2 LVE-LTQKPVHQLFDYICGVSTGAILAFMLGL FH
CmiPLA2 GQRGLRILALDGGGTRALMSFEILKH CmiPLA2 LTK-LTGCQLHEMFDIICGTSTGAIIAGSLGI RR
**:***::******-: :. L . :****.*****:* * .
I I
v v v
Acides amines D G G G T R Acides amines G T S T G A |
conservés Asp | Gly Gly Gly Thr Arg conserves Gly Thr Ser | Thr Gly Ala lle
C. nerol ae GAC | GGA| GGT| GGC|] ACT| CGG C. nerol ae GGA| ACC| TCG| ACG| GGG| GCE ATT
T. pseudonana GAT | GGG| GGC| GGAl ACHE AGA T. pseudonana GGA| ACG| TCA| ACA | GGG| GCA| ATT
Possibilités GAT | GGT| GGT| GGT| ACT | CGT Possibilités GGT| ACT | TCA| ACT | GGT| GCT | ATT
nucléotidi ques de C G G G G C nucléotidiques de G G G G G G C
S'vers 3’ C C C cC | AG S'vers 3’ C cC | AGT| C C C A
A A A A A A A C A A A
Amorce fortement GAY | GGN| GGN| GGN ACN MG Amorce fortement GGN| ACN| TCN| ACN| GGN| GCN| AT
dégénérée PLMLAS dégénérée PLM2AS
Amorce faiblement GAY | GGR| GGY| GGM ACK MG Amorce faiblement GGA| ACS| TCR| ACR | GGG| GCR| ATT
dégénérée dégénérée
TpiPLA2 RNYNYGGGELNDSFCSFRVTQKIALRATTAAPTFF
HsiPLA2 RNYGHFPGINSHYLGGCQYKMWQAIRASSAAPGYF
CmiPLA2 RNYCHAPGQESRYPGTVDATLWQGMRASSAAPTFF
***: * ) . .:**::*** :*
I
v v
Acides amines R A SIT SIT A A P
conservés Arg Ala Ser/Thr Ser/Thr Ala Ala Pro
C. nerol ae CGG| GCC TCG TCG GCG| GCT| cCCG
T. pseudonana AGG | GCA ACA ACT GCC| GCA| CCA
Possibilités CGT | GCT | TCA |ACT|TCA|ACT| GCT | GCT | CCT
nucléotidiques de C G G G G G G G G
5'vers 3’ AG C | AGT| Cc |AGT| C C c C
A A C A C A A A A
Amorce fortement MGR| GCN TCN TCN GCN| GCN | CC
dégénérée PLMBDs
Amorce faiblement MGG| GCM WCR WCK GCE GCW CC
dégénérée

Figure 21 : Conception des amorces sens plus ou meidégénérées calquées sur les motifs conservészdis iPLA, hypothétiques des microalgues
Cyanidoschyzon merolaet Thalassiosira pseudonana
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6.4.2. Amorces non dégénérées et non spécifiquesdcthrysis galbana

Des amorces ont également été définies a partisédpiences similaires a une iPLA
(CMR500C) et a une lipase (CMP157C) chez la miguwalrougeC. merolae Les motifs
conservés ont servi de base pour concevoir lesa@mofConcernant la lipase hypothétique
CMP157C, c’est le motif incluant la potentielleisércatalytique G-H-S-L-G-A-A qui a servi

de modele pour concevoir 'amord@mLipS Ces amorces ont été utilisées dans des
expérimentations d’amplifications pour la recherdeesondes homologues cHegalbana
Certaines d’entre elles ont aussi été utiliséesosiple avec les amorces universelles calquées
sur les promoteurs bactériens T3 et T7 pour lelagéd de la banque d’ADNc en vue de

I'isolement d’'un gene de PlLyet de lipase.

Amorces Séquences 5'-3' Taille en pb Tmen °C
T3S CGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAA 29 63,21
T7AS ATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAA 28 63,15
CrPLMLS GACGGAGGTGGCACTCGGGCG 21 72,33
CPLM2S GGAACCTCGACGGGGGCGATT 21 68,42
CPLM2AS AATCGCCCCCGTCGAGGTTCC 21 68,42
CPLMBS CGGGCCTCGTCGGCGGCTCCG 21 76,23
CPLMBAS CGGAGCCGCCGACGAGGCCCG 21 76,23
Cnli pS GGACATTCGCTGGGTGCC 21 70,38
CnlLi pAS CGCGGCACCCAGCGAATC 21 70,38

Tableau 9 : Séquences des amorces T3 et T7 et desoeces non dégenérées spécifiques de la
microalgue Cyanidoschyzon merolae

6.4.3. Amorces spécifiques tBochrysis galbana

Dans le cadre de l'isolement des genes par RACE, RIER amorces spécifiques définies a
partir des marqueurs de séquences exprimées réédretans la banque ESTI.djalbana

(Keeling, 2006) ont été utilisées pour I'amplificet des marqueurs, en RACE et nested PCR
et pour 'amplification des ADNC pleine-longueura liste exhaustive des amorces utilisées

figure dans le Tableau 10.

La synthése des amorces a été réalisée par OpéraeiBologies (Cologne, Allemagne).
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Taille Taille des Tmen °C
Couples d’amorces Séquences 5’-3’ en pb amplicons
en pb
| SL00001844/ IgLip
RT-PCR Amplification du cluster 1ISL00001844
Amorce sens  Li pS ATGGCTGGGGTAGTGGCTACGACAT 25 461 67,86
Amorce anti sens Li pAS ATCGCGTGCATTGACCACACGTAGCAT 27 67,64
3'-RACE PCR
Amorce sens  Li pS ATGGCTGGGGTAGTGGCTACGACAT 25 67,86
Mixe d’amorces universelles (Clontech) CTAATACGACTC ACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 45 1342
CTAATACGACTCACTATAGGGC 22
5'-RACE PCR
Amorce anti sens Li pAS ATCGCGTGCATTGACCACACGTAGCAT 27 67,64
Mixe d’amorces universelles (Clontech) CTAATACGACTC ACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 45 1309
CTAATACGACTCACTATAGGGC 22
3’-Nested PCR
Amorce sens N i pS CTCAATCATCCTCGGTAGCCAGCGAATCGT 30 1160 70,1
Amorce universelle nested (Clontech) AAGCAGTGGTATCA ACGCAGAGT 23
5'-Nested PCR
Amorce ant[i sens N i pAS AAACACTCTCCCAGGCGATGGAGCTGGA 28 1130 70,47
Amorce universelle nested (Clontech) AAGCAGTGGTATCA ACGCAGAGT 23
RT-PCR pleine longueur
Amorce sens EcoRILi p GGAATTCCATGCGCAGGCGGCGGCGGCGAAAGAGG 35 1392 78,73
Amorce anti sens Li pXbal GCTCTAGAGCTCATCCGTACGAGTATGTCGGCACCCG 37 75,76
1 SLO0O008005 / 1gEst1l
RT-PCR Amplification du cluster ISLO0008005
Amorce sens Est 1S ATCCACGGGCTGGGCGACAGCAACATG 27 72,2
Amorce anti sens Est 1AS TTCACAGCCTCCGGCGCCAGTATGAAA 27 407 69,16
3'-RACE PCR
Amorce sens Est 1S ATCCACGGGCTGGGCGACAGCAACATG 27 72,2
Mixe d’amorces universelles (Clontech) CTAATACGACTC ACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 45 964
CTAATACGACTCACTATAGGGC 22
5'-RACE PCR
Amorce anti sens Est 1AS TTCACAGCCTCCGGCGCCAGTATGAAA 27 696 69,16
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Mixe d’amorces universelles (Clontech) CTAATACGACTC ACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGHCAGAGT 45
CTAATACGACTCACTATAGGGC 22
3’-Nested PCR
Amorce sens NEst 1S AACGGCGGAATGTCGATGCCCAGTTGGTATGA 32 71,06
Amorce universelle nested (Clontech) AAGCAGTGGTATCA ACGCAGAGT 23 825
5-Nested PCR
Amorce anti sens NEst 1AS AGGGTGTGTGAATACTGCAGCCCCTGTGAAGA 32 71,06
Amorce universelle nested (Clontech) AAGCAGTGGTATCA ACGCAGAGT 23 602
RT-PCR pleine longueur
Amorce sens EcoRI Est 1 GGAATTCCATGGCGCGAGGGCTTGCCGCGTGCA 33 77,08
Amorce anti sens  Est 1Xbal GCTCTAGAGCTCAGGCGTCCTCTGGCAGTCTGGCCT 3 946 77,21
1 SL0O0001076 / 1gEst2
RT-PCR Amplification du cluster ISLO0001076
Amorce sens  Est 2S CGTCGTCAGATGCTGTACTTGCATTTATTG 30 66
Amorce anti sens Est 2AS GGAACTCCTACTGATCACCCTTTGATGCTC 30 4rl 68,73
3-RACE PCR
Amorce sens  Est 2S CGTCGTCAGATGCTGTACTTGCATTTATTG 30 66
Mixe d’amorces universelles (Clontech) CTAATACGACTC ACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 45 828
CTAATACGACTCACTATAGGGC 22
5-RACE PCR
Anorce anti sens Est 2AS GGAACTCCTACTGATCACCCTTTGATGCTC 30 68,73
Mixe d’amorces universelles (Clontech) CTAATACGACTC ACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 45 830
CTAATACGACTCACTATAGGGC 22
3’-Nested PCR
Amorce sens  NEst 2S GAGCTAATGCAGGCTGGTACCCCACTTTAT 30 68,73
Amorce universelle nested (Clontech) AAGCAGTGGTATCA ACGCAGAGT 23 612
5’-Nested PCR
Amorce sens  NEst 2AS TCCTCCTTATATATTAAGTCCGCACCCGGT 30 67,37
Amorce universelle nested (Clontech) AAGCAGTGGTATCA ACGCAGAGT 23 704
RT-PCR pleine longueur
Amorce sens EcoRI Est 2 GGAATTCCATGAGGTACGCCGTGCGGGCCGCCACTA 36 77,21
Amorce anti sens Est 2Xbal GCTCTAGAGCCTACTGATCACCCTTTGATGCTCCGGA 37 723 73,55

Tableau 10 : Liste des couples d’amorces spécifigaid’lsochrysisgalbana
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6.5. Séquencage des produits amplifiés

Les produits amplifiés ont été purifiés avec ledkéxtraction WIZARD® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Ce kit est adapté pesirfrdlgments de taille comprise entre
100 pb et 10 kb. Les produits amplifiés sont pésifsoit directement apres la PCR soit apres
électrophorese sur gel d’agarose. Dans ce deraggia zone du gel, contenant les fragments
d’ADN d'intérét, est excisée a 'aide de lames asoir stériles. L’ADN est ensuite extrait du
gel d'agarose. Il s’agit de faire fondre l'agarodans une solution d'isothiocyanate de
guanidine 4,5 M et d’acétate de potassium 0,5 MbpHiont la force ionique permet la liaison
de I’ADN sur une matrice de silice. Apres lavag&sDN est élué des colonnes par 50 pL
d’eau ultrapure et stocké a —20 °C. Un aliquote céde ADN purifié est analysé par
électrophorese.

Les produits d’amplification purifiés ont ensuité éosés par fluorimétrie (Fluorimetre Versa

Fluor™

, Bio Rad). Le fluorochrome PicoGreen®ekc: 485 nm iem: 535 nm),
commercialisé par Invitrogen a été choisi pourdeatje. Il assure un dosage environ 10 000
fois plus sensible qu'un dosage effectué par spelettométrie a 260 nm. Il permet de
détecter jusqu'a 25 pg/mL d’ADN en solution. Lesoguits PCR sont quantifiés en
moyennant les résultats de deux dosages fluoriguétsi réalisés avec deux dilutions
différentes. Le séquencage des fragments d’ADN éaréalisé par la société MilleGen
(Labége, France). Les résultats sont obtenus sbissdus format FASTA et sous forme de

chromatogramme.

7. Construction et criblage d’'une banque d’ADN comfgmentaires

7.1.Construction d’une banque phagique d’ADNc

La banque d’ADNCc a été construite a l'aide des Kigp express® cDNA Synthesis et Zap
express® cDNA Gigapack® Il Gold Cloning de Stratag (La Jolla, Etats Unis) selon les

recommandations du fabricant. Le vecteur Zap egpEssun bactériophage
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Figure 22 : Le vecteur Zap express (Stratagene).

La construction de la banque a nécessité de nosdsaiiapes :

- Extraction des ARN totaux a partir de la biomasseroalgale d’'une culture de 1,5 L
en photobioréacteur.
- Purification des ARN polyadénylés.
- Copie de 5 ug dARNm en ADN simple brin complétaéme par I'action d’'une
transcriptase inverse (Annexe 4).
- Elimination spécifigue des ARNm par la RNase Hhjaxe 4).
- Synthese du second brin d’ADNc par une ADN polsasé (Annexe 4)
- Ligation et digestion d’adaptateurs contenantdigss de restrictiofecoRl et Xhd
(Annexe 4).
- Fractionnement des ADNCc.
Le protocole préconisé par le fabricant impliquiaiilisation de dNTP§-3?P] lors de la
synthése du second brin d’ADNc. Le laboratoire ariétpas habilité a manipuler des
isotopes radioactifs, le fractionnement des ADNété& réalisé par €lectrophorése sur gel
d’agarose. Pour cela, les ADNc fraichement digérésété solubilisés dans 10 pL d'eau
ultrapure stérile. La migration électrophorétiquéta effectuée sur un gel d’agarose a 1 %
(w/v). Le BET et les UV ayant un fort pouvoir muésg, les ADNc (8 uL) destinés au
fractionnement ont migré en paralléle d’ADNc (1 pdolorés au BET, soumis aux UV et
utilisés comme repere visuel pour I'excision. Tragnes correspondant a des ADNc de
tailles différentes ont été découpées a l'aideameek stériles. Les ADNc ont ensuite été
extraits du gel d’agarose et purifiés avec le laixttaction WIZARD® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega). Aprés élution dans 5@'gau ultrapure, les 3 fractions ont
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été précipitées par ajout de 5 pL d’'acétate deuso@M (pH 5,2) et de 165 uL d’éthanol
100 %, incubées une nuit a — 20 °C. Les précipiéesltés par centrifugation (10000 x g,
4 °C, 30 min) ont été dissous dans 5 pL d’eauplira stérile.
- Ligation unidirectionnelle dans le vecteur de nelge Zap express (ADN du
bactériophage), fourni prédigéré avec les enzyniesoR et Xhd.
- Incubation du vecteur en présence des protéimdés capside du bactériophage
- Infection de la souchE. coli XL1-Blue MRF’ par les phages reconstitués et tiibra
de la banque primaire. La banque a donc été divsee sous-groupes dont la
conception repose sur le fractionnement des ADNandeur taille : ADNc< 564 pb
(banque 1), 564 pk ADNc < 1375 pb (banque 2), 1375 pbADNCc < 4268 pb
(banque 3).
- Amplification des banques d’ADNc primaires pogcwitre et stabiliser les quantités

stocks.

7.2. Criblage de la banque d’ADNc

Sur une boite de Petri, les phages sont multigligéaun tapis bactérien de maniére a obtenir
un maximum de plages de lyse isolées. Les phagdsessuite récoltés puis lysés pour en
extraire 'ADN de la fagcon décrite au 84.4. L’ADNhaggique est ensuite criblé par

amplification PCR avec les amorces appropriées.

8. Clonage et expression des séquences codantes

8.1. Le vecteur de clonage et d’expression : leggimide pYES2

Le plasmide pYES2 (5,9 kb) est fourni par Invitrogd-igure 23). Il est utilisé pour les
expériences de clonage dans la souche TOP1@scHerichia coliet permet la synthése de
protéines recombinantes dans la souche INVScl deviae Saccharomyces cerevisiak
possede :
- Un site de clonage multiple situé en aval du ptsur.
- Le promoteur GAL1 inductible par le galactose gontrdle I'expression du gene
inséré.
- Un signal de terminaison de transcription CYCZLeas8aire a la stabilisation des
ARNM.
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- Un gene URA3 codant pour une enzyme impliquées darsynthése d’uracile pour la
sélection des levures transformées.

- Un géne de résistance a I'ampicilline pour l&stbn des transformants daascoli.

- Plusieurs origines de réplication pour maintémmombre de copies plasmidiques a un
haut niveau. pUC ori est l'origine de réplicatioactérienne et 2u ori I'origine de

réplication de levure.

SnaB |

Figure 23 : Le vecteur d’expression pYES2 (Invitrogn).

8.2. L’insert (ADNCc)

Les séquences nucléotidiques contenant les padi@sntes des transcrits d’intérét ont été
amplifiées par PCR. Les amorces utilisées possddentéme température d’hybridation
(70 °C) et incorporent un site de restrictibooR | ou Xbal. Les conditions d’amplification
se composent d’'une dénaturation initiale de 5 mBb&C, suivie de 35 cycles de 30 s a
95 °C, 30 s a 70 °C, de 3 ou 4 min, selon la tdillegene amplifié, a 72 °C, puis d’'une étape

finale d’élongation de 10 min a 72 °C.
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8.3. Digestion enzymatique du plasmide et de I'iest (ADNC)

Le plasmide et l'insert sont digérés dans un voldima de 20 pL avec 2 yuL de tampon de
réaction 10X (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0mM, 2-mercaptoethanol 10 mM,
Triton X-100 0,01 % (v/v), glycérol 50 % (v/v)) avec 10 unités d’enzymes de restriction
EcaR | etXbal. Le milieu réactionnel est incubé 1 h a 37 °€slenzymes sont inactivées par
20 min d’'incubation a 65 °C.

8.4. Ligation du plasmide et de l'insert

La ligation de l'insert avec le vecteur est réaisdec la T4 ADN ligase (Promega). Le
rapport molaire utilisé entre le plasmide et l'ingeeut varier de 1/1 a 1/3. La réaction est
effectuée dans un volume final de 10 puL en présdacempon de ligation (1X final : Tris-
HCI 30 mM (pH 7,8), MgGl 10 mM, ATP 1 mM, DTT 10 mM). A 100 ng du vectefES2
linéarisé et 100 ng d’insert, ont été ajoutéesifarde T4 ADN ligase. Le milieu réactionnel

est incubé une nuit a 16 °C.

8.5. Préparation de bactéries et de levures éleottompétentes

Les bactéries sont mises en culture pendant unear@ir °C, sous agitation, dans 5 mL de
milieu LB (1 % NaCl, 1 % de tryptone, 0,5 % d’extide levure). Cette préculture est utilisée
pour ensemencer 250 mL de milieu LB. Lorsque I'abance a 600 nm atteint une valeur
comprise entre 0,6 et 0,8, la culture est centéuf> min a 2600 x g et a 4 °C. Les culots de
cellules sont lavés 3 fois (pour éliminer les sal@c de I'eau ultrapure stérile. Les derniers
lavages sont réalisés dans du glycérol & 10 %]gtiément refroidi dans la glace. Le culot

cellulaire est finalement repris dans du glycéfPAa (Sambroolet al, 1989).

Les levures sont cultivées a 30 °C dans 250 mL ileunyPD (1 % d’extrait de levure, 2 %

de peptone, 2 % de dextrose), jusqu’a ce que ltabsgce a 600 nm atteigne une valeur
comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules récoltéesentrifugation sont lavées a I'eau ultrapure
stérile. Les cellules sont ensuite incubées 15daims 500 pL de dithiothréitol 25 mM (Suga

et Hatakeyama, 2001), centrifugées puis resuspsraire du sorbitol 1 M.

Les bactéries et les levures électrocompétentes @iéparées sont aliquotées par volume de

50 uL, congelées dans I'azote liquide et conseraéed) °C.
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8.6. Transformation par électroporation

A 50 pL de bactéries ou de levures électrocompesesbnt ajoutés 1 a 5 uL du produit de
ligation. L’ensemble est placé dans une cuvette dem (préalablement refroidie dans la
glace). La cuvette est ensuite placée dans I'appdiédectroporation (Electroporator 2510,
Eppendorf). Les conditions de voltage pour I'éleptration sont de 25 kV/cm pour les
bactéries et de 15 kV/cm pour les levures. Apiegolulsion (la constante de tempdoit étre
inférieure a 5 ms), les bactéries sont immédiatemeprises dans 1 mL de milieu SOC
(bacto-tryptone 2 %, extrait de levure 0,5 %, N&3H mM, KCI 2,5 mM, MgC] 10 mM,
glucose 20 mM) et placées a 37 °C pendant 1 h.sAyme centrifugation d’1 min a 2500 x g,
le culot bactérien est repris dans 150 pL de miliBu Ensuite, la suspension de bactéries

électroporées est étalée sur milieu solide sélectif

8.7. Sélection des transformants

Les bactéries Anmigransformées ont acquis le géne de résistaneericilline (Sambroolet

al., 1989). Elles sont sélectionnées sur boite dedd € % w/v) & 50 pg/mL d’ampicilline.
Les levures transformées sont sélectionnées sueum8C-U dont voici la composition :
0,67 % (w/v) d'une base de levure azotée sans scdenés, 2 % (w/v) d’'une source de
carbone (glucose ou galactose), 0,01 % (w/v) d’edérd’arginine, de cystéine, de leucine,
de lysine, de thréonine, de tryptophane ; 0,005 v/ )(d’acide aspartique, d'histidine,
d’isoleucine, de méthionine, de phénylalanine, adine, de sérine, de tyrosine, et de valine,
plus ou moins 2 % (w/v) d’agar. L’absence d’ura¢lly est ici le facteur sélectif des levures
transformées. La souche INVScl utilisée est aupbto pour l'uracile. Les levures
transformées avec le plasmide pYES2 se montrenaibtpophes a I'égard de l'uracile et

seront a méme de se développer sur un milieu défiein uracile.

8.8. Analyse des clones positifs

La présence de l'insert est mise en évidence pgestion enzymatique et/ou PCR. Pour
chacune des constructions génétiques, plusieuneglbactériens ont été séquencés avant de

réaliser I'expression du gene.
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8.9. Induction de I'expression du gene cloné et alyse des transcrits

Les génes clonés sont exprimés chez la legamecharomyces cerevisiddlVScl. La
transcription du géne est sous le contrdle du pteandGAL1, inductible par le galactose et
réprimé en présence de glucose. La présence aefiab du transcrit ont été contrélées pour
les levures transformées avec les inskgEsstl et IgEsR. Pour cela, trois cultures ont été
incubées en paralléle, a 30 °C dans un milieu SC :
- Une culture de levures transformées avec le ptismon recombiné dans un milieu SC-
U, servant de témoin négatif
- Une culture de levures transformées avec le ptisnecombiné dans un milieu SC-U en
présence de glucose
- Une culture de levures transformées avec le ptesnecombiné dans un milieu SC-U en
présence de galactose.
Lorsque la croissance atteint la phase stationrfdersité stable), les cellules sont récoltées
par centrifugation, broyées dans l'azote liquideuer fine poudre a partir de laquelle sont
extraits les ARN totaux. S’'agissant de détermiaegprésence ou I'absence du transcrit, il est
impératif d’éliminer toute trace d’ADN plasmidiquaes préparations d’ARN. Pour détecter la
présence d’ADN, les ARN totaux traités par une DNast été soumis a deux types de
vérification : une analyse qualitative par élechropse sur gel d'agarose et une PCR
effectuée directement sur 'ARN (témoin négatifa présence des transcrits a ensuite été
déterminée par PCR avec des couples d’amorcedigpési des séquences codantes insérées.
Les conditions d’amplification se composent d’'uéaaturation initiale de 5 minutes a 94 °C,
suivie de 35 cycles de 30 s & 95 °C, 30 s a ladeatyre d’hybridation appropriée, 3 min a
72 °C, puis d’'une étape finale d’élongation de 10utes a 72°C.
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9. Analyses bioinformatiques des séquences

Les bases de données biologiques consultées eutigs bioinformatiques utilisés pour ces
travaux de thése sont listés, par ordre alphal&tigqu Annexe 5, avec leurs adresses Internet

respectives.

9.1.Bases de séquences
9.1.1. Les bases de séquences nucléigues et pratégigénéralistes

Les bases de séquences publiques généralistestérihtérrogées pour appréhender la
fonction des protéines codées par les 3 séquenceeliement obtenues chezgyalbana Les
bases de séquences nucléiques sont au nombre 8B (DNA Data Bank of Japan)
(Tateno et al, 2000), GenBanK aux USA (Bensat al, 2007) et EMBL (European
Molecular Biology Laboratory nucleotide sequencéaldase) (Kulikoveet al, 2007). Les 3
bases sont réunies au sein de I'International Ntide Sequence Databa&mllaboration.
Interconnectées, elles échangent leurs donnéegligmoiement. Les nouvelles séquences ont
été déposées sur EMBL a l'aide du formulaire irdégraVebin. La base SWISS-PROT est
une base de données protéigues annotées avedlenni@eau de redondance. SWISS-PROT
a été créée en 1986 par Amos Bairoch au DépartesedBiochimie Médicale de I'Université
de Genéve (Bairocét al, 2004).

9.1.2. Les bases de séguences de microalgues

La base de données de type ESIT ghlbanaest rattachée a une base de données globale, la
TBestDB (Taxonomically Broad EST Database), quitidise et organise les marqueurs de
séquences exprimées d’eucaryotes unicellulaires. ifermations de nature nucléotidique
sont issues d’'un programme de séquencage pariBINE. Ce projet de séquengage découle,
entre autres, de la collaboration de six univessinadiennes, dont I'objectif est d’explorer

la diversité des genes exprimés chez les protigtesellulaires. Plusieurs espéces de
microalgues figurent parmi les organismes étudiésoe le dinoflagelléHeterocapsa

triquetra, la cryptophyteGuillardia theta ou encore I’haptophyteavlova lutheri

Les homologues des séquenceds galbanaont été recherchés dans 6 banques de données
publiques chez les algues unicellulaires. Les g&@sotomplets de 6 microalgues sont connus.
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Il s’agit de I'algue rougeCyanidioschyzon merola@latsuzakiet al, 2004), des diatomées
Thalassiosira pseudonarfArmbrustet al, 2004) etPhaeodactylum tricornuturgbcalaet al,
2002), de la microalgue vertehlamydomonas reinhardti{Merchantet al, 2007) et des
prasinophyte®©streococcus taurfDerelleet al, 2006) etOstreococcus lucimarinugalenik
et al, 2007).

9.1.3. Les bases de séquences spécialisées swariegmes lipolytiques

Pour classer les enzymes identifiées et détermeear famille d’appartenance, la Lipase
Engineering Database (LED) (Pleissal, 2000) et la Microbial Esterases Lipases Database
(MELDB) (Kang et al, 2006) ont été consultées. La LED concentre demé@ss de
séquences annotées relatives aux enzymes de Idasujtle des hydrolases a repliemetf.

La MELDB est spécialisée dans le stockage d’infaiona sur les lipases et les estérases de

microorganismes.

9.1.4. Les bases de signatures protéiques

Quand les séquences divergent excessivement (rdeir3d % d’identité de séquences), la
fonction des protéines peut étre appréhendée dmendwant la présence de signatures
caractéristiques d’'un domaine ou d’une fonctiontdcque. Ces signatures sont des motifs,
des blocs, des profils ou des empreintes. Les snetifit de courtes régions conservées ne
contenant ni insertion ni délétion (gaps). Lorsigu'sont définis par des alignements
multiples, les motifs protéiques correspondent aillecs c’est-a-dire des sous séquences de
régions conservées présentées sous forme d'alignemmiltiples sans gaps. Les profils sont
des alignements multiples de motifs convertis epleta de fréequence qui refletent la
probabilité pour chaque acide aminé de se trouveregposition particuliére du motif, tout en
considérant les propriétés mutationnelles des sciéeinés. Ces matrices de pondération
transcrivent la complexité d’'un motif. Les emprestontiennent un ou plusieurs motifs avec
ou sans gaps. Des bases de données recensentr@safoet signatures. La base PROSITE
(Sigristet al, 2002) répertorie motifs et profils protéiquessites fonctionnels sous forme de
séquences consensus. La base BLOCKS (Hengtaif, 2000) regroupe les motifs sans gaps,
de familles de protéines présentes dans SWISS-PR@QIE, forme d’alignements multiples

(profils).
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9.1.5. Les bases de structures tridimensionnelles

La Protein Data Bank(Bhat et al, 2001) rassemble I'ensemble des structures
tridimensionnelles expérimentales et théoriques descromolécules biologiques. Les
structures sont résolues par cristallographie gaaction des rayons X ou par spectroscopie
de Résonance Magnétique Nucléaire. Les modélescoialées sont établis a l'aide de

logiciels spécifiques (89.7.)
9.2. Analyse des séqguences nucléotidiques

La recherche des phases ouvertes de lecture zadigée avec GeneMark (Borodovsky et
Mclninch, 1993), la traduction des séquences ntidioes avec SMS (The Sequence
Manipulation Suite) (Stothard, 2000) et la struetintronique des géenes a été déduite a l'aide
du programme Spidey (Wheelat al, 2001). Les cartes de restriction des insertsest d

plasmides ont été établies avec les programmes&dBRAW32.

9.3. Profils physicochimiques des protéines

La prédiction des caractéristiques physicochimioges protéines apporte des informations
nécessaires au traitement expérimental des prstdanes les domaines de I'extraction et de la
purification. Par exemple, la connaissance du ity pequel la protéine présente une charge
nette nulle, est utile pour la séparation d'un mgéa de protéines par migration

électrophorétique dans un gel contenant des anmasodjui créent un gradient de pH.

La masse moléculaire et le pH du point isoélectridas protéines ont été déterminés grace

aux programmes hébergeés sur le site SMS (Stothaed).

Le programme SignalP 3.0 (Bendtsenal, 2004) prédit la présence ou non de peptides
signaux avec sites de clivage reconnu par la sigeptidase | (SPase) dans les régions N-
terminales. Selon le type de données utilisées con@férences (eucaryotes, bactéries Gram-
et Gram+), le serveur annonce, apres un calculigiguque de type markov caché, les sites

de clivages probables. Les peptides sighaux soobudies segments peptidiques positionnés a
I'extrémité N-terminale des protéines destinéestr@ &écrétées ou exportées dans un
compartiment intracellulaire. Ces signaux sonteaspbles de I'adressage des protéines aux

translocons.
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Les profils hydrophobes et hydrophiles ont été g&né& partir du programme TopPred
(Claros et von Heijne, 1994). Un indice d’hydropiuite (Tableau 11) est attribué a chaque

acide aminé d’apres une échelle conventionnelleoéde, en 1982, par Kyte et Doolittle.

Acide Acide Acide Acide

aminé aminé aminé aminé

lle +4,5 Met +1,9 Ser -0,8 Asp -3,5
Val +4,2 Ala +1,8 Tyr -1,3 Glu -3,5
Leu +3,8 Gly -0,4 Pro -1,6 GIn -3,5
Phe +2,8 Thr -0,7 His -3,2 Lys -3,9
Cys +2,5 Trp -0,9 Asn -3,5 Arg -4.5

Tableau 11 : Echelle d’hydrophobicité de Kyte et Dalittle.
Les acides aminés sont classés par ordre décrbésatice hydrophobe. Les résidus hydrophiles ont
un score < 0 et les résidus hydrophobes un sc6re >

Dans une protéine, la succession d’acides aminédroplyobes forme des zones
d’hydrohobicité qui définissent le profil d’hydropbicité de la molécule. Ce profil permet de
repérer par exemple des régions potentiellemensrtmambranaires, qui, compte tenu de la
nature des membranes biologiques, sont nécessairdipe@rophobes. Pour tracer le profil
d’hydrophobicité d’'une protéine, le score de chadsedu est pris en compte dans un premier
temps. Le profil est ensuite lissé en calculantdere moyen sur une fenétre de résidus de
taille variable, glissant le long de la séquenaee fenétre de 5 a 7 résidus est recommandée
pour identifier les régions potentiellement expssée surface. Une fenétre de 19 a 21 résidus
est préconisée pour la recherche de domaines tesmisranaires. Si le score moyen dépasse
1,8 dans une zone, alors celle-ci est transmemipgantine hélice transmembranaire

correspond a une zone transmembranaire de plusésédblis consécutifs.

9.4.Recherche d’homologies

Pour identifier la fonction associée a une nouvefiguence, la bioinformatique a développé
de nombreux outils. La premiére méthode utiliséesiste a comparer la nouvelle séquence
avec lI'ensemble des séquences classées dans ks dmslonnées. La seconde méthode
permet, par la recherche de motifs caractéristiquiislentifier une fonction ou une

appartenance a une famille de protéines.
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9.4.1. Par comparaison de séquences

La recherche de similitudes entre séquences darsateues de données a été réalisée par le
biais d’'un BLAST (Basic Local Alignment Search Tp@Altschul et al, 1990). La valeur E
calculée par le programme pour chaque alignememhet d’estimer si I'alignement observé

a été obtenu par hasard ou s'il a une réelle sigibn biologique. Plus la valeur E est proche

de 0, plus I'alignement est statistiquement sigaiif.
9.4.2. Par recherche de motifs et de profils

Pour rechercher la présence de motifs protéigueseceés caractéristiques d’'une famille de
protéines, la méthode de comparaison par profteaulisée (Gribskowt al, 1987). Cette

méthode s’applique aux motifs définis sous formalighements de séquences. Le
programme BLOCKSEARCHER (Fuchs, 1993) recherche wue séquence protéique
'ensemble des blocs protéiques, convertis en Ipedfcontenus dans la base BLOCK. Les
profils présentés dans cette étude sont en webldgdormat traduit la fréquence de position

des résidus alignés par la taille des lettres.

9.5. Alignements multiples

Les alignements multiples de séquences protéiguds été réalisés en utilisant les
programmes ClustalW (Thompsat al, 1994) et MUSCLE (Edgar, 2004). L’alignement
multiple consiste a aligner plusieurs séquencess dauar intégralité. Les séquences sont
comparees deux a deux. ClustalW calcule les samesmilitude et construit une matrice de
distances pour I'ensemble des séquences alignégsaddeux. Le programme génére ensuite
une séquence consensus a partir de Il'alignementipheuldes deux séquences les plus
proches. Ce consensus est aligné avec la troisséaugence la plus proche. L'alignement se
construit progressivement par I'établissement dasensus successifs jusqu’a sa forme

/////

du programme ESPript (Gouettal, 1999).
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9.6. Phylogénie
9.6.1. L’alignement

L’alignement multiple (89.5.) des séquences a étudpnstitue la premiere étape de I'analyse
phylogénétique. L'alignement d’'un nombre élevé éguences (61 dans cette étude, Tableau
12, page 98) est difficile a réaliser, méme avecldgiciels d'alignements automatiques. Il
nécessite toujours d’étre réajusté manuellemenis Datre contexte, qui est celui de I'étude
de séquences faiblement identiques, les arbresogdyétiques n'ont pas été construits a
partir des séquences completes. Pour améliorealysm, les alignements ont été traités avec
la version 0.91 b du programme Gblocks (Castres#0f@)). Ce serveur permet d’extraire les
régions pauvrement appariées, ambigués et hypablesi qui fausseraient I'analyse et permet
de générer des blocs de régions informatives @alte des signaux phylogénétiguement
exploitables. Les arbres présentés sont enradieggroupe extérieur (outgroupe) choisi pour
cela rassemble les protéines Yolk de 5 especes rdsophiles Drosophila virilis /
AAWA47625 ; Drosophila montana /ABU80343 ; Drosophila americana /ABE68792,;
Drosophila ezoana AAW47631 ;Drosophila littoralis / ABU80342) (Hideet al, 1992).

9.6.2. Méthodes de construction des arbres

Les arbres ont été générés selon 2 méthodes, ¢hideiJoining (Saitou et Nei, 1987) et le
maximum de parcimonie. Aucune des méthodes d’amgiylogenétique n’incorpore tous
les aspects des mécanismes biologiques de I'épnlutes séquences. Il est donc convenu
d’estimer que seules les branches retrouvées paiepts méthodes sont susceptibles d’'étre
une bonne image de la réalité. Les analyses phy&tiggies en Neighbor Joining et

parcimonie ont été réalisées a l'aide du logicieBlYRO_WIN (Galtier et al, 1996). Les

,,,,,
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Especes Classes Protéines N° d’accession
Anopheles gambiae Arthropoda Protéine hypothétique 31239983
Apis mellifera Arthropoda Protéine hypothétique 48101936
Arabidopsis thaliana (1) Plantae Protéine inconnue BAC42224
Arabidopsis thaliana (2) Plantae Phospholipase/Carboxylestérase 15235601
Aspergillus fumigatus Ascomycota Phospholipase 70984585
Aspergillus niger Ascomycota 1395827
Aspergillus oryzae Ascomycota Phospholipase/Carboxylestérase BAE62787
Bos taurus Vertebrata Protéine hypothétique 77736321
Caenorhabditis briggsae Nematoda Protéine hypothétique CAE63703
Caenorhabditis elegans Nematoda Protéine hypothétique T23324
Candida albicans Ascomycota Putative PLip/CEst 68470360
Canis familiaris Vertebrata Lysophospholipase Il 73950621
Danio rerio Vertebrata Protéine hypothétique 41152185
Debaryomyces hansenii Ascomycota Protéine hypothétique 50420413
Dictyostelium discoideum Amebozoa Protéine hypothétique EAL66424
Drosophila melanogaster Arthropoda Protéine hypothétique AAG22322
Emericella nidulans Ascomycota Protéine hypothétique EAA60541
Filobasidiella neoformans Basidiomycota Protéine hypothétique EAL20149
Gallus gallus (1) Vertebrata Lysophospholipase | 50737613
Gallus gallus (2) Vertebrata Lysophospholipase Il 50759892
Gibberella zeae Ascomycota Protéine hypothétique EAA74608
Homo sapiens (1) Vertebrata Lysophospholipase | 075608
Homo sapiens (2) Vertebrata Lysophospholipase Il AAC72844
Isochrysis galgana Chromalveolata  Estérase putative CA002582
Magnaporthe grisea Ascomycota Protéine hypothétique EAA47568
Mus musculus (1) Vertebrata Lysophospholipase | P97823
Mus musculus (2) Vertebrata Lysophospholipase Il 7242156
Neurospora crassa Ascomycota Putative lysophospholipase CAC10084
Oryctolagus cuniculus (1) Vertebrata iPLA calcium indépendante AAC63431
isoforme 1
Oryctolagus cuniculus (2) Vertebrata iPLA calcium indépendante 077821
isoforme 2
Oryza sativa (1) Plantae Phospholipase/Carboxylestérase CAE02817
Oryza sativa (2) Plantae Phospholipase/Carboxylestérase 50929517
Oryza sativa (3) Plantae Protéine inconnue CAE02816
Pan troglodytes Vertebrata Lysophospholipase Il 55586469
Phaeodactylum tricornutum Chromalveolata  Putative PLip/CEst 21816
Pongo pygmaeus Vertebrata Protéine hypothétique CAH90793
Pseudomonas aeruginosa Bacteria Probable carboxylestérase A83163
Pseudomonas fluorescens Bacteria Carboxylestérase Q51758
Pseudomonas fluorescens Bacteria Estérase prédite 23059179
Pseudomonas putida Bacteria Carboxylestérase AAN66920
Rattus norvegicus (1) Vertebrata iPLA calcium indépendante P70470
Rattus norvegicus (2) Vertebrata Lysophospholipase Il 13786178
Schistosoma japonicum Plathelminthes Lysophospholipase AAD52700
Schistosoma mansoni Plathelminthes Homologue lysophospholipase AAC@225
Silurana tropicalis Vertebrata Protéine hypothétique AAH64187
Strongylocentrotus purpuratus Echinodermata Lysophospholipase | 72050054
Tetraodon nigroviridis (1) Vertebrata Protéine hypothétique CAG10223
Tetraodon nigroviridis (2) Vertebrata Protéine hypothétique CAG02318
Thalassiosira pseudonana (1) Chromalveolata  Putative PLip/CEst 6090
Thalassiosira pseudonana (2) Chromalveolata  Putative PLip/CEst 18091
Ustilago maydis Basidiomycota Protéine hypothétique 71003193
Xenopus laevis (1) Vertebrata Protéine hypothétique AAH73342
Xenopus laevis (2) Vertebrata Similaire lysophospholipase I AAH44315
Xenopus tropicalis (2) Vertebrata Protéine hypothétique 45361419
Xenopus tropicalis (1) Vertebrata Lysophospholipase Il AAH75270
Yarrowia lipolytica Ascomycota Protéine hypothétique 50545321

Tableau 12 : Liste des espéces et des séquencdssats pour I'analyse phylogénétique.
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9.6.3. Estimation de la robustesse des arbres

La fiabilité des arbres doit étre statistiguemenbke. Pour cela, 'analyse de bootstrap est
utilisée. C’est une méthode d’échantillonnage quineine l'influence de la suppression de
certaines informations sur la stabilité de I'arbrecolonnes sont choisies arbitrairement a la
place de l'alignement d’origine. Cette opératiorit @re réalisée entre 100 et 1000 fois. Un
arbre est calculé pour chaque échantillonnage. di#férents arbres sont comparés puis
compilés en un arbre consensus. Un pourcentageluetesse (valeur de bootstrap) est
attribué a chacun des nceuds de I'arbre consendos@ion du nombre de fois ou le noeud a
été retrouvé a la position qu’il occupe au seifiabre consensus. Plus la valeur de bootstrap
est élevée, plus la fiabilité de la branche estoirtgmte. 500 valeurs de bootstrap ont été

utilisées pour la construction des arbres présef@gs ce mémoire.

9.7.Prédiction de la structure tertiaire des protéines

Les modeéles moléculaires tridimensionnels ont étésituits avec le programme Geno3D
(Combetet al, 2002) par comparaison et alignement avec les ploshes homologues de
conformation 3-D connue. Les protéines qui ont isefempreintes pour construire les
modeles structuraux des protéines étudiées damséceoire sont la thioestérase humaine
(code PDB : 1fj2) (Devedjieet al, 2000) et la carboxylestérase Reudomonas fluorescens
(code PDB : lauo) (Kinet al, 1997). Plus la similarité est grande, plus la étisdtion est
performante. Le programme Geno3D fonctionne sefenrméthode géométrique qui consiste
a mesurer des distances sur la protéine empreunte & les appliquer a la molécule a
modéliser. Le logiciel détermine ensuite les comi@tions possibles qui, a la fois, satisfont
les contraintes spatiales (distances) déduitesedepteinte et présentent une optimisation
énergigue mécanique et dynamique (liaisons cowederingles de valence, rayons de Van der
Waals) (Combett al, 2002). Les images tri-dimensionnelles ont étéeédi et annotées en
utilisant le logiciel RasMol version 2.6 (Sayle Milner-White, 1995) et le programme
Protein Explorer (Martz, 2002).
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PARTIE llI Résultats : activité lipolytique eryime

1. Analyse de I'activité lipolytique endogéne disochrysis galbana

1.1. Mise en évidence d’une activité lipolytique

Initialement, la présence d’une activité lipolytejendogene chek galbana avait été
soupgconnée, par l'observation d’'acides gras liltass les lipides totaux extraits de la
microalgue (Poisson, 1999). Par la suite, les amallipidiques par CCM, effectuées au
laboratoire par Marie Devos en 2005, ont réevébédtence d’activités lipolytiques endogenes
a I'encontre des glycolipides et des phospholip{ies/os, 2005). Afin de confirmer ce point
et de s’assurer de la présence d’enzymes lipossigthezl. galbang nous avons, pour
commencer ces travaux de thése, renouvelé cetéxierpe, en conservant le protocole déja

établi.

Les fractions lipidiqgues obtenues sont constitugespots spécifiques (Figure 24). lls ont été
identifiés, lors des travaux de Marie Devos, pgrasdtion des classes de lipides puis par
comparaison de leur rapport frontal avec ceux dedsirds chromatographiés dans les mémes
conditions. Ainsi, on observe trois fractions dpides distincts : les lipides neutres, les
glycolipides et les phospholipides. Les lipides tresu contiennent des triglycérides, des
stérols (Figure 24 : dép6t 1), parfois des acidas fbres (Figure 24 : dépbts 2 et 3) et des
pigments verts et orangés. Dans la fraction desotipides, les spots observés correspondent
a des monogalactosyldiglycérides, des digalactigbyderides, des sulfoquinovosyldiglycérides
et a un glycolipide non identifié. On retrouve, dslala fraction des phospholipides, la

phosphatidylcholine et un autre phospholipide mtEmiifié (Devos, 2005).
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( Stérols _, «— Front de solvant 2
Triglycérides—

Lipides neutres <

Acides gras libres>

Pigments_, _ = == < Frontde solvant 1
P
Monogalactosyldiglycérides,
Glycolipides < Glycolipide non identifié—
Digalactosyldiglyceérides
>SuIfoqguinovos¥|di8l¥céride§ S
Phospholipide non identifi¢
Phospholipide <
Phosphatidylcholines,
T 7T Ligne de depdt

Figure 24 : Chromatographie sur couche mince despides totauxd’lsochrysis galbanapour la
mise en évidence de I'activité lipolytique endogene

Dépbt 1 : Echantillon témoin, ébouillanté avantuipation a 40 °C pendant 24 heures d’agitation.
Dépébts 2 et 3 : Echantillons non ébouillantés, ldsua 40 °C pendant 24 heures d’agitation.

Apres 24 heures d’incubation a 40 °C, on constatdidparition ou l'atténuation de certains
spots de lipides dans les échantillons non ébotdta(Figure 24 : dépobts 2 et 3). Ainsi, on
observe, sur la plaque de silice, que le spot deogmlactosyldiglycérides a quasiment
disparu et que les spots des sulfoquinovosyldigigesé et digalactosyldiglycérides sont
réduits. Les spots de phosphatidylcholines et dospiolipide non identifié apparaissent
également atténués. Parallelement, on note I'ajppand’un spot d’acides gras libres (Figure
24 : dépbts 2 et 3), absent de I'échantillon ténédiauillanté (Figure 24 : dépdbt 1). Les acides
gras ont donc été libérés par I'action d’'une atdiVipolytique endogéne, dirigée vers les

glycolipides et les phospholipides.

1.2. Localisation de l'activité lipolytique

Dans un second temps, nous nous sommes interragda $ocalisation intracellulaire de
I'activité lipolytigue mise en évidence chézgalbana Pour cela, une analyse lipidique par
CCM a été réalisée a partir de fractions cytoselget membranaires préalablement séparées

par broyage des cellules suivi d’'une centrifugation
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Les résultats (Figure 25) montrent I'apparition spets d’acides gras libres et I'atténuation
des spots de glycolipides et de phospholipidess tabroyat total et la fraction membranaire
non ébouillantés (Figure 25 : dépdts 2 et 6). Auspat d’acide gras libre n’est détectable
dans la fraction cytosolique (Figure 25 : dépot I4activité lipolytigue endogene mise en

évidence semble donc associée aux membranes diraalgue. Les enzymes impliquées
dans ces actions hydrolytiques, bien qu’elles sqrenbablement solubles comme toutes les

enzymes lipolytiques, fonctionneraient étroitenmeggociées aux membranes.

\
Stérols—
Triglycérides—
Lipides
> neutres
Acides gras libres» <
Pigments— - — — - -
Monogalactosyldiglycérides» — -
Glycolipides
Glycolipide non identifié—
Digalactosyldiglycérides— - | -
Sulfoquinovosyldiglycérides )
Phospholipide non identifié->
>Phospho|ipide
Phosphatidylcholines—
il 2 3 4 5 o)
\ : J & l VJ & : J
Y Y Y
Broyat total Fraction cytosoliqueFraction membranaire

Figure 25 : Chromatographie sur couche mince desgdides totaux dlsochrysis galbangour la
localisation intracellulaire de I'activité lipolyti que endogéne.

Dépobts 1 et 2 : Broyat total

Dépbts 3 et 4 : Fractions cytosoliques

Dépbts 5 et 6 : Fractions membranaires.

Les échantillons 1, 3 et 5 ont été ébouillantés gewir de témoins négatifs.
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1.3. Conclusion

La présence, chdz galbang d’activités lipolytiques endogenes vis-a-vis dégolipides et
des phospholipides, a été confirmée : la microalggalbanapossede des enzymes a activité

lipolytique associées aux membranes.

2. Isolement de 3 genes codant des enzymes lipolyés chedsochrysis
galbana

L’approche moléculaire a été choisie pour purifiecaractériser les enzymes lipolytiquels d’
galbana Cette approche consiste a cloner et surexprim&rgenes codant les enzymes
recherchées. Elle nécessite, pour commencer, diiseht des genes codant les enzymes
d’'intérét. Pour cela, deux stratégies ont été smsieement appliquées. Dans un premier
temps, la construction et le criblage d’'une bandédNc (82.1.) ont été réalisés. Dans un
second temps, la méthode d’amplification par RACEHRPa été adoptée. Cette seconde
stratégie a pu étre développée apres la publicdtigpremier projet de séquencage partiel des
ADNCc relatif a la microalgud. galbanaet révélant la présence de marqueurs d’enzymes
lipolytiques (82.2.). La seconde méthode a perialsténtion de trois ADNc pleine-longueur
(82.3.).

2.1. Construction et criblage d’'une banque d’ADN cmplémentaires
2.1.1. Extraction des ARN totaux et purification ds ARN messagers

La banque d’ADNCc a été réalisée a partir d’ARN tataxtraits de la biomasse d’'une culture
de 1,5 L dI. galbana en photobioréacteur. Les ARN messagers ont eét&igsurpuis
rétrotranscrits en ADNc avant d’étre utilisés poonstruire la banque. La Figure 26A illustre
les profils électrophorétiques des ARN totaux (ARNMKtraits. Les ARNm apparaissent en
fond sous forme d'une trace. Les bandes épaissextéasent les ARN ribosomiques.
Classiquement, les profils électrophorétigues d&iNA chez les eucaryotes montrent 4
bandesmajeures correspondant, par ordre de taille dé&aoie, aux ARNr 25-28S, 17-19S,
5,8S et 5S. Le profil d’ARN dI' galbanatotalise plus de 4 bandes et semble, a premiére vue
plus complexe que celui de la leviBaccharomyces cerevisjgear exemple (Figure 26B).
Apres purification, les ARNm apparaissent clairetr&ur le gel d’agarose (Figure 26Ch
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zone maximale d'intensité lumineuse de la smeatalg’'éapproximativement de 500 a

1500 pbll subsiste quelques traces d’ARNTr.

1 2 3 4 56 1 2 3 4 5 1 2 5

ARNmM

C

Figure 26 : Electrophoréses en gels d’agarose desRN totaux et des ARNm disochrysis
galbana

Les acides nucléiques ont été séparés sur gelS & Aw/v). Le marqueur de taille utilisé est le
bactériophag digéré par les enzymé&xadR| et Hindlll. L’échelle de taille est en paires de bakg.
Isolement des ARN totauxId’'galbana Les dép6ts 1 a 3 correspondent & des échantillmmsraités

a la DNase, a la différence de ceux déposés damits 4, 5 et @) Comparaison des profils d’ARN
totaux dl. galbana(pistes 1 a 3) et dBaccharomyces cerevisi§gistes 4 et 5)C) Purification des
ARNm d’l. galbana La fraction enrichie en ARNm (piste 5) s’obtigrar chromatographie d’affinité.
La méthode assure I'élimination d’'une proportiompartante des ARNr (piste 2).

2.1.2. Fractionnement des ADNCc et construction da banque

Aprés rétrotranscription de la fraction enrichie ARNm, les ADNc obtenus ont été
fractionnés selon leur taille afin d’éviter queddanque d’ADNc ne soit surreprésentée en
fragments de petites tailles. Lors du clonage, ABNc de petites tailles ont, en effet,
tendance a se liguer préférentiellement & ’ADNotlage, comparés aux ADNCc de tailles plus
importantes. Pour optimiser la fréquence des géeegrandes tailles et obtenir un clonage
homogene, les ADNc ont été fractionnés en 3 grquiesailles différentes : ADNs 564 pb
(groupe 1), 564 pk ADNCc < 1375 pb (groupe 2), 1375 pbADNCc < 4268 pb (groupe 3).
Les tailles indiquées pour la constitution des pesufont référence a celles du marqueur de
taille. Ces 3 fractions, représentées sur la Figdreont été clonées dans '’ADN du phaget

ont permis la réalisation de 3 banques d’ADNc ddifies.
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4268 pb»

1375 pb»

564 pb»

Figure 27 : Electrophorese en gel d’agarose des ARNIouble brin fractionnés en 3 groupes de
tailles différentes.

Les acides nucléiques ont été séparés surébdw/v). Piste 1 : Marqueur de taille (bactériagéi
digéré avec les enzym&zadRl et Hindlll). Piste 2 : ADNc< a 564 pb. Piste 3 : 564 pbADNc <
1375 pb. Piste 4 : 13#ADNCc < 4268 pb.

2.1.3. Titration et analyse de la banque d’ADNc

Les phages, reconstitués avec 'ADN recombinant,éb@ utilisés pour infecter une culture
bactérienneChaque plage de lyse contient les clones d’'un mphege recombinéle
nombre de plages de lyses présentes sur les lieiteéstri a permis de titrer les trois banques
primaires : 1,7.1?)ufp/mL (banque 1), 6,4.i®1fp/mL (banque 2), 4,9.f(mfp/mL (banque 3).
Pour chacune des 3 banques, la présence et tadaslinserts ont été contrélées. Pour cela,
des plages de lyse isolées ont été prélevées de &é€atoire. Les phages récupérés ont été
multipliés, récoltés et lysés afin d’en extrairRDN. Chaque clone a ensuité été contrdlé par
amplification de l'insert avec le couple d’amoradquées sur les promoteurs T3 et T7 qui
encadrent le site de clonage du phigea Figure 28 illustre les résultats du contrédedeux
clones, prélevés au hasard, pour chacune des udmnba taille des inserts amplifiés

concorde approximativement avec celle des fractiBABNc clonées.
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4268 pbr» « 4268 pb

1375 pb» <« 1375 pb

564 pby

Figure 28 : Electrophorése en gel d’agarose d’ADNxé&rait de phages recombinés prélevés
aléatoirement dans les banques 1, 2 et 3, et amm@ipar PCR avec les amorce$3Set T7TAS

Les acides nucléiques ont été séparés sur del%a (w/v). Le marqueur de taille utilisé est le
bactériophagé digéré par les enzymé&sadRl etHindlll. Les inserts ont été amplifiés par PCR avec le
couple d’amorce§3ST7AS Pistes 1 et 10 : Marqueurs de taille. Pistes 8 e€Clones 1 et 2 de la
banque 1. Pistes 5 et 6 : Clones 1 et 2 de la laPgRistes 7 et 8 : Clones 1 et 2 de la banque 3.

2.1.4. Recherche de sondes pour le criblage de langue

Suite aux travaux préalablement effectués par MioBeu sein du laboratoire, nous avons,
pour commencer, focalisé notre recherche sur éseint d’'un géne de phospholipase de type
A, (PLA,). En effet, aprés avoir révélé I'existence d'umtivité phospholipasique chdz
galbanag il a été observé que le DHA, préférentiellemestalisé en position sn-2 des
phospholipides, était libéré en plus grande progortpar cette activité lipolytique.
L'implication d’une PLA avait donc été suggérée (Devos, 2005).

Lorsque ces travaux de thése ont débuté, nous spmsibns pas de sondes spécifiques,
correspondant aux genes recherchés, pour criblsarique d’ADNc. Effectivement, en 2005,
la littérature était encore exempte d’informaticos les séquences des enzymes lipolytiques
d’'l. galbana Pour commencer, il a été envisagé dobtenir desdes nucléotidiques
spécifiques d. galbana par amplification de régions d’ADNc avec de cosirgmorces
hétérologues calquées sur des motifs de Riohservés chez d’'autres organismes.
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Deux séquences homologues de RPlpAésentes dans les bases de données génomiques des
microalgues Cyanidoschyzon merolaet Thalassiosira pseudonanant été choisies et
analysées pour la conception des amorces nuclgogsgi Elles présentent des similitudes
significatives avec des PLAde type cellulaire, indépendantes du calcium (ipLAt
associées aux membranes. Les iPlsAnt généralement des protéines de 85 a 88 kDa
contenant un motif de fixation de 'ATP de type &yGly-X-X-Gly, un motif consensus de
lipase de type Gly-X-Ser-Thr-Gly, la triade catalye Ser/Asp/His et plusieurs motifs
ankyrine (Winsteacet al, 2000). Les répétitions ankyrines sont communémeimbuvees
chez plus de 400 protéines différentes. Généralesirres dans la région N-terminale, ces
motifs sont impliqués dans les interactions intdédoalaires (Sedgwick et Smerdon, 1999).
Les motifs, choisis pour la conception des amorsest bien conservés chez les iBLEe
sont, de I'extrémité N- a I'extrémité C-termindkes motifs D-G-G-G-T-R-A, G-T-S-T-G-A-l

et R-A-S-S-A-A-P, respectivement nommés PLM1, PLMPLM3. Le second motif, PLM2,

inclut le pentapeptide consensus des enzymes figogs avec la sérine catalytique.

Dans un premier temps, des amorces dégénéréestsmrissensdSetdAS ont été congues a
partir de ces motifs. Les couples d’amorcesM1dSPLM2dAS PLM2d3PLM3dAS et
PLM1dSPLM3dASont ensuite été testés pour 'amplification deaégid’ADNc dl. galbana
Ces amorces n'ont pas permis I'obtention d’amplcspécifigues mais des smears, résultant

probablement d’un degré de dégénérescence desesymaucoup trop important.

La conception de nouvelles amorces hétérologuashafft un degré de dégénérescence
moins élevé s’est révélé problématique a causaithleftaux de conservation des séquences
protéigues des phospholipases. Pour cette raisgsrardorces non dégénérées sens et antisens
ont été définies, dans un second temps, a padiséguences nucléotidiques codant les motifs
PLM1, PLM2 et PLM3 de la PLA identifiée chez la microalguéyanidoschyzon merolae
CmPLMS et CmPLMAS Les nouveaux couples d’amorces ont permis I'dioption de

bandes nettes et distinctes (Figure 29A et B).
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5 6 W 9 10
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Figure 29 : Electrophoréses en gels d’agarose d’ADNc amplifiésvec des amorces hétérologues
non dégénérées.

Les acides nucléiques ont été séparés sur g% déw/v). Le bactériophagedigéré par les enzymes
EcaRl et Hindlll (piste 1) et le plasmide pBr322 digéré pdadll (piste 10) sont utilisés comme
marqueurs de taille. Les ADNc ont été amplifiéscaes couples d’amorces non dégénérées dessinées
a partir de la séquence CMR500C de l'algue rdigenidioschyzomerolae

A) Amplifications réalisées avec le couple d’'amorCesPLM1FCmPLM3AYpistes 3 a 8).

B) Amplifications réalisées avec le couple d’amor€esPLM23CmPLM3ASpistes 2 a 8).

Toutes les bandes n'ont pu étre amplifiées et kasrau gel d’agarose en quantité suffisante
pour étre séquencées. D'autre part, le séquengagdépend fortement de la purification des
produits PCR, n’a pas fonctionné dans tous leslaabande, indiquée par des triangles noirs
sur la Figure 29A, a été séquencée (Annexe 6).delepte 594 pb. Des alignements locaux
ont été effectués avec le programme blagtx assure la comparaisate la séquence
nucléotidique, traduite dans les 6 cadres de lectavec les séquences protéigues indexées
dans les bases de données. Les résultats montrdré’agit d’'un faux positif, sans aucune
relation avec d’éventuelles iPLA

2.1.5. Criblage de la banque d’ADNc par PCR

Parallelement a la recherche de sondes spécifiubanque d’ADNc a été criblée, de facon
non exhaustive, en vue d’isoler un gene de iP&un gene de lipase, en utilisant les courtes
séquences hétérologues codant des motifs consérvésboratoire n’étant pas habilité pour
la manipulation d’isotopes radioactifs, les tecleis) d’'amplification (PCR et RT-PCR) ont

été appliquées pour le criblage de la banque d’ADNc
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587 pb
434 pb

267 pb
184 pb

89 pb

2.1.5.1. Recherche d’'un géne codant une phosphalge A

La banque d’ADNc a été criblée par PCR en utilisarg amorcd 3Sou T7AScouplée avec
I'amorce du motif 2, non dégénérée, sens ou agifemPLM2Sou AS. Le motif 2 a été
choisi préférentiellement pour son implication nmewoe dans la composition du site

catalytiqgue des phosphoplipases.

Pour commencer, les banques 2 et 3 ont été cribMesle couple d’amorc&mPLM2Set
T7AS Comme le montre la Figure 30A, plusieurs bandetindies ont été amplifiées. Trois
amplicons de tailles environ égales a 876, 43®86tpb (Figure 30A, piste 3) ont &btenus
apres amplification d’ADN de phage recombiné ekiai la banque 2. Ces 3 bandes ont été

amplifiées a nouveau (Figure 30B), isolées et @a# (Figure 30C) afin d’étre séquencées.

Figure 30 : Electrophoréses en gels d’agarose d’ADéktrait de phages recombinés (banques 2 et
3) et amplifié par PCR avec le couple d'amorceSmPLM2ST7AS

Les acides nucléiques ont été séparés sur g&lS & (w/v). Le marqueur de taille utilisé est le
plasmide pBr322 digéré pafadll. A) Criblage des banques 2 (pistes 3, 4 et 5) etsBepi7, 8 et 9)
par PCR avec le couple d’'amorc8mPLM2$T7AS B) L'amplification du premier criblage de la
banque 2 (Figure 30A, piste 3) a été reproduit@® ivant I'excision des bandes, afin d’augmelater
guantité des amplicons pour le séquenc&ge/érification de l'intégrité des 3 bandes apresigra

et extraction de I'agarose.

Seule la bande 2 théoriquement égale a 439 pbé&rpwséquencée (Annexe 6) et analysée
(Figure 31). La séquence comporte un codon stam atignal de polyadénylation en 3'. Le

by

polypeptide n’appartient pas a une iRLAt présente des similitudes avec des protéines
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hypothétiques identifiées chez la microalgdstreococcus lucimarinuésaleur E égale a°3
10) et avec des ARN hélicases ATP-dépendantescetiatdeTheileria parva(valeur E égale
a 4-08).

protéine hypothétique [ Cstreococcus | uci mari nus CCE9901] XP_001420287
Score = 67.4 bits (163), valeur E = 3e-10
Identité = 34/62 (54%), Similarité = 48/62 (77%), G aps = 0/62 (0%)

cadre de lecture = +2
Ilg 8 LVLLLDYDKFELIKLLLKHRWKISVCTRLAQAQSEEEKA SMLAEMAAVPQAVEVLDALAA 187
LV +LDYDKF+LIK+LLK+R K+ CTRLA++ SEEE A++ A+M AP A +L ++ A
Ol 321 LVSMLDYDKFDLIKVLLKNRLKVFWCTRLARSASEEETA NIEAQMKADPAAAGILASMRA 380
lg 188 SR 193
+R
Ol 381 TR 382

ARN hélicase ATP-dépendante [ Thei | eri a par va strain Muguga] XP_762871
Score = 60.5 bits (145), valeur E = 4e-08
Identité = 30/59 (50%), Similarité = 41/59 (69%), G aps = 0/59 (0%)

cadre de lecture = +2

Ilg 8 LVLLLDYDKFELIKLLLKHRWKISVCTRLAQAQSEEEKA SMLAEMAAVPQAVEVLDALA 184
LVLLL Y+ F+ +KLLL++R+KI CTRL QAQS++EK + EM+ Q VL L+

Tp 297 LVLLLKYENFDFVKLLLRNRYKII'YCTRLGQAQSQDEKN KIFDEMSKTAQGQLVLQELS 355

Figure 31 : Alignement local de la séquence du fragent 2 amplifié par PCR avec les amorces
CmPLM2Set T7ASdans le cadre du criblage de la banque d’ADNc 2.

La séquence nucléotidique du fragment a été tradisihs les 6 cadres de lectures puis alignée avec
les séquences protéiques répertoriées dans les das®nnées publiques (blastx).
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Les banques 2 et 3 ont également été cribléeslavauple d’amorce33Set CmPLM2AS

de facon a amplifier des fragments qui ne posseuEside queues polyadénylées, lesquelles
sont contraignantes lors du séquencage. Qbaimdes de tailles environ égales a 685, 600,
405 et 395 pb (Figure 32A, piste 4) ont ét#fenues aprés amplification d’ADN de phage

recombiné extrait de la banque 2. Ces fragmenisnd¢ 1 a 4 ont été amplifiés & nouveau
(Figure 32B), isolés et purifiés afin d’étre séquésn(Figure 32C).

1 2 34 5 6 7 8910 1 2 3 4 51 2 3 4 5 6 7

Figure 32 : Electrophoréses en gels d’agarose d’ADéktrait de phages recombinés (banques 2 et
3) et amplifié par PCR avec le couple d'amorceE3SCmPLM2AS

Les acides nucléiques ont été séparés sur gbls at 2 % (w/v). Le bactériophagedigéré par les
enzymesEcaR| etHindlll et le plasmide pBr322 digéré peadll ont été utilisés comme marqueurs
de taille.A) Criblage des banques 2 (pistes 3, 4 et 5) ets2elpi6, 7 et 8) par PCR avec le couple
d’amorcesT3SCmMPLM2ASB) L'amplification du second criblage de la banqu@ggure 32A, piste

4) a été reproduit plusieurs fois, avant I'excisides bandes, afin d’augmenter la quantité des
amplicons pour le séquenca@®). Vérification de I'intégrité des 4 bandes aprésigra et extraction

de l'agarose.

Seule la bande, théoriguement égale a 600 pb,&'dst la bande 2 a pu étre séquencée
(Annexe 6) et analysée. La taille du fragment s@g@ieest de 584 pb. Les résultats
d’alignements locaux ne montrent pas de similituslgsificatives ni avec des iPLAii avec

des protéines existantes.
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2.1.5.2. Recherche d’'un géne codant une lipase

La recherche a également été orientée vers les gindipase. Les banques 2 et 3 ont été
criblées par PCR. Le couple d’amorces, mis engesidle ces réactions d’amplifications, est
constitué de I'amorce antisei§ASet d’'une amorce sens de séquence identique adeelle
pentapeptide consensus identifié chez une lipapethgtique de I'algueCyanidoschyzon
merolae(CmLipMS. Quatrebandes de tailles environ égales a 876, 656, 48QGpb ont été
obtenues aprés amplification d’ADN de phage recoslgixtrait de la banque 2 (Figure 33A,

piste 4).

Figure 33 : Electrophoreses en gels d’agarose d’ADN extrait dghages recombinés (banques 2 et
3) et amplifié par PCR avec le couple d’'amorceEmLipMS/T7AS

Les acides nucléiques ont été séparés sur dels % (w/v). Le plasmide pBr322 digéré paaell a
été utilisé comme marqueur de taikg. Criblage des banques 2 (pistes 3, 4 et 5) ets3elpi7, 8 et 9)
par PCR avec le couple d’amorc€mLipMS/T7ASB) L'amplification du second criblage de la
banque 2 (Figure 33A, piste 4) a été reproduitiplus fois, avant I'excision des bandes, afin
d’augmenter la quantité des amplicons pour le ségpge C) Vérification de I'intégrité des 4 bandes
apres excision et extraction de I'agarose.

Le fragment, numéroté 3 sur la Figure 33B, a &jéiedcé (Annexe 6). La séguence comporte
un codon stop et le début d’'un signal de polyaddion en 3'. Les alignements obtenus avec
blastx n’incluent pas d’homologues de lipase. Daures fragments de 517 et 240 pb
obtenus avec les amord@mLipMSet T7AS(photos des gels non représentées) ont également

été séquencés (Annexe 6). lls ne corresponderit gas génes de lipase.
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2.1.6. Conclusion

La premiere stratégie envisagée pour l'isolemeng@ees codant des enzymes lipolytiques
chezl. galbanas’est réveélée infructueuse pour de multiples resda premiére raison est
'absence, a ce stade des travaux de these, deemmpécifiques a I'organisme étudié. La
seconde raison dépend de la nature méme des endmndises dont le faible taux de
conservation en acides aminés, combiné a la déggo®irce du code génétique, ne permet
pas de concevoir des sondes hétérologues avecameldgie de séquence suffisante pour
s'hybrider dans des conditions qui ne donnent mgagadx positifs. Enfin, la probabilité
d’isoler un géne par criblage d’'une banque estidaiéme lorsque les conditions de travail
sont optimales (sonde radioactive spécifique, bardjADNc homogene et construite apres
induction de I'expression des genes recherchés)s Datre contexte, cette stratégie n’est

donc pas la plus efficace pour isoler des génewgires lipolytigues chdz galbana

2.2. Exploitation de la banque EST dsochrysis galbangKeeling, 2006)

En 2006, sont publiés les résultats du premieepag séquencage partiel des ADNc, relatif a
la microalguelsochrysis galbangKeeling, 2006). L'analyse des marqueurs de sémpgen
exprimées a permis d’entreprendre une étude ar pdidgmorces et de sondes codant

spécifiqguement des enzymes lipolytiques dhgalbana

2.2.1. Recherche de marqueurs de séquences spéoaiis codant des enzymes
lipolytiques chezlsochrysis galbana

La base de données d'étiquettes de séquencesriiemg&EST) di. galbanarépertorie 12
clusters, sur un total de 6095, dont la traducpoésente des similitudes statistiqguement
significatives avec des enzymes lipolytiques (Tabl&3, Annexe 7). Cela signifie que, dans
les conditions de culture utilisées pour ce projetséquencage, 12 genes, susceptibles de

coder pour des enzymes lipolytiques, se sont exg®im

Les séquences nucléotidiques partielles des 12gdeatifiés ont été a nouveau comparées
avec I'ensemble des séquences éditées dans les dasionnées publiques, en utilisant le
programme d’alignement Blastx. Ce programme assareomparaison de la séquence
nucléotidique, traduite dans les 6 cadres de lectawec les ségquences protéiques indexées

dans les bases de données. Les résultats obteinasndinmé les annotations publiées dans la
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banque EST : les 12 génes présentent tous destwiled avec une ou plusieurs familles
d’enzymes impliquées dans le métabolisme lipolgigRarmi les 12, 10 génes (clusters
surlignés dans le Tableau 13) présentent réellenmeimtéerét, par rapport a notre projet, en
raison de I'homologie et du score dalignement obte Dans ces 10 candidats
potentiellement intéressants, figurent un homologde lipase, un homologue de
phospholipase C et 8 homologues d’estérases. Atdelwres genes n'est disponible sur toute
sa longueur car les signaux de début et de firatkittion sont généralement absents. Cela
implique que les séquences codantes complétesrdedme déterminées par une démarche

expérimentale.

Numéro Nombre Taille Familles de Meilleur Valeur E Codon Codon
de cluster d'EST (pb) protéines alignement du stop  start+
par homologues (Blastx : meilleur codon
cluster GenBank, PDB, alignement stop en
SwissProt) local amont

ISLO0000940 2 655 Est/Lip/TEst, acylT 2,00-26

HF, acylT, Ostreococcus non non
PlacylT lucimarinus

(microalgue verte)

3 679 PLip/CEst, PLip/CEst 2,00-12  oui non
LPLip Synechococcus sp.

(cyanobactérie)

1SL00001076
1SL00001844 1 533 Lip, TAG Lip, Lipase putative 3,00:-04  non non

Lip précurseur, Leishmania major

Lip 3 (eucaryote
unicellulaire)
ISLO0002069 1 319  HF,Est/Lip/TEst, LPLip, Est/Lip  4,00°-08 oui non
LPLip, MAG Vitis vinifera
Lip, AG Lip, (plante)
Plip
ISLO0002977 1 440 Est/Lip/TEst, acylT 2,00°-18 non non
HF, acylT, Ostreococcus
PlacylT lucimarinus
(microalgue verte)
ISLO0003195 2 484 PLipC PLipC 9,007-17 non non
Nematostella
vectensis
(cnidaire)
ISL00003216 2 598 Ank motif, Protéine associée a3,00~-09 non non
facteur une PLip
nucléaire, Serratia
protéine associée marcescens
a PLip (protéobactérie)
ISLO0003782 1 413  LCacylIT, LPLip,LCacylIT protéine 9,007-14 non non
PLipAy, PLipA,  Caenorhabditis
elegans
(nématode)
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ISLO0006775 1 422 Asparaginase, Asparaginase 3,00-22 non non
LPLip Dictyostelium
discoideum
(eucaryote
unicellulaire)
ISLO0006895 1 350 LPLip, PLip/CEst 2,00E-05 non non
PLip/CEst, Ostreococcus
CEH, acyl TEst, lucimarinus
PLA,C&"i (microalgue verte)
ISLO0007519 1 732 LPLip, Carboxylestérase 1,00~-12 non non
PLip/CEst,  Chromohalobacter
AcylTEst salexigens

(protéobactérie)

1SL00008005 1 577 PLip/CEst, PLip/CEst 2,000%"  non non
LPLip, Nasonia
AcylTEst, vitripennis
PLipA,C&’i (insecte)

Tableau 13 : Liste des clusters identifiés dans lzanque EST d1sochrysis galbangrésentant des
homologies significatives avec des enzymes lipotydies.

La numérotation indiquée est celle de la banque. EST: hydrolasex/p famille, Lip : lipase, AG
Lip : acylglycérol lipase, MAG Lip : monoacylglyadrlipase, TAG Lip triacylglycérol lipase, Lip3
lipase de classe 3, Est/Lip/TEst estérase/lipasehtérase, Acyl Test : acyl thioestérase, PLipICEs
phospholipase / carboxylestérase, PLipC : phosphsdi C, PLipA C&'i : phospholipase AC&*
indépendante, PLipA phospholipase A PLipA;: phospholipase A LPLip : lysophospholipase,
LCAcyIT : lécithine cholestérol acyltransférase,yAc: acyltransférase, Pl AcylT : phospholipides
acyltransférase. Les différents auteurs utilisantqis des dénominations différentes pour désitgeer
mémes types d'enzymes. N° d'accession des séquedees GenBanK :N. vitripennis
XP_001599074D. discoideumAY392437,C. salexigensyP_573162,C. elegansNP_4920330.
lucimarinus XP_001419459] . major CAJ08439,Vitis vinifera CAO68548, Serratia marcescens
AAM13979, Synechococcus spYP 479022, N. vectensisXP 001623656, 0. lucimarinus
XP_001418794H. sapiensXP_0011266800ryza sativaBAD07907,B. pertussisNP 880255.

2.2.2. Choix de trois génes

Trois génes, susceptibles de coder des enzymessssites pour notre projet, ont été choisis
pour continuer cette étude. Ces trois génes, canmésspondre a des genes de lipase et de
carboxylestérase ou de phospholipase, sont indelds les clusters ISL00001844,
ISLOO008005 et ISLO0001076 (clusters surlignés age dans le Tableau 13). Les trois
transcrits des clusters n° 1SL00001844, ISLO0008@®5ISLO0001076 seront nommes
respectivementgLip, IgEstl et IgEst2 par analogie a la nomenclature déja utilisée pour
répertorier les séquences de lipases et d’estépagssntes dans les banques de données ou
décrites dans la littératurelgLip pour Isochrysis galbana Lipase, IgEstt IgEst2 pour

Isochrysis galbana Esterase n°1 et n°2
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Le cluster 1ISL00001844 (Figure 34) comprend undesétiquette de séquence transcrite,
d’une taille équivalente a 533 nucléotides. Malgrprésence d’'un codon start en amont de la
séquence, l'analyse des alignements avec d’autesologues conduit a penser que le
transcrit est incomplet. En effet, d’aprés cesraigents et en assumant que la séquernce d’
galbana posséde une région N-terminale similaire a ses hmgues, il manquerait une
centaine d’'acides aminés. De plus, aucun codon stap sur la partie 5’ non codante ne
précede I'hypothétique codon start, ce qui ne rpmrmet pas d’affirmer qu’il s’agit du réel
signal d’initiation de la traduction. Le codon @enhinaison de traduction n’apparait pas non
plus en fin de séquence. Nous sommes donc en pgédame région interne pour laquelle il
manque les régions N- et C-terminales. Les aligmésndu cluster n° ISL0O0001844 montrent
des homologies significatives principalement aves lipases déja caractérisées ou suspectées
chez d’autres organismes. Le meilleur alignememntobsenu avec la lipase putative du
protisteLeishmania majarLa valeur E est suffisamment proche de zéro peuaser que cet

alignement n’est pas le résultat du hasard.

5-CTCCGGCTGGGTGCACCATGGCTGGGGTAGTGGCTACGACATHIGCGCCTCATCACGGCTGTGCTGCTAGCGC
TTGAGGCTCGGCCGACGTACCGCCTCGTCGTCACCGGCCACTCTEBUAGTGGCCTCCATCTTTGTGGCCGAGCTC

GCCACCGTCGGA AATABTOCCBBECGAGGCCGGCTCTGACTCCAAAGG
CGAAGCTGACACGAAGGCTGCCGCGGCTGATGAGTCCG TTCGGAGGTTG

CGCCGCTGCTCAGGCGACCGCTCGCGCCGCCGCCGCTGTACATTIZGUGTCGATGGCCGGGAACCGCGAGTTTGCG
GCCGCCATCGATTCCGGCCTGGCCGCGCAGGGCAACGTGATGAIRCAATEICGACGCGATCCGGCCGTGCGTGCACC
CAACACGCTGAATGCGGGTGGCAGCGTCCAGATCCCCTGCCCARBSEGGGG

Figure 34 : Séquence nucléotidique du cluster ISLOD1844.

Les couples d’amorces utilisés sont surlignés &n gvec de I'extrémité 5’ a I'extrémité 3', I'anuz
sens spécifiguASsp(dénommeéd.ipS), la nested amorce sens spécififN&Ssp(NLipS), la nested
amorce anti sens spécifigMAASSNLIpAS, et I'amorce anti sens spécifigAASspLipAS.

Le cluster n° ISLO0O008005 (Figure 35) est constdien seul EST. La séquence de 577 pb
est incompléte. Il n'y a pas de codon stop. La pEeenméthionine est rencontrée ad™7
codon. Il ne s’agit probablement pas du codon tikition de la traduction. Il n’est précédé
d’aucun codon stop. De plus, les alignements &smliavec des séquences homologues
montrent la présence d’'une suite de 4 a 5 résidusement conservés en amont de cette
méthionine. La séquence protéique putative seoait dhcompléte en N- et C- terminal. Elle
présente des similitudes significatives avec deguesices de lysophospholipases, de
phospholipases et de carboxylestérases.
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5-GCACACCGCGACGGTCATCGGCCCCATCCACGGGCTGGGCEBARGGAATGGGCCGACGTGGCGATGCAGCTGE
AGAGTGTCATGCCGTATTGCAAGTTCATCCTCCCCAATGCGCCCGTGTGACCC TCAACGEEEEAATETEEAT GCCC
ACATCACGAGTTTGGATAAGCGCGAGTCCCAGCOBEGARUGAAGAGTCTCGCCAGGCGATGCTCGA
CCTCATCTCCGCTGAGGTTGCGTCCGGCATCCCCCCCTCCCGCATRBIERTTTCTCCCAGGGAGGCGCCGTCGCCC
CTGGCCGGCGTGCTATGCTTGTCCGABIBGTBEAGGAGCGTTTCAT
ACTGGCGCCGGAGGCTGTGAACACTCCCGTCGCTCACTTTCACAGBTCASACGGTCCAAATCAAATGGGCCCGCG
GCTCTCAGGCCCACCTGCGCGAGCTGGGCATCCGCACCTACGAGGTABRBGCCCCTCGGCCACAGCGCCTCGCA-
3

Figure 35 : Séquence nucléotidique du cluster ISL@D8005.

Les couples d’amorces utilisés sont surlignés &n gvec de I'extrémité 5’ a I'extrémité 3', I'anuz
sens spécifiquASsp(dénommeédEstlS, la nested amorce sens spécifiglieSsp(NEst13, la nested
amorce anti sens specifighAASSINESt1A$, et 'amorce anti sens spécifigddSspEst1AS.

Le troisieme cluster numéroté 1ISL00001076 (Figusg est constitué de 3 EST. Le transcrit,
de 679 pb, est incomplet. La premiére méthionineersontrée au 89°codon et il y a un
codon stop TAG dans la région 5'. La séquence fodééputative de 226 acides aminés serait
largement incomplete du c6té N-terminal. En revandle semble complete du cété C-
terminal. Elle partage un taux d’identité et deikiode significatif avec des homologues

d’estérases, de lysophospholipase et de phospkelipa

5'-aattctgcagatattiggaggctttcgtTGGTTCGAGGGGTATTCTTC GGCCCCAGAGCAGATTGCGCTCGACAAGACCG
TCGGTTCGTCGTCAGATGCTGTACTTGCATTTATTGAGGAAGCGBGIGTGEGATCGATCCGAAGCGAGTCTTCCTG
CTGGGATTTTCGCAGGGCGCCACACTCGTTTGGACGACCCTCTTBIGTAGBGCCCCGGGCTCATCGCCGGCGGGCT
AACACTGTCTGGCCGGCTGTT ICCTCACETAATECACEETCEIACBICGATTGTCTCGCCGACCCGACGCAGCTGA
GGGATTGTGCCGTCTTTGCCTCACACGGCGCCCAAGACTCGG T TRGIIBEGGGGCGCTCGAATGAGCGGCTGTTT
CGAGACTGG ECACCEEETCCECACTIAATATATAAGGAGGACCGRIUAKGMGATATCGAAGGCCGTGGCTGCTTC
AATGTCCCAATGGTTCCGTCGGTATGTCTCCGGAGCATCAAAGGGTABEAETTCCAGCGGCGAGCAGCACCCGTCC
ATAGAGCAGGCTGTGGAAGCCAACCTTTGTCGATGACGCGCCAARBGGAEICGTGCGGTCCACGCGCCCCTCAAAC
ATTCGAACGCTCGTCTCC-3’

Figure 36 : Séquence nucléotidique du cluster ISLOD1076.

Les couples d’amorces utilisés sont surlignés en gvec de I'extrémité 5’ a I'extrémité 3’, I'anca
sens spécifiquASsp(dénommeédEst23, la nested amorce sens spécifiglieSsp(NEst23, la nested
amorce anti sens spécifiqUeEst2ASs) et 'amorce anti sens spécifigddSsp(ESt2AS.

2.3. Isolement de 3 ADNc codant des enzymes liptdypes par la
méthode de RACE-PCR

2.3.1. Amplification rapide des extrémités 3’ et 5des ADNc

Les séquences completes des 3 génes candidatstéormtbnues grace a la technique
d’amplification rapide des extrémités des ADNc (RAC

Les extrémités 5’ et 3’ des ADNgLIp, IgEstletIgEst2ont été isolées par RACE PCR. Au
total six fragments ont été amplifiés : 3'- et RACE IgLip, 3'- et 5’- RACEIgEst], 3'- et

5- RACE IgEst2 Le couple d’amorces utilisé en RACE PCR compremé amorce
universelleAU qui se fixe indifferemment sur tous les ADNc eewmorce spécifique du
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géne candidat. C’est la région interne connue éeggcandidats qui a servi a I'élaboration
des amorces spécifiques sens et antisens, respaetiv destinées a I'amplification des
extréemités 3’ et 5'. Pour chague géne, les deusre®s spécifiques ont été choisies de fagcon
a ce gue la région interne soit séquencée dandedes sens. Cette mesure permettra de
s’assurer, au moment de la reconstitution de laesgmp compléte, par chevauchement des
séquences des fragments 3'- et 5’- RACE, que legmités 3’ et 5° amplifiees appartiennent
bien au méme gene. La technique permet dobteng ldandes majeures qui sont

généralement entourées de bandes parasites foumastnear importante (Figure 37).

IgLip (1844) IgEst1(8005) IgESst2(1076)
A A
4 Y Y A
1 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2

1
5-RACE ' 3- R,:S‘E 1 5'- RACE FS":'

RIACE_ 5-RACE 3-RACE
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- ]

"“

o il ==
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Figure 37 : Electrophoréses en gels d’agarose de&gions terminales 5’ et 3' des ADNdgLip,
IgEstl et IgEst2 amplifiées par RACE PCR

Les acides nucléiques ont été séparés sur ges % (w/v).A) Deux réplications de I'amplification
de l'extrémité 5 avec le couple d’amorcégJ/LipAS: 5-RACE IgLip. Deux réplications de
'amplification de I'extrémité 3’ avec le couple athorcesLipSAU : 3'-RACE IgLip. B) Deux
réplications de I'amplification de I'extrémité 5vec le couple d’amorceAU/Est1AS 5-RACE
IgEstl Deux réplications de I'amplification de I'extréi3’ avec la couple d’amorc&st13AU: 3'-
RACE IgEstl C) Deux réplications de I'amplification de I'extré@i6’ avec le couple d’amorces
AU/Est2AS. 5’-RACE IgEst2 Deux réplications de I'amplification de I'extré&di3’ avec le couple
d’amorcesEst23AU : 3'-RACE IgEst2

A ce niveau, le séquencage des fragments ampéBésmpossible. En effet, le découpage
manuel des bandes d’'intérét, par son imprécisiemanmet pas de s’affranchir des amplicons

parasites. Les essais de séquencage tentés ale@stajuasiment tous échoué en raison d’'un
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important bruit de fond généré par les amplifiaaﬂ;imon spécifiques. Le chromatogramme,

......
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Figure 38 : Extrait du chromatogramme de séquencagee I'échantillon 3'-RACE IgLip amplifié

par RACE PCR (MilleGen, France).

Aucune fluorescence spécifique n'a pu étre ennggist_e signal présent correspond a un bruit de
fond important. Les signaux obtenus se chevaudhaatisant la présence de bandes parasites. Rouge
Thymine, vert Adénine, bleu Cytosine, noir Guanine.

2.3.2. Nested PCR

Afin de réduire les amplifications parasites etmpanforcer la spécificité de I'amplification,
la technique de nested-PCR a été appliquée. Unaignee amplification, identique a la
RACE-PCR, a été réalisée avec les amorces (spéeifd) universelle) externes bordant la
séquence a amplifier. Les bandes majeures obtemntegté découpées, extraites du gel
d’agarose, purifiées puis utilisées comme matrimgr pa seconde PCR. Les amorces utilisées
pour cette seconde PCR sont internes par rapperp@cédentes, c’est-a-dire qu’elles vont
s’hybrider a lintérieur de la séquence résultaatla premiere amplification. Les résultats
obtenus montrent que les amplifications non spReEs ont été significativement réduites

(Figure 39). De plus, la quantité d’ADN amplifi@agmenté.
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Figure 39 : Electrophoreses en gels d’agarose dexgions terminales 3’ et 5’ des ADNdgLip,
IgEstl et IgEst2 amplifiées par Nested PCR.

Les acides nucléiques ont été séparés sur gebs §w2v). A) Nested PCR des fragments 3'-RACE
(piste 1) et 5-RACE (piste 3pgLip. B) Nested PCR des fragments 3'-RACE (gel 1, pistetly'-
RACE (gel 2, piste 1)gEstl C) Nested PCR des fragments 3'-RACE (piste 1) et ACE (piste 2)
IgEst2

2.3.3. Séguencage des extrémités 3’ et 5 des ADMC reconstitution de la
séquence complete

Les fragments d’'intérét obtenus par RACE et Neft€R ont été découpés puis séparés de
leur matrice d’agarose. Cette extraction a étérotae par électrophorese en déposant 2 uL
d’échantillons extraits sur gel d’agarose 2 % (wh® taille des fragments a été estimée
graphiguement par comparaison avec la distanceigi@tion parcourue par le marqueur de
taille sur le gel. Les tailles des fragments 3'5eRACE de '’ADNcIgLip, par exemple, sont
approximativement équivalentes a 1140 et 1075 pb.dchantillons ont également été doseés
par fluorimétrie. Au total, six fragments ont é&ggenceés par la société MilleGen. Comme le

montre le chromatogramme de la Figure 40 , lesasignparasites ont disparu.
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200 210 220 230 240
CTTGG OGO GGG T TG GG CACCG TCAATGCGCCGC TGO TG CTCGAGC TC

W

Figure 40 : Extrait du chromatogramme de séquencagee I'échantillon 3'-RACE IgLip amplifié
par RACE et Nested PCR (MilleGen, France).
Rouge Thymine, vert Adénine, bleu Cytosine, noia@noe.

La séquence pleine longueur des trois ADYldp, IgEst], IgEst2a ensuite été reconstituée
par chevauchement des séquences des fragment§’3Let tailles réelles des ADNgLip,
IgEstletlgEst2sont respectivement de 2089 pb, 1124 pb et 1058 pb

2.3.4. Amplification des ADNc pleine-longueur

Aprés avoir reconstitué les séquences, les traiggent été amplifiés et isolés entierement
c’est-a-dire sur toute leur longueur. Pour celandeveaux couples d’amorces ont été congus
sur la base des extrémités des séquences cod@mé&s. (Chague amorce a été additionnée
d’'un site de coupure d’enzyme de restriction en duge insertion plasmidique ultérieure :

EcoR pour 'amorce sens{bd pour 'amorce antisens.

Comme le montre la Figure 41, la taille des fragimamplifiés visibles sur le gel correspond

a celle attendue pour chacune des trois séquemncksites ADNc : 1392 pb pougLip,

846 pb pourgEstl et 723 pb poutgEst2 Les trois génes ont été séquencés par la société
MilleGen. Les séquences obtenues corresponderdifganint a celles reconstituées a partir

des régions 3’ et 5'.
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Figure 41 : Electrophoreses en gels d’agarose dasysences codantes complétes des ADNtip,
IgEstl et IgEst2.

Les acides nucléigues ont été sépares sur geds entv). A) IgLip : PCR sur ARN (piste 2), PCR sur
ADNCc (piste 3).B) IgEstl: PCR sur ARN (piste 1), PCR sur ADNc (piste @).lgEst2: PCR sur
ARN (piste 3), PCR sur ADNc (piste 4). Les PCR ig&s a partir d’ARN constituent les témoins
négatifs permettant de s’assurer de I'absence d’AlBhE les échantillons.

2.3.5. Conclusion

Les séquences nucléotidiques ont été déposéedalbase de données européenne EMBL.
La séquence de ’ADNc du gelglip est référencée sous le numéro d’accession AM749809
celle du gendgEstl sous le numéro d’accession AM748093 et celle dhe ¢gESt2 sous le

numéro d’accession AM711634.

La derniere méthode appliguée (RACE-PCR) a donmiged’isoler trois ADNc, chez la
microalgue |. galbang susceptibles de coder des enzymes lipolytiquess &nalyses
comparatives des trois séquences, dénomigtés, IgEstl et IgEst2 sont respectivement

présentées et analysées dans les chapitres sutvahes 5.
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3. Caractérisation préliminaire et analyses comparidves du géne
IgLip codant une lipase hypothétique chelsochrysis galbana

3.1. Analyse et traduction de la séquence nuclédigue IgLip

L’assemblage des régions 5’ et 3’, obtenues par RAACR et séquencées, forme une
séquence nucléotidique finale de 2062 paires desb@dsgure 42). La recherche de codons
d’initiation et de terminaison a été effectuée dmsssix cadres de lecture. L’ADNc pleine
longueur se termine par une queue polyadényléengient un cadre ouvert de lecture (ORF),
encadré par deux régions non codantes 5’ et Jitles respectivement equivalentes a 339 et
352 pb. Deux codons ATG sont susceptibles d'inlaeraduction. Ils figurent en 340-34%

et 562-564™ positions. Le codon stop TGA conclut la séquartmiante en 17£3°position.

En considérant le premier codon ATG comme le catlontiation, 'ORF est de 1374 pb et
code une protéine putative de 457 acides aminéstéd3idus cystéine ont été répertoriés dans
la séquence. Deux sites potentiels de glycosyl®iGS et NSS sont placés en position 146 et
357.
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1 GGTATCAACGCAGAGTACGMGAIEGCGGGGCTGTCGCGGTTCCTCCGGCGCGCGTGCGGTGGBECATTCGA
53  GANBINTTTCGCAGCCCTGGCCCAAGCGGCGCCGCACAGCAGTCGBGAGGGGCAGTCAGIBTAGCTGG
128  CATTGTCACTERGCTTTGCTCTGGGTGGGGCGTATCCAGTCCGDEBICAGTGAAGGCGGTTCTACGTC
203  ATCACCAGGAAGAAATATTGGGTCTACGGAGTABBCAGTGAACCEGIERICANGGCCAATCAGAT

1 RRRR
278 TTTTCTCGAGCACGCGGAGTGGATGCGCCATCGAGCATCGGSGACCAGGCGGCCATIECGCAGGCGGC

6 RRKRLSWRATPWRS DLDSDLRTFET
353 GGCGGCGAAAGAGGCTGTCCTGGCGAGCCACGCCATGGCGBAGI GGATTCCGACCTGCGTACTTTCGAAA
31 WR'S CRPADNEALIAERLRLAR RV WA
428 CGTGGCGCTCCTGCCGGCCGGCAGACAATGAGGCGTTGATEARL GTCTCCGCTTGGCCCGCCGGGTGTGGG
56 TVNAPLLLELAAAL L CPPQ &/VRWT
503 CCACCGTCAATGCGCCGCTGCTGCTCGAGCTCGCGGCG@IATGCCCACCACIEEGTCGTTCGCTGGA

81 CSR CGGTGLQPDPQVIIADGG SFLA
578 CGTGTTCACGCTGCGGAGGGACTGGCTTGCAGCCCGATOREKIMTCATCGCAGACGGCGGCTCCTTCCTCG
106 LVGINEAEQWVVVAF RGSLDGNLGA
653 CGCTAGTGGGTATCAATGAAGCCGAACAGTGGGTGGTGGITBRCGCGGCTCTCTCGACGGCAACCTAGGGG
131 WG RNLQ CWTDPRSFHNC BSIG W VHHGW
728 CTTGGGGTCGCAACTTGCAATGCTGGACCGACCCGAGGAGTATAATTGCTCCGGCTGGGTGBAGGCT

156 GSGYDMLRARLITAV LLALEARPTY
803  GGGGTAGTGGCTACGAGBTTCGCGCGCGCCTCATCACGGCTGTGCTGCTAGCGCTTGAGGBUGEGCC
188 RLVVTGHSAGGALA SIFVAELATVG

878 ACCGCCTCGTCGTCACCGGCCACTCTGCCGGCGGGGCACTEGGATCTTTGTGGCCGAGCTCGCCACCGTCG
206 AAQSSSVASESSAY RAEAGSDSKGE

953 GAGCA GCTCAATCATCCTCGGTAGCCAGCGAATTEIGTACCGCGCCGAGGCCGGCTCTGACTCCAAAGGCG
231l ADTKAAAADESAAA SSSIAWESVSE
1028 AAGCTGACACGAAGGCTGCCGCGGCTGATGAGTCCGCCGUUGHECTCCATCGCCTGGGAGAGTGIGTC

256 VAPLLRRPLAPPPL YITFAAPMAGN
1103 AGGTTGCGCCGCTGCTCAGGCGACCGCTCGCGCCGCCARETAEATCACCTTCGCCGCGCCGATGGCCGGGA
28l REFAAAIDSGLAAQ GNVMLRVVNAR
1178 ACCGCGAGTTTGCGGCCGCCATCGATTCCGGCCTGGCCGRRUAACGEGGCTACGTGTGGTCAATGCAC
306 DPAVRAPNTLNAGG SVQIP CPMGGE
1253  GCGATCGGCCGTGCGTGCACCCAACACGCTGAATGCGGGTGGCAGCEMIRBITTCAATGGGGGGCG
33l DQFSHAGQEVWLTN AADADMSKAQF
1328 AGGACCAGTTTTCACATGCGGGGCAGGAAGTGTGGCTGATBAPGCCGACGCCGACATGAGCAAGGCGCAAT
356 CNESESEGIA FGDGDDASMSDP NPL csss
1403 TCTGCAACAGCTCAGGCGCGTTCGGGGACGGCGATGACGBTBECCGACCCGAACCCGCTGTGCTCCAGCT
381 LGESSLTWVHHNSY LGVDTGA CPDT
1478 CCCTCGGCGAGTCGAGCCTGACTTGGGTCCACCACAACTTATBGGCGTCGACACAGGCGCGTGCCCCGATA
406 MDANQWEEYIKYTKS LHPQLRHVGY
1553 CGATGGATGCGAATCAGTGGGAAGAGTACATCAAGTATAGBEACTCCACCCGCAGTTGAGACACGTCGGCT
431 GEDAPDGGFDSTVQ RSEAERVPTYS
1628 ATGGTGAGGACGCACCGGACGGCGGTTTCGACAGCACGGTGGACCGAGGCGGAGCGGGTGCCGACATACT
456 Y G *
1703 CGTACGGA [JETGTCCGATGGTGCAGGGTGCCCTTTTAGTTTTATTATGGCTTGGABRIGUGT TGCACA
1778  ACGCAGTTCTGCTCGTGTGGGCGGCCGCGCCAACGCACGCATCBIRIBMITCACGCTGGCGCAACC
1853 AGCACCGCGGTGGCACTGGAGATGGGTAGGAGAAGCGTGCATTRREEEAGGTGGCTGCGATGGGAGG
1928  TTCACCAGGCCAGACTCGCACACTGAGACTGGGCACAGCTGTGATTGAGGGACTTATGAGCTGTGAGC
2003 TTTAAGGGCGGCTGCGATTCGTACGAGGGGGTGTGTGGGGCACTGARUBGTBAAAAACAAAAAAAA

2078 AAAAAAAAAAAA

Figure 42 : Séquence nucléotidique de '’ADNIgLip et traduction de la région codante.

Les amorces dessinées a partir de I'étiquette deesée transcrite n°ISL00001844 et utilisées en
RACE et Nested PCR sont écrites et soulignéesuagerd.es codons d'initiation et de terminaison de
traduction sont indiqués en blanc sur fond rouges kites potentiels de N-glycosylation de type
NXS/T sont colorés en mauve. Les résidus cysténé soulignés en noir. Les régions non traduites
5" et 3’ sont écrites en gras.
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3.2. Prédiction des caractéristiques physicochimigs
3.2.1. Signal peptidique

Aucun signal peptidique n’a été détecté, avec teese SignalP, dans la région N-terminale

de la séquendgLip.
3.2.2. Masse moléculaire et pH du point isoélectnigp

La séquence codantelglip code une protéine putative de 457 acides amirgsnaksse
moléculaire théorique de 49,06 kDa et de pl théeride 5,65.

3.2.3. Profils d’hydrophobicité et d’hydrophilicité

Le profil d’hydrophobicité de la protéingLip est représenté en jaune sur la Figure 43. On
observe deux courts enchainements d’acides amus&sum indice faiblement hydrophobe
(>1). L'absence de zones a fort indice d’hydropbid@i(>1,8) sur le profil de la molécule

suggere que la protéimglLip ne comporte pas de régions transmembranaires.

échelle de Kyte et Doolittle (hydrophobicité)
4.0

an

20

1.0 A . L o
N BT AV AN AV N
Ly

SIS AR LT

-2.0

3.0

-4.0

10 position des acides aminés 447

(taille de la fenétre = 211

Figure 43 : Profils hydrophobe et hydrophile de lgrotéine IgLip.
Axe des ordonnées (bleu) : échelle de Kyte et DtmliAxe des ordonnées (vert) : échelle de Hopp et
Woods. Axe des abscisses : position des acidestaniia taille de la fenétre est de 21 acides aminés
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3.3. Prédiction de la fonction enzymatique
3.3.1. Recherche de séquences homologues

Afin d’estimer la fonction de la protéine hypotlygte di. galbang la séquencégLip a été
utilisée pour identifier des séquences homologeégs chractérisées chez d’autres organismes.
Pour cela,lgLip a été comparé aux séquences répertoriées darmnesies de données
publiques avec les programmes d’alignement BlasBIlastp. Les résultats de cette analyse
(non illustrés) montrent glgLip s’aligne avec des lipases déja caractériséeseetwav grand
nombre de séquences annotées comme étant des hoewlde lipase. Les meilleurs
alignements obtenus impliquent des homologues pasés isolés chez des végétaux
supérieurs et chez des protistes trypanosomes. defivisualiser les régions identiques et
similaires de la séquence protéiqgue compligkip avec celles de ses plus proches

s s

homologues, des alignements multiples ont étése&ahvec le programme MUSCLE.
Homologie avec des lipases de plantes supérieures

L’alignement de la séquence protéique de la lipagmothétique d. galbanaavec trois
séquences de lipases veégeétales est présentée ere Hg. Les lipases examinées
appartiennent au blé tendr&riticum aestivum(TaLip), au riz, Oryza sativa(OsLip et a
I'arabette Arabidopsis thaliana(AtLip). Globalement, le taux de conservation observé est
faible. Les régions N- et C- terminales, plus méaient les 50 premiers et derniers acides
aminés, s’alignent difficilement. On constate, égant, che. galbang la présence d’'une
région qui ne s’apparie avec aucune de ses homedogegétales. Cette région, d’environ 60

résidus, est située au coeur de la protéine, dateildeme centaine de résidus.
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1 10 20 30 a0 50 s0
IgLip MRRRRRRKRLSWRATPWRSDLD SD|LR|TF|E TWR/SCRPADNERATTAER|LRLARRV WA TVNEP
AtlLip .MMWLCVIVILQDMGQKRWFFLLATIFV|CILV|S|S|[SC. .. .. G|R V|LK|F K|S|DD G[R[P V Y|N|H|T|LEYT
OsLip MERWRCVIS[VLA[. . . .. ... ... .. LIVILILILS|INJA[SH . . . . . GIR I|S[VIQH|S|QQ T|LIN . Y|S|H|T LM
Talip MERRGLLEKEATL. ¢ v v v v v v v v v LASICLLVIVICS . . . .. GRVP|ITVIQQOP S|ITIT I YINS|T/LEYK
70 80 90 100 110 120 130
IglLip LCPPOMV|VIREENSSEI®GCGTIGLQPDPQV|IEYAP] . GGS INLWEI T NEAE QWVVVAF S LD|G|N LIGIARIG|RINO C
AtLip MSDL|S|ELF|TANHEEY®N G LTKGE|E|VIEIpVIEIVE HC INY WAV AKDLNAIIITIAF T QFEH[S I|QINEGIVIS|DpY . F
OsLip MTDL|TALY|TURNESE{SND|TT QGFEMK S|LE§VIs]V ENC PG VDY NLNSTTVAT TQE. NMONT KD . T
Talip TADL[ITQLF|TLMED)IYECGD LTI EGFEMMD| IpfVIs]VENC YFASDINAVVVVFmTQENSIQ T EDE. L
149 159 169 179 189 199

OsLip K[QLD|LSY[PNMP NAKNEAS[EF FEISPNNT I LILAT TISAVIHKAR|QO S|YG . D INV|IgyEeh:8MeECEAMEE]F|C

IglLip T|D.PR[SFHNC.SGWNR:AHEWGHGHD . . MLEIART I|TAVILLALEARP . TY RIL|VAE: A [EGINTEN TF

AtLip KQLDLN[Y[PDMP DAMPANH[EF YEJANJHONT T|V)P AV LD A|VIKRIAK|E S[Y GAN L N|T|MMAEd 8]V [ GEAMPENE] F'(C
A

Talip X/QLD|LDYPGMPEAMMSNR[EF YEAPHANT TIIDG|I VISGLQK|T|QK LIHG . DV P|I|Mjtgyel i {ea EAME FC

A

210 220 230 240 250 260 270
IgLip VGAAQSSSVASESSAYRAEAGSDSK[GEADTKAAAADESAARASSSIAWESVSEVAPLLRRPLAPPPLY|IpRY
AtLip .. ... ... ... .. NEEBEENVOVI. .« o o o o o i e e s e e e e e e e e e e e TF
[0 = 7 3 = N L[ SN SVOL e v v v v e e e e e et e e e e et e e et e e e e s TF
TaLip .. ... . . it NY[ELDDVE L. & o o it e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e TF

320 330

IgLip IINTLNAGGSVQIMMCPMGGED|QF|S
AtLip IMPYYHL ... .. Fid. ... QKT Y|H
OsLip IHPYFSEF..... Lig. . ... HLITYH
TaLip IHPYFSF ... .. I P P QXK|T Y|H]

350 370 380 390
IgLip NAADADMS...KAQF@NS|S[EAFGDGDDASMS|MIANP LC|SEIS|LGE S S L|T|W|V|H
AtLip ELSILNIVIRGVEKV[®EDNT[E. . ... ..... Ephd. TCSREVIMG. . . N[S[I[S[D
OsLip D.SEGDI|....TEQI[®MDDS[E. . ... ... .. EIIANCCCIIETIWS . . . L{S|V|QD
Talip DVGLGSLVYT.VEOI[®DDS[E. . ... ... .. Eiehyd. ACSREIVISG. . . N[S[I|QD

A
420 430 440 450

IgLip W........ EEYIKY .| TKSLHPQLRHV|GYGEDAPDGGFDSTVORSEAERVPTYSYG
AtLip ROCNIVMGH|EMES|Y SRIKD|SIKG . . . NII|JFLSR|TIVPSTEVIKTKSI|SKTGISSL. ...
OsLip STCRIITAENVRQL.QKDLAS .. . NIIVSKHSVDVIIVEPSSOTY ... ... ....
Talip SSCRIVMDYRAELRY . KMDLHG. . .NVVLSK[QIOOOSGLSNERRRHSAQ. . ... ...

Figure 44 : Alignement de la lipase hypothétique dsochrysis galbanglgLip) avec trois de ses
homologues chez les plantes supérieurdgabidopsis thaliana(AtLip), Oryza sativa(OsLip) et
Triticum aestivum(TaLip).

Organisme numéro d’accession Triticum aestivuni CAD32696 ;Oryza satival NP_001060581 ;
Arabidopsis thaliand NP_197365. Les résidus strictement conservésisdigués en blanc sur fond
rouge, les résidus bien conservés en rouge et egamh bleu. Les triangles noirs indiquent
I'emplacement des trois résidus Ser/Asp/His suppasistituer la triade catalytique. La région
conservée autour de la sérine nucléophile estgudi par un trait noir discontinu.
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Le pourcentage d’identité, c’est-a-dire le pouragetde résidus strictement conservés, atteint
18 % avecAtLip, 20 % avedOsLip et 19 % avedlaLip (Tableau 14). Le pourcentage de
similitude correspond aux résidus similaires caslire aux acides aminés de mémes
propriétés biochimiques. Le taux de similarité @sis élevé que le taux d’identité. Il varie
entre 30 et 35 %. L’homologie de séguence estipipsrtante entre les trois séquences des

végétaux. Le taux d'identité atteint, par exempl®,% entre la lipase @. sativaet celle de

T. aestivum

AtLip OsLip TaLip

IgLip 18 20 19

32 % 35 % 30 %

AtLip 49 50

67 % 68 %

OsLip 53

69 %

Tableau 14 : Pourcentages d'identité et de similile entre la lipase hypothétique dsochrysis
galbana (IgLip) et ses homologues végétales chArabidopsis thaliana(AtLip), Oryza sativa
(OsLip) et Triticum aestivum(TaLip).

Le pourcentage indiqué en blanc sur fond rougeespond au pourcentage d’identité c'est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés detig séquences. Les chiffres écrits en rouge
indiquent les pourcentages de similitude, c’estr@-te pourcentage de résidus biochimiquement
proches.

Bien que les quatre séquences protéiques soiems, ldar ensemble, peu conserveées, elles
possedent toutes les résidus censés intervenirldangcanisme catalytique des lipases. La
triade catalytique Ser/Asp/His (S/D/H) est indiquee des triangles noirs sur la Figure 44.
Dans la séquendgLip, la région comprise entre les résidus L182 et Giligne trés bien
avec celles de ses homologues végétales. Cettarégirespondrait au coude nucléophile car
elle inclut le pentapeptide consensus G-X-S-X-Grégion est soulignée par des pointillés
noirs sur la Figure 44. Chézgalbanaet les trois plantes, cette région concorde parfeent
avec la région consensus des lipases définie dR@&SHE (PS00120) [LIV]-X-[LIVFY]-
[LIVMST]-G-[HYWV]- S X-G-[GSTAC] (Tableau 15).

Motif [LIV] X [LIVFY] [LIVMST] G [HYWV] S X G [GSTAC]
consensus

IgLip LV Vv E A G
AtLip | M V| E ™ G
OsLip Y, | V] E ™ G
TaLip | M N E WM™ A

Tableau 15: Conservation de la région du coude nléophile chez la lipase hypothétique
d’'Isochrysis galbandlgLip) et les lipases homologues Aiabidopsis thalianaAtLip), Oryza sativa
(OsLip) et Triticum aestivum(TaLip).

Comparaison avec le motif consensus des lipaséceréfé PS00120 sous PROSITE.
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Homologie avec des lipases de trypanosomes

La lipase hypothétique d’'galbanas’apparie également avec des lipases de trypangsome
identifiées, elles aussi, par analogie de séqudreirypanosomes sont des protistes de la
famille desTrypanosomatidaeCe sont, au méme titre que les microalgues, dgnsmes
eucaryotes unicellulaires. lls constituent néansmain groupe de protistes, les excavates,
phylogénétiguement distinct de celui des chromadhtés (Keeling et al, 2005).
Contrairement aux microalgues, les trypanosomessolt pas photoautotrophes. lIs
appartiennent a la famille des kinétoplastidesees@nt des organismes parasites, souvent

pathogénes pour I'homme.

En dehors des extrémités N- et C- terminales dadmne d’'insertion d’environ 60 résidus
présente chek galbang I'alignement semble fiable (Figure 45). Il révédeprésence de cinq
résidus cystéine conservés (indiqués par des pwarts sur la Figure 45). Les régions,
susceptibles de contenir les résidus impliqués diagion catalytigue des lipases,
apparaissent également conservées. Les motifstéastiques des lipases, a savoir la triade
catalytique Ser/Asp/His et le coude nucléophiléype G-X-S-X-G, sont présents.
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b e 20
IgLip . ...MRRRRRRKRLSWRATPWR|SDLD ME LA
IbLip MSIAITLERRMPQLHSCASLCVITTLL Y FIC
Lilip . ......... MTQLYLYRLVGFETTVYV]| WHIEFS
ImLip . ......... MTQLP..KLVCFTTVYV| WHIEFS
Telip . ... ... oo MRRRTMTVV| Y v
TbLip . .MSERKGNHMARPYSSFRNSL|SNLA MWN[E[S
80 20 100 110 120 130
IglLip ¢. SR[MGGTGLQPDP QV|T .| TADG|G|S|F . |.|LA|LV[EINEAE QWVNAYAIRYES|LD GINLGARIG
LblLip elG SA[MSNA . . TPINFR|VIENVYDN|T|S|ITGNFGY|S[I[DNDAGR|INAAVIYETH . . NTANGT
Lilip MGNT[®SNA . . TPDFHVFNIYEN|TSITGNVGYS[VIDHDAE R|IINAYAAENIET|Y . . IN|T VNI
LmLip MGV T®ANA . . TPIEF QV|FN|IYEN|N|S|ITGNVG[Y|S[gVIDHD AKR|INAYAEMYET|Y . . IN|T VNI
Tclip o . AS[MAR. . .NP|GLQK[VR|VF TNARAHS|T|QAF|VVINE . . SMINAASINIET|V . . D|INN|L
TbLip ¢. AA[MRN. . . ES|AFV|LKGLFENK[TEGTLAFA[ETISE . . GKIINAYAINYESIT . . NI ANRV|
[} [}
140 150 160 170 180
IgLip RN|LQICWTDPR[SFHN[S. . S|GWV G SGYDMLRJARLII TAV|L LALEAR|P|T|Y|R|L|V
IbLip OQOD[DF|WS IP[Y|P NP S{®GNN|C|R|T F|Y RA[Y[S|SVR[Y QLI YDV|L SMLERHP|S|Y|T|L|F
Lilip OQN[IDFWLTP|Y|P HP G[®GKG|CK|T E|Y SA|Y|S|S LRTQMIEDV|L LILHARY|P|F|Y|T|LIF
ILmLip OQN[LDEFRLTS|Y|P HP G[®GNG|C(K|T E|Y KA|Y|S|S LRAQMIDDV|L LILHARY|P|LY|T|LIF

TclLip YD[IDEF|IPVAY|IQDG[®. VGCL|F F'|D CE|L|IN|S LWAEMWG Y|L|QEL|VAE K|G|I|ER|I|L
TbLip DDIK[YWGTPY|PNAS[Y. EN|CLV FIF DA[FE|S LRAQVIRQA[LHELI I VSEPNEPV|L

21(? 22(? 23(? 24(? 25(? 26(? 27(?
IglLip ﬂATVGAAQSSSVASESSAYRAEAGSDSKGEADTKAAAADESAAASSSIAWESVSEVAPLLRRPLAPPP
IbLip F|T|TWNV|SKSE[VVDNSV . & o v it it i et e e e e e e e e e e e e e et e s QPSSAAPKPSH. .LAP|V|MiRY
Lilip L|TTWNMLEADVLIGKDV . .« o i it it e et e e e e e e e e e e e e e e e e et QSRGAVSPPLH. .LAP|V|ELRY
ImLip LATWNMLEGDVLGKGV .« v v it ittt it e e e e e e e e e e et e et e e QSRSAASPPLH. .LAP|V|ELRY
Tclip
TbLip

31(? 32(? 33(? 34(?
IglLip ﬂT BJPAVRAPINTLNAGGSVQIIJCPMGGED Q|F|S vV
LbLip T|. BIPVPHLP .. LYV vV
Lilip T|. BIP[VPHVP Y[V vV
ILmLip T|. BIP[VPHVP Y[V vV
Tclip T|. plV[VP HL L ElY [V
TbLip TJ. BJIVPHLP Y[V L
A

35(? 36(? 37(? 38(? 39(?
IglLip MTNAADADMSKAQFCNSSGAFGDGDDASMSDPNPLS LIGE|S[S|LITWVH
LblLip YPADDEAVLL .. . ... ... VIYA|TR[VIA. . D
Lilip Y[PTDIGEKYHL . . V|IFG|TR[V|S . .|D
LmLip YPTDDEKYHL . . . ... ... VILG|TKV[S . .|D
Tclip Y[GND|GDITVHKNCTDTFGTPCSALT I|IP|T|S|T|E . .|D PAICISICDP GEALS
TbLip FKYDDPLECLNCSDMDDINESTGS LIDYPR[SVIA . .|D PGICAICDGPITTIAS

[}

42(? 43(? 44(? 45(?
IglLip |- GY|GEDAPDGGFDSTV|IQRSEAERVPTYSYG
LblLip KIL[PPE|TY SILLALDY[VMNRP . . . .RPTVR|. . . . ... ... ...
Lilip ELPPEMYN|IIALDHAMDDP ... . NFTYRRAL. ... ... ...
LmLip ELPPEIYNIIALDHAMNNP ... . NFTGHRAL. ... ... ...
Tclip RLIPPELERIVAMDY|IYQQS ... .RHMRREFPSSPVHYKEP. .
TbLip NISWE|TROMLAKDREAYAQR . .. . KRPRE[SCSVLRAVDKPAD

Figure 45 : Alignement de la lipase hypothétique dsochrysis galbanglgLip) avec cing de ses
homologues chez les trypanosomed,eishmania braziliensis(LbLip), Leishmania infantum
(LiLip), Leishmaniamajor (LmLip), Trypanosoma cruz{TcLip) et Trypanosoma brucdiTbLip).
Organisme / numéro d’accessioh. :braziliensis/ XP_001567267 L.. infantum/ XP_0014675711,.
major/ CAJ08439 T. cruzi/ XP_804459 T. brucei/ XP_847573. Les résidus strictement conservés
sont indiqués en blanc sur fond rouge, les rédiieis conservés en rouge et encadrés en bleu. Les
triangles noirs indiquent I'emplacement des tr@sidus Ser/Asp/His supposés constituer la triade
catalytique. La région conservée autour de la sénincléophile est soulignée par un trait noir
discontinu. Les résidus cystéine conservés sonakig par un point vert.

131



PARTIE IlI Résultats : analyses comparatives de la séquighde

Les meilleurs alignements ont été obtenus aves &gpéces du genceishmaniales lipases
des espécdwaziliensis(LbLip), infantum(LiLip) etmajor (LmLip) présentent respectivement
21, 21 et 20 % d’identité avdgLip et les taux de similarité varient de 29 a 35 %b(dau
16). Il apparait donc que le taux d'identité enlmeséquence protéique Iglip et les

différentes séquences homologues étudiées ne égpas1 %.

LbLip LiLip LmLip TcLip TbLip
lgLip 21 20 18 17
34 % 35 % 33 % 29 % 30 %
LbLip 57 30
74 % 72 % 45 % 47 %
LiLip 32 29
92 % 45 % 45 %
LmLip 30
46 % 44 %
TcLip 35 %
51 %

Tableau 16 : Pourcentages d’identité et de similide entre la lipase hypothétique dsochrysis
galbana (IgLip) et ses homologues chez les trypanosomésishmania braziliensis(LbLip),
Leishmania infantum (LiLip), Leishmania major (LmLip), Trypanosoma cruzi(TcLip) et
Trypanosoma bruce{TbLip).

Le pourcentage indiqué en blanc sur fond rougeespond au pourcentage d'identité, c’est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés detig séquences. Les chiffres écrits en rouge
indiquent la proportion de résidus résidus simelgjr c'est-a-dire la proportion de résidus
biochimiquement proches.

La région conservée autour de la sérine catalytepieconforme au motif caratéristique des
lipases index®S00120 sous PROSITE (Tableau 17).

Motif [LIV] X [LIVFY] [LIVMST] G [HYWV] S X G [GSTAC]
consensus

IgLip L v Vv E A €
LbLip L F | E L €
LiLip L F | E L €
LmLip L F | E L €
TcLip | L \Y E L G
TbLip vV L | E L G

Tableau 17: Conservation de la région du coude nlgophile de la lipase hypothétique
d’Isochrysis galbanglgLip) et des lipases homologues de trypanosomesishmania braziliensis
(LbLip), Leishmania infantum (LiLip ), Leishmaniamajor (LmLip), Trypanosoma cruz{TcLip) et
Trypanosoma bruce{TbLip).

Comparaison avec le motif consensus des lipaséceréfé PS00120 sous PROSITE.
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3.3.2. Recherche de motifs fonctionnels

Pour rechercher la présence de motifs protéiqueseceés caractéristiques d’'une famille de
protéines, la méthode de comparaison par profil t& @tilisée via le programme
Blocksearcher. Les résultats obtenus montrent @séduence protéiquelglip présente des
similitudes significatives avec 1 des 6 blocs qaiiactérisent la famille Lipase 3 indexée
IPB005592 dans la base de données Blocks (Annexge®le famille de lipases regroupe, a
ce jour, essentiellement des lipases de champign@nsloc conservé correspond au bloc
IPB005592D. Il coincide avec la région du coudelénhile. Les 5 autres blocs sont un peu
plus éloignés des profils définis et plus faiblemmsanservés en raison de la présence de gaps,
c’est-a-dire d’insertions ou de délétions. Cepenhdam retrouve, dans la séquengkip, les
acides aminés les plus frequemment identifiés et des plus fortement conservés de ces
cing blocs.IgLip contient, par exemple, les résidus-R-G-S? du bloc IPB005592B de la
position 120 a 123, les résidus R14, D20 et P26lda IPBO05592E en position 300, 306,
312 et les résidus H2 et Y5 du bloc IPBO05592F asitions 391 et 394.

3.4. Prédiction de 'organisation structurale

L’alignement de la lipase W’ galbana avec des homologues de lipases, elles-mémes
identifiées et annotées a partir d'alignementsétpisnces, fournit seulement une estimation
générale de la fonction enzymatique. Pour affireftecestimation, obtenir une prédiction
fonctionnelle plus fiable et repérer les résidugajt probablement un réle fonctionnel et
structural important, la séquenégLip a été comparée a celles de lipases completement
caractérisées. Les lipases compléetement cara@gérisgrrespondent a des lipases dont les
relations structure/fonction biochimique ont étécélées expérimentalement par le clonage,
la surexpression du géne et les mesures d’actiéitBenzyme purifiée, par des analyses de
cristallographie de I'enzyme seule ou complexéec ave inhibiteur et par des études de

mutagénese dirigée.

Parmi les lipases caractérisées les plus procheslided]. galbang figurent les lipases des
champignons filamenteuXhermomyces lanuginosgAscomycete) etRhizomucor miehei
(Zygomyceéte). Ces deux lipases ont fait I'objet Wembreuses études structurales et
fonctionnelles (Bradyet al, 1990; Derewendaet al, 1992b; Holmquistet al, 1994;
Derewendaet al, 1994a; Martinellest al, 1996; Peterst al, 1998; Brzozowsket al, 2000).
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Leur conformation tridimensionnelle est connue.e&licumulent respectivement 20 et 4
entrées PDB. Les travaux cristallographiques onijgede comprendre leur assemblage, de
connaitre les résidus impliqués dans le mécanisttaytique et dans les interactions avec le

substrat.

Les alignements ont été congcus avec MUSCLE et &lWstLa comparaison de la séquence
protéiquelgLip avec celles des lipases @ieermomyces lanuginogalLip) (Figure 46, page
137) et deRhizomucor miehefRmLip (Figure 47, page 138) suggere que l'organisation
structurale nécessaire a la mise en place devigctiatalytique est conservée chegalbana

et que la microalgue posséderait des spécificitéstarales.

La lipaselgLip présente environ 15 % d’identité et entre 24 ef®2@e similitude avec ces

deux homologues fongiques. L’homologie n'est pasouwée sur toute la longueur de la
séquence, surtout dans les régions N- et C- tetesiret au niveau de la zone d’insertion,
d’environ 60 acides aminés, présente chegalbana Ce fragment d’'une soixantaine de
résidus n’a dailleurs été rencontré chez aucureanrganisme. L’homologie de séquence est
retrouvée principalement autour des sites cataigsgq Aucun signal de sécrétion n'a éte

détécté dans la région N-terminalégdlip.

Les résultats confirment que les résidus Serl8$3@& et His391, seraient les résidus
composant la triade catalytiquelglip. La triade potentielle tijLip s’aligne, en effet, avec
les résidus catalytiques Ser168/Asp223/His28TItgp et Ser238/Asp297/His351 dRamLip
Toutefois cette indication est a considérer avec@gmce compte tenu de la taille de la zone
d’insertion désappariée. L’éloignement des acidesnés Serl88 et Asp306 influence
probablement le repliement de la protéine pour pér leur rapprochement. Cette
variabilité a probablement une incidence sur leéciigités fonctionnelles de I'enzyme

hypothétique d’ galbana

La séquence consensus qui caractérise le coudéopide des lipases est également tres
conservée. Cette région comprend chegalbanales 10 acides aminés L-V-V-T-G-H%&
A-G-G (Figure 45). Elle s’aligne quasi parfaitememnec le coude nucléophile des lipases
fongiques et n’en differe que par 3 résidus. Lesides des lipase3ILip et RmLip
correspondent respectivement aux séquele¥sF-T-G-H-S'°%L-G-G (Figure 46) et/-A-
V-T-G-H-S$*%L-G-G (Figure 47). Parmi toutes les combinaisonssiptess de la séquence
consensus [LIV]-X-[LIVFY]-[LIVMST]-G-[HYWV]- S-X-G-[GSTAC], celle digLip na
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jamais été complétement retrouvée chez d’'autreen@mes, référencés a ce jour. Les motifs
les plus proches ont été trouvés chez des lipasisseprotéines non identifiées de bactéries,
de plantes, de champignons et de microalgues. @dsnprésentent au mieux 9 résidus

strictement conservés sur 10.

Parmi les deux résidus connus comme étant implidags le trou oxyanionique, c'est-a-dire
dans la stabilisation de I'intermédiaire oxyanieaule la sérine (S), positionnée en 105 chez
TILip et en 176 cheRmLip est conservée chégLip en position 123. L’autre résidu, mis en
jeu dans cette interaction, correspond, chez leg deampignons, a la leucine (L), située a
droite de la sérine catalytique. La leucine estrésidu hydrophobe non polaire. Chez la
microalgue, la leucine est remplacée par l'alanineé présente les mémes propriétés
physicochimiques. Ces deux résidus different par ¢haine latérale. L’alanine présente un
encombrement stérique plus faible. Cette dissermblagst peut-étre a l'origine d’une
modification de la conformation spatiale de la po@britant le site actif, ce qui pourrait

affecter la spécificité de substrat.

ChezT. lanuginosales résidus G104, H167, P196, P229 et P230 (sédigpar des triangles
verts sur la Figure 46) sont tous impliqués darfsx&ion du substrat et de ses intermédiaires
catalytiques. lls sont tous conservés chegalbana et correspondent aux résidus G122,
H187, P276, P312, P324 de la protéine. lls sonteggat strictement conservés chHgz

mieheiet chez les homologues de plantes et de proéste#es préecédemment.

Les études cristallographiques portant sur lesséipalLip et RmLip ont mis en évidence
I'existence d'un volet amphiphile constitué de X2das aminés poufiLip et de 14 pour
RmLip Seuls deux acides aminés, le tryptophane (WHLip, W182RmLip et la leucine
(L1215 TILip, L186 RmLip sont conservés chézgalbanaen position 131 et 134. Les lipases
de champignons filamenteux ont, comme les lipasggrgatiques, un résidu tryptophane
conservé au centre du volet amphiphile (Derewestdd, 1994b). L'importance du réle joué
par le tryptophane du volet de la lipaseTddanuginosaa été démontrée par des études de
mutagénese dirigée (Martinel al, 1996). La substitution du Trp par les résidus, Ree,

Gly ou Glu entraine une modification de la spéttéice I'enzyme par rapport au substrat, et

plus précisément par rapport a la longueur de eh@dés acides gras des triglycérides.

Les six résidus cystéine a l'origine de trois pouisulfures chezRmLip s’alignent
correctement avec six des dix cystéines obsenredgl ip.
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Figure 46 : Alignement de la lipase hypothétique dsochrysis galbanglgLip) avec la lipase de
Thermomyces lanuginosériLip) (Swiss-Prot 059952 ; code PDB 1dt3).

Les résidus strictement conservés sont indiquddast sur fond rouge, les résidus bien conservés en
rouge et encadrés en bleu. La triade catalytiqubAS@/His est indiquée par des triangles noirs. La
région du coude nucléophile incluant le pentapeptiohsensus G-X-S-X-G est soulignée en noir. La
région du volet amphiphile est soulignée en ross. triangles verts et les ronds noirs correspondent
aux résidus impliqués dans la fixation du substate ses intermédiaires. Les résidus cystéineset |
ponts disulfure sont chiffrés en vert. La structigecondaire deTlLip figure au-dessus de
'alignement : les hélices et les feuillets sorté&natisés respectivement par des hélices et adefie
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Figure 47 : Alignement de la lipase hypothétique dsochrysis galbanglgLip) avec la lipase de
Rhizomucor miehe{RmLip) (Swiss-Prot P19515 ; code PDB 4tgl).

Les résidus strictement conservés sont indiquddast sur fond rouge, les résidus bien conservés en
rouge et encadrés en bleu. La triade catalytiqubAS@/His est indiquée par des triangles noirs. La
région du coude nucléophile incluant le pentapeptiohsensus G-X-S-X-G est soulignée en noir. La
région du volet amphiphile est soulignée en ross. triangles verts et les ronds noirs correspondent
aux résidus impliqués dans la fixation du subgtate ses intermédiaires. Les résidus cystéineset |
ponts disulfure sont chiffrés en vert. La structwecondaire deRmLip figure au-dessus de
l'alignement : les hélices et les feuillets sorté&natisés respectivement par des hélices et addefie
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3.5. Séquences homologueddlip chez les microalgues

La séquence tjLip a été utilisée pour rechercher des séquences bgoed dans les
banques de données publiques de microalgues dagj@inieme a été entierement séquencé.

Cette analyse a permis de répertorier 13 séquérnreslogues &gLip chez les microalgues.

Dans le génome de I'algue rouge unicellulayanidioschyzon merolagMatsuzakiet al,
2004), un homologue de lipase, dont la séquendgigue est référencée CMH156C, a été
identifié. La séquence nucléotidique de cet homadogdénommé arbitraireme@mLip,
contient un cadre ouvert de lecture, de taille mante a 1641 pb, et qui code pour une

protéine de 577 acides aminés.

Quatre séquences homologues sont également rédésedans les banques génomiques de
deux diatomées. Chez la diatoniBealassiosira pseudonan@rmbrustet al, 2004), deux
homologues dgLip ont été identifiés et nommd%pLipl et TpLip2 Dans la banque, leurs
identifiants protéiques (id.) sont respectivemenimarotés 24111 et 7093. Les transcrits
TpLipl et TpLip2 sont constitués respectivement de 1827 et 258Ratices. Le premier
code pour un polypeptide de 568 acides aminés sedend pour 861 acides aminés. Le
transcritTplip2 résulte de I'assemblage de quatre exons de 5682, B et 921 pb. Dans le
génome déhaeodactylum tricornuturgBcalaet al, 2002), il existe trois genes homologues a
des lipasesRtLipl, PtLip2 etPtLip3). La taille du premier transcrit en paire de beseégale

a 2676. La protéine correspondante est compos@&9Heésidus et elle est indexée sous le
numeéro 41346. Le second géene de 1431 nucléotidegenbun intron de 84 nucléotides et
correspond donc a un transcrit de 1347 nucléoti@adraduction donne une protéine de 448
acides aminés (id. : 32834). Enfin le dernier géaeas intron, dont la séquence codante est de
1080 pb, code pour une protéine de 360 acides arfithé 37711).

Chez Chlamydomonas reinhardtiifAsamizu et al, 1999), algue verte unicellulaire de la
classe des Chlorophyceae, deux séquences simidades lipases ont été identifie€sl(ipl

et CrLip2). Les deux protéines 190433 et 142444 sont cogstit 'une de 571 et 'autre de
527 acides aminés. Elles correspondent chacunetradaction de séquences codantes de
1671 et 1581 pb. Les deux genes codant pour cegimgs sont constitués de nombreux

introns.
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Les banques génomiques de deux autres microalguress\du genr@streococcuset de la
classe defrasinophycea®nt également été consultées (Derellal, 2006; Palenilet al,
2007). Le génome @streococcus lucimarinusomporte deux genes sans intron codant
probablement pour des lipases. Leurs séquencestesdade 2019 et 2085 nucléotides
peuvent étre traduites en protéines de 673 et 6idesaaminés (id. : 3319ILipl et 24393
OlLIp2). ChezOstreococcus tauyil existe quatre séquences homologues de ligadepl a
OtLip4). Les quatre genes codent pour des enzymes de(i84236169), 290 (id. 30127),
689 (id. 10623) et 811 (id. 34430) acides aminésileSla protéine 34430 est codée par un

géne constitué de 3 introns de tailles égales alE®et 64 pb.

L’alignement de séquences protéiques, généré aveé8QUE, montre que ces homologues
partagent peu d’identité et de similitude avgktip (Figure 48). Les meilleurs alignements
d’IgLip ont été obtenus avec la séqueRtep3 de la microalgu®haeodactylum tricornutum
(16 % d'identité et 27 % de similitude) et avec dadguenceOtLip2 de la microalgue
Ostreococcus taurfl8 % d’identité et 28 % de similitude). Bien das séquences protéiques
de microalgues partagent un faible taux de conservales acides aminés, elles possédent
toutes les motifs catalytiques des lipases réféenadans les banques de séquences. Le
pentapeptide hautement conservé chez les lipas¥sS&-G est souligné en noir sur la
Figure 48. La région qui entoure ce pentapeptideseasus apparait relativement bien

conservée.
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18C.) 19C.)
OLLAD2 . o o ot e e RPAYVLFRDEDEKRLVEVIR[EIH. . SA
OLLADA . . o oo e RPAYVLFKDIEAERLILVVR[ETH. . sa
OLLAPL . o o oo e e e SPSSFVAVDRAAGKVVLISVR[ETW . . EF
OLLADP3 o it it e e e e e e APSSFVAVDRDEERVVIL|SVRETW. . EF
CTLADL . o e FVVDDPASATRIFVIQESD. .TL
CILAD . oo o EPAYYIAIDEAFRS[IVLAIRETID. . TF
PELAP3 . . MIASSESQNYLAVIVERMETD . . DL
OELADP2 o ot i e e e Ve vVaFRETIIDPS S L
= 175 vvvaFR[ESILDENL
OLLADL . o o oo o e e VIVAFR[ETITPSPL
TpLip2 . .. ... ..... GKLYDNHVRNQAIAKLAGEDLEFCCFVTHDTTGCSCAIYRSLEKKMISI|SFRET|C. . AP
PtLipl GTLLERYKDKTLRNPDSTLKPMEQKILGTSDLEHCFFINHDKTGATCSVYRSLDQKL[IVV|SFR[ET|Cc. .AP
PELID2 . i e e VYMIEVDHVRERVTV|CFR[ESV. . TP
TPLADPL . . o e YTMGDKNANEELVYAVGINHVEERITV[VFR[ESV . . TK
200 210 220 230 240
OlLip2 KDMI[INLITGSVCAHHTM. ... . VSTSDDEEATLRVGYRESEFLT . . .. ... ... ...... TARFLERKIK
OtLip4 KDMI[TN[LTGTSSPHHTM. ... . SGG...DGKELRVGYREISErLT. . . . ... ... ... ... MARYLERVIK
OlLipl HDAL[TDVISS....ESVK..... FLN. ......... awplsldvva . .o SAWQVLKRML
OtLip3 HDAL[T|DVINS ESVR..... FLG. .. oo ewpplaldvuE . .
CrLipl DHWK[L|N|LTF DPVV..... FEE...... PALGVKVER[EVYE . . . . ... .. .. ... .. AALVLYERFL
CmLip SDVE|T|D|LISL HPTP..... FLG. oo vve v e aTRBlREMTR . . L AALRLYDEVR
PtLip3 RTSL|T|DADI .LLTT..... FGD.ENFTLPDPRVR|IJS GQDVFREIVRKED
OtLip2 YNWV[EDLDAMHSTLPTA. ... . EVK....... DGVGRVESEFED . . . ... AYDSVRKELI
IgLip GAWGRNLQC............. WTD. .PRSFHNCSGWVEHEWGS . . .. ... ... ... GYDMLRARLI
OtLipl RGLI|F[E[SQINGRAGQTT..... WAS. ....... GAGRVEREYAA . . ... AYETLRTKLE
TpLip2 IDLV[TDAISI....RAQSA..... WVD.GEDIENPETVKNVETEFRK . . . . ... ... ...... SLNSISRRLK
PtLipl VDLI|T|DJANL....VQEA..... WVE.GDDVKDPLIPKNVEOEFRS . . .. ... .. ... .. .. SLNSISRRLK
PtLip2 LDWA|TNLEMYMKEIPNR. ... . MKA . ..NASQVPTVR[VEN[EFEHDYLFEPSNRGAKGPNGEDLSEYQEILQ
TpLipl ADFMIDAKISMIHVSEPSTTASFNNISNSIAQSTTIG SSKSGKPSKYEEIMSHVQ
25C-) 269 28(_)
0lLip2 DDLLSSLAAH. .. .PGYE[LK GGVEAVILLTIEMIIR - . . . . . .
OtLip4 DDLVKALKSN....PGYDMK] GlelvAVILLTEMLL . ...
OlLipl PAVARSMRKL....SGYE[F|L clefvazlcviamoME . ... STDKDIESLALEGLSDVVEE
OtLip3 ... ........... PTFN[F|L clefvarlcIfamoME . ... SEDGDIEAVARGAMSDVDEQ
CrLipl PLVVYEHLEAS....PFSKV[T GISMATILLMLMYIR . . . . o o
CmLip EMLRTARTNY....PEYDLV cevasrLfoMELL . ... WEDDPLLRLFEQH
PtLip3 ALRILR........ PQTR[LF AlgpsIfLTlRIVEL|T. . ..
OtLip2 SHMIDMRTKYDRMWRHFENV|E chlLsTlLvialLELE . ..
IgLip TAVLLALEAR....PTYR[LV ClAlLAS|TFVARLATVEGARQSSSVASESSAYRAEAGSDSKGEADT
OotLipl DAVRAEMDASG. . .GSKK|L|V] clhalLaTnoaarLla . .
TpLip2 ELVLAAVEPGEDL.SQYDV|L GRlLATcFVMDVIA . ... EYGMDAGRGLPQL
PtLipl ELLLATVQPGDNL.SDYDML GRLATLEVADLA . . ... QYGIDAGRGLPOL
PtLip2 EHVLPVIHKH....HDYK[V[Y CRILATILFRFELT . . .. .
TpLipl HLFNESSNRR....KQYKL[Y GRLATLFEYFRIE . .

Figure 48: Alignement de la lipase hypothétique dsochrysis galbana(lgLip) avec des
homologues de lipase chez les microalgu€&yanidioschyzon merola€dCmLip), Thalassiosira
pseudonana (TpLipl et TpLip2), Phaeodactylum tricornutum (PtLipl, PtLip2 et PtLip3),
Chlamydomonas reinhardti{CrLipl et CrLip2), Ostreococcus lucimarinugOlLip1 et OlLip2) et
Ostreococcus taur{OtLip1, OtLip2, OtLip3 et OtLip4).

Organisme / numéro d’identifianC. merolae CMH156C ;T. pseudonana 24111 TpLipl) / 7093
(TpLip2 ; P. tricornutum/ 41346 PtLipl) / 32834 PtLip2) / 37711 PtLip3) ; C. reinhardtii/ 190433
(CrLipl) / 142444 CrLip2) ; O. lucimarinus/ 33194 QILipl) / 24393(OlLip2) ; O. tauri / 36169
(OtLipl) / 30127 OtLip2) / 10623 OtLip3) / 34430 OtLipd). Les résidus strictement conservés sont
indiqués en blanc sur fond rouge, les résidus birservés en rouge et encadrés en bleu. Le triangle
noir indique I'emplacement du résidu Ser suppogadpnir a la triade catalytique Ser/Asp/His. La
région conservée autour de la sérine nucléophilsaedignée par un trait noir discontinu.
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La banque EST de la microalguemiliania huxleyia également été consultée pour la
recherche de transcrits homologudgldp. Emiliania huxleyiest une microalgue haptophyte
phylogénétiguement tres prochd. galbana Un transcrit de 111 pb référencé sous le n°
d’accession EG035443, a été identifié. Compte tnga taille, ce transcrit est incomplet. Il
posséde un signal de terminaison de traduction ADGO8™ codon. Il est incomplet du c6té
N-terminal. Le polypeptide obtenu aprés traductihntranscrit s’aligne relativement bien
avec la région C-terminale IdLip (Figure 49). Jusqu’a présent, toutes les séquences
homologues identifiées s’alignaient trées mal dans tégion C-terminale avec celldglip.
Cette fois ci le taux d'identité est plus élevéadeint sur cette portion 39 %. Le résidu
catalytique histidine est présent en position 9dogiservé chek. huxleyi Ces observations
nous conduisent a penser que l'étiquette de séquexrimée identifiee cheig. huxleyi
coderait pour une lipase proche de celle ghlbana Cependant, I'acide aspartique (position
D9 sur la Figure 49) précédemment identifié comnaatéun des trois résidus catalytiques
chezl. galbanan’est pas conservé dans la séquenée hilixleyi Une erreur de séquencage
du transcrit EG035443 est envisageable compte thnutaux d’erreur de séquencage

important des banques EST.

o 60

. 10 20 30 49 59 :

IgLip [MLEWV[VNARD . . BEEYVEAPNTILNAGGSVQI P ClgM QEEEQEVWL DI EEAECNSSGF

Eh oilc(TrRP(TsWRIFNCES|ASR]. . . ..o JAP ING G oM HIAG O E VW LisAYA DD WK AWM F C N S S G F Eb
A

70 80 20 100 110 120 130
Iglip DA SIMERMIB RN NOR SN A G (F S MYV H): 0 S paiNeavge] T e NP I T MD AN QUIEE|Y|I[KYTKSLHPQLRHVGY[EEDAP
Eh EEREPNSDP NP LCSSSLIZIINS LT WERIBIHNENY 1. GV DE]G A C 21D [y = 7 123 15172 K i I 5 ESIRLO
A

140 150 160
Iglip D FDSTVQRSEAERVPpR4hqe
Eh 1] G| G [ETYSYG,

Figure 49 : Alignement de la région C-terminale déda lipase hypothétique disochrysis galbana
(IgLip) avec le marqueur EG035443 de la microalguemiliania huxleyi.

Les résidus strictement conservés sont indiquddast sur fond rouge, les résidus bien conservés en
rouge et encadrés en bleu. Les triangles noirqqumdit I'emplacement des résidus Asp et His
supposeés appartenir a la triade catalytique Seffisp

3.6. Classification digLip et de ses homologues

Pour compléter les analyses structurales et posiioles séquences nouvellement identifiées

chezl. galbanaet chez les autres microalgues, les séquencesiques ont été comparées
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aux séquences d’enzymes lipolytiques classées lddnpase Engineering Database (LED)
de I'Université de Stuttgart. Les meilleurs aligresits ont tous été obtenus avec les
séquences classées dans la sous famille des lipasésres a celle d®hizomucor miehei

(référence LED : abH23.01). Cette sous famille dpgat a la superfamille des lipases des

champignons filamenteux (abH23).

3.7. Structure intron/exon du géndgLip

Pour déterminer I'organisation du géene, c'est-a-thrprésence d’éventuels introns au sein du
gene, 'ADN génomique de la microalgue a été ispl&ijfié puis soumis a une PCR avec le
couple d’amorcegcoRlligLipXbal. L’électrophorese des produits PCR sur gel d’aggaro
1 % (w/v) a permis la visualisation d’une bandetaiée supérieure a celle de la séquence
codante de 'ADNc. Apres séquencage, I'alignementadséquence d’ADN génomique avec
celle du transcrit a confirmé la présence de 2in#rde tailles équivalentes a 173 pb et 121 pb
(Figure 50 et Annexe 9). Le transcrit résulte ddad’assemblage de trois exons de 341, 823
et 210 nucléotides. Les deux introns, a I'imageeex des genes eucaryotes, débutent par le
couple de nucléotides GT. La jonction intron/exé&/GT, hautement conservée chez les
eucaryotes, est également présente. La séquencmiggie du genéglLip présente une taille
de 1668 pb.

Fecouvrement de 'ADNc 100 %
Totalite des pourcentages d'identite 100 5%

S S e o6:

Intronl Intron2
ADN ADNc  taille  identité  mésappariements
génomigue (pb) et gaps
Exon1 1-541 1-341 241 100 0% ] 0
Exon 2 515-1337 242-1164  RB2s 100.0%; 0 0
Exon 3 1459-1668 1165-1374 210 100, 0% 0 1]

Figure 50 : Structure intron / exon du géne codanta lipase hypothétique disochrysis galbana
(IgLip).

La séquence génomiquelglip est présentée. Les blocs rouges et les segmesds représentent
respectivement les exons et les introns. La congmrade la séquence génomique avec celle de
I’ADNC a été réalisée avec le programme Spidey.
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4. Caractérisation préliminaire et analyses comparidves du géne
IgEstl codant une estérase hypothétique chezsochrysis
galbana

4.1. Analyse et traduction de la séquence nuclédigue IgEstl

L’ADNCc pleine longueur, obtenu par amplificatiorprde des extrémités 5’ et 3’, est constitué
de 1124 nucléotides (Figure 51), jusqu'a la queakyagénylée en 3’ qui fait partie des
éléments distinctifs des ARNm. L’analyse informagqde la séquence nucléotidique, dans
les six cadres de lecture possibles, a révélédsepce d’'un ORF encadré par des signaux de
traduction et compris entre deux régions 5’ et 8hrraduites. Le codon start ATG et le
codon stop TGA susceptibles d’initier et de termilaetraduction figurent respectivement en
positions 19-21 et 844-846. La séquence codardgmatine taille de 825 pb.

1 M ARGLAAC _TRLAAAA

1 GATACCCTGATCGAG@AGGCGCGAGGGCTTGCCGCGTGCACACGACTTGCAGCGGCGGC
16 AAVSAVAS SPLQSRVSAVSM STAAG

63 AGCGGCGGTCTCTGCTGTTGCTTCCAGCCCGCTGCAATCTCBIGECCGTCAGEATGTCGACCGCTGCCGG
41 AAPPRITQDRARNNL ITIAPGEGMP

138 TGCGGCGCCGCCGCGCATCACGCAGGACCGCGCGCGCAABSRBACTSTCGCGCCCGGGGAAGGCATGCC
66 HTATVIGPIHGLGDS NMGWADVAMOQ

213 GCACACCGCGACGGTCATCGGCEOO GGCTGGGCCGACGTGGCGATGCA
9ILQSVMPYC _KFILPNAPVRPVTLNGG

288 GCTGCAGAGTGTCATGCCGTATTGCAAGTTCATCCTCCCCABTGGECCGTCCTGTCACCERC

116 MSMPSWYDITSLDKR ESQPC TGIEE

363 CATCACGAGTTTGGATAAGCGCGAGTCCCAGCCGTGCACGGGCATCGAAGA
141 SRQAMLDLISAEVASG IPPSRIAIA

438 GTCTCGCCAGGCGATGCTCGACCTCATCTCCGCTGAGGTT@BERITCCCCCCTCCCGCATCGCCATCGC
166 GFSQGGAVALFTGLQ YSHTLAGVLC B

513 CGGCTTCTCCCAGGGAGGCGCCGTCGCTO GGCCGGCGTGCTATG
191LSGYLAAEERFILAPE AVNTPVAHF

588 CTTGTCCGGCTACTTGGCGGCGGAGGAGUG CACTCCCGTCGCTCACTT
2HGSDDQTVQIKWARG SQAHLRELGI

663 TCACGGCTCGGATGATCAAACGGTCCAAATCAAATGGGCCOGIGEGGCCCACCTGCGCGAGCTGGGCAT
2l RTYELKEYSPLGHSA SQQEIADVLA

738 CCGCACCTACGAGCTAAAAGAGTACTCGCCCCTCGGCCACAGGGBGCAGGAGATCGCGGACGTGCTTGC
266 WLQARLPEDA %

813 ATGGCTTCAGGCCAGACTGCCAGAGGACGCUGGERAGCCTGGAGCATATTTAGTATCTAGTGGGGAGCTGCC

888 CCTGACAAGCCCACGCGTGGGGAAGGCTCGAATCCCAAGTCTGBATRATACBCACACTTGATGGAGGC

963 CTCATCCACATCTGAGATCAACAAATGTGGGTGTGGCGGCGTCCBEMTATGCTTAGGCGCTTACACT
1038 ACGGATATTCCCGGATTATTCCTGGATATCTTTCTTCTATCTTCTAOGATEGGGATTATCGATTATAATAT
1113 CATTATCGATTRAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figure 51 : Séquence nucléotidique de 'ADN@gEst1 et traduction de la région codante.

Les amorces dessinées a partir de I'étiquette daes€e transcrite n°ISLO0008005 et utilisées en
RACE et Nested PCR sont écrites et soulignées gnhes codons d’initiation et de terminaison de
traduction sont indiqués en noir sur fond vert. té&sgdus cystéine sont soulignés en noir. Les nigio
non traduites 5’ et 3’ sont écrites en gras.
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La séquence protéiqgue obtenue par déduction neienbnpas de sites potentiels de
glycosylation de type NXS et NXT. Quatre résidustéine ont été repérés dans la séquence.
Le marqueur de séquence ISLO0O008005 indexé dabhanque EST d galbanaprésentait
une erreur de séquencage : l'addition d’'un résigaing entre les résidus glycine 552 et
cytosine 553 entrainait un décalage du cadre deirkecune mauvaise traduction et un

alignement incorrect.

4.2. Prédiction des caractéristiques physicochimiges
4.2.1. Signal peptidique

La présence d'un peptide signal est fortement smupge en début de séquence codante
(Figure 52). Selon le serveur SignalP, il s'agidiiin signal peptidique classique figurant
parmi les signaux les plus communément rencontiég tes organismes vivants. Riche en
résidus hydrophobes, il se termine par un sitdidage spécifiquement reconnu par la signal
peptidase | (SPase). Le peptide signal est un geeptladressage situé a l'extrémité N-
terminale des protéines qui oriente le déplacendss protéines en direction d'un
compartiment cellulaire (reticulum endoplasmiqueppaeil de Golgi, lysosomes,
mitochondries, chloroplastes) ou dans le milieuadllulaire. Le peptide signal assure, par

sa richesse en acides aminés hydrophobes, l'inctipo des protéines dans les membranes.

Le modele de prédiction a été congu a partir denées eucaryotes. |l suppose la présence
d’un signal de sécrétion long de 23 acides amiués ane tres forte probabilité de I'ordre de
0,999 et avec un site de clivage positionné eesedsidus S23 et S24. Le signal présente une
structure classique composée d’'une région de residargés positivement (région-n en vert),
suivie par une région de résidus hydrophobes (nélgien bleu foncé) et se terminant par une
région de résidus neutres et polaifegion-c en bleu clair). Les résidus situés erntjpos—3
(S23) et —1 (V21) par rapport au site de clivaget §®tits et neutres, condition nécessaire

pour que la coupure se produise correctement.
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Prédiction d'un signal peptidique (modéle eucaryote)

T T T T T T
Cleavage prob.,. ——
1.6 i
h-region prob., ——
B.8 i
B.& - i
m
L
a
m 8.4 i
B.2 [ i
]
T - N N . || |""--.-._._ | .|
MARGLAACTRLAAAAAANY SAYASSPLOSEYSAYSHMETAAGAAPPRITOUDRARHNLITI APGEGHMPHTAT
1 1 1 1 1 1

a 1@ 2 o3| 48 =10} =15 ]

Fosition

Figure 52 : Prédiction de la présence d’'un signalgptidique dans la région N-terminale digEst1,
avec le serveur SignalP.

L'axe des abcisses indique la position des aciddsés. L'axe des ordonnées indique I'indice de
probabilité. Les sites de clivage sont en rouges ké€sidus chargés sont en vert, les résidus
hydrophobes en bleu foncé et les résidus hydroplerebleu clair.

4.2.2. Masse moléculaire et pH du point isoélectnigp

Le cadre ouvert de lecturelgEstl code un polypeptide de 275 acides aminés. En tenan
compte du signal prédit par le modéle eucaryoteolgpeptide mature serait de 252 résidus
apres clivage du peptide signal. Cela correspondeapetite protéine de poids moléculaire

approximativement égal a 26,92 kDa et de pl théeride 5,87.

4.2.3. Profils d’hydrophobicité et d’hydrophilicité

Le profil d’hydrophobicité de la protéingEstl est représenté sur la Figure 53. On observe
trois zones avec un indice d’hydrophobicité > d.4.premiére zone hydrophobe concorde
avec le signal peptidique. L'absence de zonestarfdice d’hydrophobicité sur le profil de la

molécule suggére que la protélg&stln’est pas une molécule transmembranaire.
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échelle de Kyte et Doalitile (hydrophobicité)
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Figure 53 : Profils hydrophobe et hydrophile de la protéinelgEst1.
Axe des ordonnées (bleu) : échelle de Kyte et MmliAxe des ordonnées (vert) : échelle de Hopp et
Woods. Axe des abscisses : position des acidestaniia taille de la fenétre est de 21 acides aminés

4.3. Prédiction de la fonction enzymatique
4.3.1. Recherche de séquences homologues

La recherche de séquences homologues dans les Basdennées publiques a permis
d’identifier des protéines homologues chez un graachbre d’organismes. Les meilleurs
scores d’alignement ont été obtenus avec des séemiae champignons Ascomyceétes,
identifiees elles-mémes par comparaison de seégseateclassées dans la famille des
phospholipases et carboxylestérases (PLip/CEst).Figare 54 représente l'alignement,
réalisé avec le programme MUSCLE, de la séquenotéipue digEstl avec celles des
champignonsAspergillus niger (AnPLip/CEs} et Aspergillus oryzae(AoPLip/CEs}).
L’alignement est défectueux pour les 60 premierdescaminés dans la région N-terminale
d’l. galbana Le reste de la séquence s’aligne correctement l@gehomologues fongiques.
On retrouve, de la 168° a la 176™ position, le pentapeptide consensus G-X-S-X-G
strictement conservé sous la forme G#2®-G chez tous les homologues identifiés. Les
deux résidus Asp et His de la potentielle triad@lgaque seraient situés respectivement en

position 220 et 253 chdzgalbana
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Figure 54 : Alignement de l'estérase hypothétique dsochrysis galbana(lgEstl) avec ses
homologues chez les champignon#&spergillus niger (AnPLip/CEsf) et Aspergillus oryzae
(AoPLip/CEs).

Organisme / numéro d’accessionAspergillus niger/ XP 001395827 ; Aspergillus oryzae /
BAEG62787. Les résidus strictement conservés salifiies en noir sur fond vert, les résidus bien
conservés écrits et encadrés en bleu. Les triamgles indiquent I'emplacement des trois résidus
Ser/Asp/His supposés constituer la triade catalgtig_e pentapeptide consensus G-X-S-X-G est
souligné par un trait noir discontinu.

La séquence isolée chkzgalbanapartage respectivement 31 et 32 % de résidusiduest
avec ses homologues fongiquesPLip/CEstet AnPLip/CEst(Tableau 18)

AnPLip/CEst AoPLip/CEst
IgEstl 2% 31%
44 % 44 %
AnPLip/CEst 79 %
90 %

Tableau 18 : Pourcentages d'identité et de similide entre I'estérase hypothétique dsochrysis
galbana(lgEstl) et ses homologues fongiques chAspergillus nigeAnPLip/CEsi) et Aspergillus
oryzae(AoPLip/CEs).

Le pourcentage indiqgué en noir sur fond vert cgwad au pourcentage d’identité, c’est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés eletn® séquences. Les chiffres écrits en bleu
indiquent la proportion de résidus similaires, t&slire la proportion de résidus biochimiqguement
proches, entre deux séquences.
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D’autres homologues, présentant de bons scoreigmeatent avedgEstl ont été identifiés
chez des organismes de diverses origines (Figurddisstl s’aligne correctement (excepté
dans la région N-terminale) avec les lysophosphsbg | et Il humaines$i6LPLipl etll) et
avec la lysophospholipase | de la soiMiss musculugMmLPLipl). IgEstl partage aussi des
similarités de séquence avec une protéine ideatifibez la drosophileDrosophila
melanogaste(DmPLIip/CEs} et deux protéines de plantes supériednedidopsis thaliana
(AtPLip/CEs} et Oryza sativa (OsPLip/CEst Ces trois protéines ont été classées, par

homologie de séquence, dans la famille des phogaisels et carboxylestérases.
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1 10 20 30 40 50 60 70
IgEstl MARGLAACTRLAAAAAAVSAVASSPLOSRVSAVSMSTAAGAAPPRITQDRARNNLITIAPGEGMPHTATV
HSLPLipI = . . . . . i it et et e e e e MCGNNMSTPL...PAIVPAARKATAAVIEF. ... . ... ...
HSLPLAIPII . .t it ittt et o i et ot e et e e a e e o MCGNTMSVPLLTDAATVSGAERETAAVIIFE . . v v v v v v v v o
MMLPLipPI . . . . . . e e e e e e e e e e e e MCGNNMSAPM...PAVVPAARKATAAVIEF. ... . ... ...
DmPLip/CEst ....................................... MAAPVIVEATVKQTATLIE . . « v v o v v v o
AtPLIP/CESL . . . . . o e e e e e e e e e e e e e e e e e e MART|F|ITLW . « - o v oo oo ..
OsPLip/CEst .. MSSRLRFLFSLAAATAAASLLAAALRRRAPPSGLAARLVPAPMAAAAARNRSFVILW. « o v v o v v v o v

80 90 100 110 120 130
IgEstl IGP|T SNMGWADVIAMQLQSVMP . . .YC . . TSILIDKRES|QP C
HsLPLipI TGHGWAEAFAGIRS..S...HT . . IGLISPD|SIQEDE
HsLPLipII TGHSWADALSTIIRL. .P...HYV . .MG|L|SPDAPIEDE
MmLPLipI TGHGWAEAFAGIKS..P...HT . . VGLISPD|S|QEDE
DmPLip/CEst TGHGW|S|SALAAIRP. .P...FM . . KTILIDIG|GPIEDE
AtPLip/CEst SGPANEP|IIIKTLFRS. .QEFRNT IPELPLITAG|S|PKDE
OsPLip/CEst SGPANEPIIRNFESA. .PEFRLT IHELPMSSGEPQDD
140 150 160 170 180 190 200
IgEstl ESRQAM P PSR I|A|T|A F|T|GII QY S H T|L|AIGV|L|C GY|ILIAAEERF|. . . I
HsLPLipI QAAENT Y|T|ALT|T QQK|LIA|G|V|T|A] CWLPLRASFPQGP
HsLPLipII KAAENT YTALTICP HP|LIAG|T|V|A| CW|LIPLHRAFPOQ . A
MmLPLipI QAAETYV Y|T|ALT|T QO QK|LIA|G|V|T|A] CWLPLRASFISQGP
DmPLip/CEst SARDSYV Y[SIALT|YD Q P|LIAGIVIV|A| CW|ILIPLHKQFPGAK
AtPLip/CEst KAVKNV| AISIFILLIYP K T|I|GGG|A|V| GWIPFNISSITN.Q
OsPLip/CEst KAVENYV] PPENIFV|C ASIVIELYP K T|LIGIGGAV| GWLPFGSSVITE . R
A
210 220 270
IgEstl LAPEAVNTIPIVAHE SDB|0 TIAD|VILAWL|IQAR|L
HsLPLipI IIGGANRD|I|SIILQC DCD|P MMD|VIKQF|I|DK L|L
HsLPLipII AINGSAKD|LIAILICC E LD P MAAV|KEF|LEK L|L|
MmLPLipI INSANRD|I|SVLIQC DCD|P MMD|VIKHF|I|DK L|L
DmPLip/CEst VINSD. .DV|PIIF|QA DY[D P MD D|V|KD I|I|SK|W|V|
AtPLip/CEst FITEDAKKTPIILWS IDDPIK] LIQ Y|LIE S W|L|K|QRM|
OsPLip/CEst I[SPEARKTPILWS TADIN L)Y S|ILIE S W I/KIN| H[L
A

IgEstl PEDA
HsLPLipI PPID
HsLPLipII PPV.....
MmLPLipI PPID
DmPLip/CEst N.......
AtPLip/CEst (QSSSSSS.
OsPLip/CEst KASQEKEN

Figure 55: Alignement de l'estérase hypothétique 'tsochrysis galbana(lgEstl) avec ses
homologues chez I'hommélomo sapiengHsLPLipl etll), la sourisMus musculus(MmLPLipl),

la drosophile Drosophila melanogaster(DmPLip/CEs) et les plantes Arabidopsis thaliana
(AtPLip/CEsY) et Oryza sativgOsPLip/CEs].

Organisme / numéro d’accessioH.:sapiend NP 006321KisLPLipl) / NP 009191 KsLPLipll) ; D.
melanogaster NP 652674 M. musculug NP 032892 A. thaliana/ ABO26814 ;0. sativa/ NP
001054204. Les résidus strictement conservés sdifués en noir sur fond vert, les résidus bien
conserves écrits et encadrés en bleu. Les triamgliegs indiquent 'emplacement des trois résidus
Ser/Asp/His supposés constituer la triade catalgtig-e pentapeptide consensus G-X-S-X-G est
souligné par un trait noir discontinu.
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IgEstl partage 28 % de résidus identiques avec ses hgoesdchumaine et murine (Tableau
19).

HsLPLipl HsLPLipll MmLPLipl  DmPLip/CEst AtPLip/CEst OsPLip/CEst
IgEstl 28 % 26 % 28 % 26 % 23 % 26 %
44 % 42 % 43 % 44 % 38 % 42 %
HsLPLipl 66 % 91 % 50 % 28 % 28 %
81 % 96 % 61 % 45 % 43 %
HsLPLipll 63 % 49 % 28 % 28 %
81 % 63 % 46 % 45 %
MmLPLipl 49 % 27 % 28 %
61 % 45 % 44 %
DmPLIip/CEst 31% 28 %
47 % 43 %
AtPLip/CEst 57 %
69 %

Tableau 19 : Pourcentages d’identité et de similide entre I'estérase hypothétique dsochrysis
galbana (IgEstl) et ses homologues humainebli$LPLipl etll ), murine (MmLPLipl) et végétales
(AtPLip/CEst, OsPLip/CEs]}.

Le pourcentage indiqgué en noir sur fond vert cgwad au pourcentage d’identité, c’est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés el séquences. Les chiffres écrits en bleu
indiquent la proportion de résidus similaires, t&slire la proportion de résidus biochimiqguement
proches entre deux séquences.

4.3.2. Recherche de motifs fonctionnels

La séquencégEstla été comparée avec les motifs classés et stombéds,forme de profils,
dans la base de données Blocks. La séquence pmt@tpEstl comporte 2 motifs
caractéristiques des enzymes de la famille des pblotipases et carboxylestérases
IPB003140. Les deux motifs (ou blocs) sont indebk3003140A et IPBO03140B. lls sont
présentés en format WebLogo en Annexe 10. Lesugd$ad mieux conservés du bloc A, H6,
G7 et G9 correspondent aux résidus H75, G76 et ¢hég IgEstl (Figure 55). Le bloc B
inclut le pentapeptide consensus G-X-S-X-G majoetaent présent sous la forme G-F-S-Q-

G, que I'on retrouve de la 1884 la 176™ position sur la Figure 55.
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4.4. Prédiction de I'organisation structurale
4.4.1. Alignement avec la thioestérase humaine

Afin de prédire au mieux son organisation strudeuret les résidus impliqués dans son
mécanisme catalytique, I'estérasdsdthrysis galbana IgEstd été comparée avec la plus
proche estérase pleinement caractérisée c'esea-dimt la fonction et la structure
tridimensionnelle sont connues (Figure 56). Cetttérase est la thioestérase humaine
référencée sous le code PDB 1fj2 (Devedgtwal, 2000). Les séquencesigEstl et de la
thioestérase humaindi$ATES) partagent 29 % de résidus identiques et 45 %edilus
similaires. L'estérase 1 ld'galbanacontient la triade catalytique potentielle Serl&§p220,
His253 parfaitement superposable a celle de I'asééhumaine Serl19, Aspl74 et His208.
Les deux résidus L30 et Q120 ont été identifiéxz dhestérase humaine comme étant des
résidus impliqués dans le trou oxyanionique. llatsmarfaitement conservés chigEstl
Parmi les quatre acides aminés connus pour letesagtions avec le substrat cHégATESt
seuls L63 et L78 sont présents chgEstl Les résidus W145 et F181 sont respectivement
remplacés par les résidus Y194 et W227 dig&stl Ces 3 acides aminés sont des acides

aminés aromatiques.
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Cet alignement nous montre que I'organisation tinate nécessaire a la mise en place de
I'activité catalytiqgue est conservée chez I'estérhsll. galbana

B1 B2
HsATEst — e e e e e e e e e e e e e e e e
B 10 29
HSATESE . .. . .. .o MCGNNMPAIP ARK ...............................
IgEstl MARGLAACTRLAAAAAAVSAVASSBIO[SRMSAVSMSTAAGAAPPRITOQDRARNNLITIAPGEGMPHTATV
ol B3 B4 n1 B5
HSATESt ==——p 00000000Q TT > 000 > TT Q00000
30 40 50 60 70 80 °0
HsSATEst IFLHGLGDTGHEFAG. .SHICH@PVRPVTL MNVAMPSWFDI I‘GSPDDEKQ
IgEstl |I/GPIHGLED SNMEWADVAMOLOSVMPY CRFILENAPRVRPVTLNGGMSMPSWYDIT/SLDKRESQP CTEIEE
[ ]
o2 n2  pé o3 B7 n3
HsSATEst QQQQ00000Q000000Q QQ - 0000000000 — Q00
100 110 120 130 140 150 160
HsATEst AANIKADK‘NGﬁ‘S‘NRIIL|GFSQGGALSLYT|ATQKTACWPLPQGIGGN
IgEstl SRQAMLDLISAEMASEGIPPSRIAIAGESQOGCGGAVALF TGLOY|SH TLAGVIL CLSICYLAAEERETLAR. . .[EA
Ao
B8 o4 n4d B9 ad
HsATEst el ' T Q0000000000000  QQ Q=mmmmmm==dp-T T

170 180 190 200 210 220 230

HsATEst RD|I|S[I|LQC DCPLPLMFGSLTVEKLKTLVNPANVTFKTYEGMMHSSCMMKQFIDKLPID
IgEstl VN[TPVJAHF SDP|Q TMQ|L K WAR|GIS|QRHELREL . GIRT YE|LKEX S|P|LIGHS 2/SIQQE|T ADV|LAW|LQARLRBEDA
A A

Figure 56 : Alignement de l'estérase hypothétique dsochrysis galbana(lgEstl) avec la
thioestérase humaine HSATESsY) (Swiss-Prot 075608 ; code PDB 1fj2).

Les résidus strictement conservés sont indiquésgrsur fond vert, les résidus bien conservégcri
et encadrés en bleu. La triade catalytique SerHispést indiquée par des triangles noirs. Le
pentapeptide consensus G-X-S-X-G est souligné en hes triangles verts et les ronds noirs
correspondent aux résidus impliqués dans la firadio substrat et de ses intermédiaires. La streictur
secondaire de I'estérase humaine figure au desslalignement.

4.4.2. Modele tridimensionnel

Un modele tridimensionnel a été construit par camipan avec la thioestérase humaine.
Dans l'alignement de la séquence emgtestl et la thioestérase humaine, nous avons observé
gu'’il n’existe que peu de gaps, en dehors de lmnélg-terminale. Cela a permis d’obtenir un
modele tridimensionnel pour la protéingEstl a partir des données structurales de la
thioestérase humaine (Figure 57). Ce modele dentgyrethétique d’autant plus que 25 %
d’identité est admis comme étant la limite inféreede construction d’'un modéle. Cependant
'analyse des séquences montre que la modélisasbrfiable sur toute la longueur de la
séquence dyEstl sauf pour les 70 premiers acides aminés. La p@tgEstl possederait,
comme la thioestérase humaine, une structure globuhvec repliement/p caractéristique

de la superfamille deg/p hydrolases, constitué de feuillgtentourés de part et d’autres par

des hélices.
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Figure 57 : Modele structural de I'estérase hypothique d’Isochrysis galbanglgEstl).

Le modele 3-D dyEstla été établi grace au programme Geno3D, par c@isparavec les données
structurales de la thioestérase humaine (code A2R La molécule a été éditée avec le programme
Protein Explorer.

4.5.Séquences homologueslgEstl chez les microalgues

La séquence tjEstl a été utilisée pour rechercher des séquences bgoed dans les
banques de données publiques de microalgues. @etfyse a permis d'identifier 7

séquences homologues de microalgues (Figure 58).

Deux séquences homologues ont été identifiees hemicroalgue verteOstreococcus
lucimarinus Les deux génes identifiés ne comportent pasrdiist Le premier transcrit
compte 960 nucléotides et une séquence codante)(D&1 pb codant une protéine de 226
acides aminés et de 24,08 kDa (n° d'identificatitenla protéine, id. : 32853). Le second
transcrit, de 855 pb, code une protéine de 284eacininés et de 31,02 kDa (id. : 93362).
Chez I'espéce voisin®streococcus tauri’homologue digEstl est une protéine référencée
26019 constituée de 227 acides aminés. Il s'agibrend’une petite protéine dont le poids
moléculaire théorique est de 24,35 kDa. Elle edée@ar un géne sans intron dont la taille en
pb du transcrit et celle de la CDS atteignent retspgement 919 et 684. Ces trois protéines
appartenant au genf@streococcuont été annotées comme étant des enzymes simikire
des phospholipases et des carboxylestérases. &dlest dans notre étude nommeées
OIPLip/CEst] OIPLip/CEst2et OtPLip/CEst
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Dans le génome de l'algue rouge unicellul@igmnidioschyzon merolaen gene homologue

sans intron, de séquence protéique référencée CBML1a@ été identifié. Annotée par
homologie de séquence, la protéine serait similairane lysophospholipase de type Il
(CmLPLipll). La traduction de la séquence codante nucléatiigle cet homologue

correspond a une protéine de 281 acides amingsids moléculaire potentiellement égal a
31,34 kDa.

Les dernieres séquences homologues identifiées issnes du génome des diatomées
Phaeodactylum tricornutun{PtPLip/CEs} et Thalassiosira pseudonanélpPLip/CEstl,
TpPLip/CEst2. ChezP. tricornutum,le géne homologue identifié comporte un intron de 8
pb et deux exons de 291 et 766 pb. La séquencateoda 957 pb se traduit en une protéine
de 318 résidus de poids moléculaire égal a 34,96 kB protéine correspondante est indexée

sous le numéro 21816.

Chez la microalgud@. pseudonanda séquence protéique 6090 est similaire a celiigEst1.

Le géne comporte deux introns de 74 et 124 pboet &xons de 343, 35 et 383 pb dont la
somme égale a 761 pb indique la taille de la COSgéne code une protéine de 253 résidus
et de poids moléculaire théorique égal a 27,77 kRaeconde protéine similairdgEstl est
indexée 1809. Elle est incompléte du c6té N-terimibbe est codée par un gene avec deux
introns de 137 et 84 pb.
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1 10 20 30 40 50 60
IgEstl . ... .... MARGLAACTRLAAAAAAVSAVASSPLQSRVSAVSMSTAAGAAPPRITQDRARNNLITIAPGE
OLPLAP/CESE . . i i i i e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e MSGTTHP ... ... .... APIVVEPRN
OLIPLip/CESEL . . . . . it it e et e e e e e e e e e e e e e e MASYP . ... ov .. APIVVEPRG
OlPLip/CEstZ ...... MGFDARASTRDDATSDARDVERVVRRVNRRISSAVGAFGSDATGPRDVEGEGGRRGATREATRD
PtPLip/CEst ................. MPFSTAFAFRREFSYSRRRASFIVVSAAALLPTFRAMSFQTFRKDGTITVTPKN
TPPLip/CEstl . .. . . . i i i it ettt e e e MLLRIKPLFLSAVVPLFITSPR...SFIHPTAAMSTANQC
TPPLAP/CESE2 . . . . o it e e e e e e e e e e e e e e e
CmLPLipII MVAFLLQEAGVRCTERRIGLVALCRARLLASKERRTLSFGCRLRFLTSTMPR...GDAHGGAGKTFEPLR
79 89 99 109 119

IgEstl GMPHTA[TVIIGP IHGLGDSNMG| . WADVIAMQLIQS|V . .. .MPYCKF|IILPNAPVRP[VTLN

OtPLip/CEst GAADISAFIIM. . LHGLGDT|GHG . WA[GAATQII|PISRG . . . AARVRWIFPTAR|TVP[VTLN

OlPLip/CEstl GDANAAMIIL. . LHGLGDT|GRG. WA[GAAGQII|PITIPA . . . GAHVRWVEP|ITAKTMPVTLN

OlPLip/CEst2 AGAARI|LVW..FHGYEGDVD GEAWREFCEVVARARG. . SASGRT|ATAT|P|DAMRMD A G

PtPLip/CEst EAEQSALVIV.ISHGLGDSAEG . FADVAETILAMQ. .. .MPHVKF|VLP[TAP|ITIQPVTMN

TpPLip/CEstl DNSK[SA|IIIF . .LHGLEDSPAG . WS|S|LERN|LP|ISLRPKLGDGVHY|VFPPAPITIISLTIN

TpPLip/CEstZ .. .SATIIVII. .CHEGLGDT|AQG . WEDVIARNF|A|ISK. .. .LPYAKF|IILPITAPITRKITMN

CmLPLipII GKHTATLVW. . LHGL.GEGDTADG . WS|SAl. . .[VPELR...LSSTRVILPTADTIVPVTILN

130 140 150 160 170 180
IgEstl SILPIKRE|SQP ... .CT|GIIEESRQAM|LDILISAEV.ASGIPP|SRIAIAGFSQGGCAVALEFTGLQ. .. . YS|HTLA
OtPLip/CEst ALDIEAS|[IVD. .. .DREKMIEESAAYVDALVREQIAKGIPSEKIVVGGESQGGVIIALTAALR. . . . SE[VKLA
OlPLip/CEstl A|LDIERS|IIVD. .. .DR|GEIDASVEYILNALVREQMDK|IGIPSEKIMIGGEGESQGGAIALTAALR. .. . SEVKLA
OlPLip/CEstZ RLRVRRKDEREWTCD|GIIEDAVVRA|VTIVDDAVRKY|EGI|QRKDV|VILGGFSQGACLALACAKS . .. . E|LSDV|G
PtPLip/CEst GLDERANEN. .. .CKGIEI|SRTR|I|ITSILEEEHANTGEGLP YRRMVILAGFSQGGCALSLYTGLQLK. . AEQK|LA
TpPLip/CEstl P|I|GIINAKDD. .. . QEGKLARAANV|IEETVIKRLEEEEGI|ISPISRII|VGGEGEFSQGGAVALLTAYHRRTQGKVPFA
TpPLip/CEstZ GILDIKRSINEN. .. .CPGIDESQTRIILDILKSEN.DAGIHYNRMV|ILAGFSOGAALSLYTGMQLPA . EAGP|LA
CmLPLipII S|ILISENARED . .. .REGILRSVSRILKIVEEECTNEGVRPERIF|ILGEGESQGGAIALQAYLR. .. . SERD|LG
A
19(? 209 21(? 229 23(? 24(? 259
IgEstl GV|ILICLS|GY|JLAAEEREF . . ILAPEAVNTPVAHFHGSDD|IQTVIQIKWAR|G|SIQAHLRE . .|L[GIRTYELKE|Y SP|LIG
OtPLip/CEst GICIVIALS|ITYILALREDYPGKFGPHAKDTKILQGHGT HDMVILIQYQY GK|K|SAE[YLQ . . .|SILGLSVDFKT|Y AGMQ
OlPLip/CEstl |GC[VIAMS|TYLP LRADYPDRFGAHAKSLKIFQAHGT SDMVILIQYS Y GKMSAFLMC. . .AAGVDVDFKTI[YNGMA
OlPLip/CEstZ GV|ILIAVR|GYILP NR[SREFSELKPD|T|. . . . . LILAGGADPLVIPVEWSLIERAGRL. . .. . TGGM.VTLREN. .MG
PtPLip/CEst AVITIIVMS|GYLP AAKTF . .AVTTGLESVPVLHCHGTQDBPVVIQF SMARAK|SKIQRVLE . .[KGGQQYELIKS[YP .|I|P
TpPLip/CEstl GICIVICILS|IGWLT LIKIDDL . SVIDEVAKSTPLFWGHGQ YDDKV|ILFE QQK|H|G[VDMLK . . .|SHGVDVTDRS|YP . MG
TpPLip/CEst2 |GI[VIAMS|GYLPHA|SGF . .NITPGLESTPIFHAHGAVDPLVQITAAKD|SQEMVKE . .[KGATSYKLE I[YEGLA
CmLPLipII GFAGLSITWELALRNEVFAAVPKSRRKGRIALWHGD ODE|LVINY HWGV|HSAELLRONLAPGFEVSFRTIVQGLIG
A
270

IgEstl HSASOOETADVILAWLO . o ARLP ED A & & i i i i ittt et et e it et e et et i ittt e e et e e e e ean
OtPLip/CEst TVTL B ¢ o i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
OlPLip/CEstl e BRILAG .+ i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
OlPLip/CEstZ HELICVED[VYRARRWFHERAVANGNCIANHTRLEA .« & o o i o i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
PtPLip/CEst HTV|SPAEINDVLKFLOQKQLPPDDTCKVKLKDPSEMSVKELRAAVRQAGLQSKAVGFMEKSEFVQLLETHR
TpPLip/CEst1l KL o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TpPLip/CEst2 CLEVLP L e e e e e
CmLPLipII HAVIDREEFAELRKTLOEWTRVE Q. & o o i i i i i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Figure 58 : Alignement de l'estérase hypothétique 'tsochrysis galbana(lgEstl) avec des

homologues de phospholipase et de carboxylestérashez les microalguesOstreococcus
lucimarinus (OIPLip/CEst], OIPLip/CEst?d, Ostreococcus tauri(OtPLip/CEs), Phaeodactylum
tricornutum (PtPLip/CEs), Thalassiosira pseudonana(TpPLip/CEstl, TpPLip/CEst) et
Cyanidioschyzon merolaéCmLPLipll).

Organisme / numéro d’identifiantO. lucimarinus/ 32853 QIPLip/CEst) / 93362 QIPLip/CEst? ;

O. tauri / 26019 ; P. tricornutum / 21816 ; T. pseudonana 6090 {TpPLip/CEst) / 18091
(TpPLIip/CEst2 ; C. merolael CMF176C. Les résidus strictement conservesisaigués en noir sur
fond vert, les résidus bien conservés écrits etdnds en bleu. Les triangles noirs indiquent
'emplacement des trois résidus Ser/Asp/His suppasistituer la triade catalytique. La région
conservée G-X-S-X-G autour de la sérine nucléopstesoulignée par un trait noir discontinu.
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Le meilleur alignement a été obtenu avec les sémsehomologues identifiées chez les
diatoméeslgEstlest identique aux séquend&®Lip/CEstet TpPLip/CEst2avec 32 et 35 %
d’identité (Tableau 20). La séquerig&stlprésente également 26 et 27 % d’identité avec les
séquences identifiées chez les microalgues verte¢auri et O. lucimarinus Enfin, 25 % de

résidus identiques ont été comptabilisés avecu&alpugeC. merolae

OtPLip OIPLip OIPLip PtPLip TpPLip TpPLip CmLPLipll
/CEst /CEstl /CEst2 /CEst /CEstl /CEst2

IgEstl 27 % 26 % 18 % 32% 21% 35% 25 %
43 % 42 % 31% 45 % 37 % 49 % 38 %
OtPLip/CEst 72 % 16 % 21 % 28 % 29 % 30 %
82 % 27 % 36 % 46 % 45 % 44 %
OIPLip/CEstl 17 % 22 % 29 % 31% 30 %
28 % 38 % 48 % 50 % 44 %
OIPLip/CEst2 15 % 15% 16 % 20 %
28 % 26 % 27 % 34 %
PtPLip/CEst 18 % 35 % 22%
33% 47 % 34 %
TpPLip/CEstl 24 % 25 %
39 % 42 %
TpPLip/CEst2 21 %
34 %

Tableau 20 : Pourcentages d’identité et de similitude entre I'dérase hypothétique disochrysis
galbana (IgEstl) et ses homologues microalgales ch@streococcus lucimarinugOIPLip/CEst1,
OIPLip/CEst2, Ostreococcus tauri(OtPLip/CEs), Phaeodactylum tricornutum (PtPLip/CESs),
Thalassiosira pseudonana (TpPLip/CEst], TpPLip/CEstd et Cyanidioschyzon merolae
(CmLPLipll).

Le pourcentage indiqgué en noir sur fond vert cgwad au pourcentage d'identité, c’est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés eetig séquences. Les chiffres écrits en bleu
indiquent la proportion de résidus similaires, t&slire la proportion de résidus biochimiqguement
proches entre deux séquences.

L’alignement multiple entre la séquenigEstl et ses deux plus proches homologues, les
séquences des diatomdestricornutumet T. pseudonanaest représenté en Figure 59. Cette
comparaison permet de mieux visualiser les zonestiglies et similaires. Excepté dans la
région N-terminale|gEstl s’apparie de fagcon homogene avec ses deux honmedodgdn

distingue 5 blocs constitués d’au moins 4 résidestiques conseécutifs. Parmi ces blocs, on
retrouve les 2 blocs signature de la famille IPBROB qui regroupe phospholipases et

carboxylestérases (82.3.2).
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Figure 59 : Alignement de I'estérase hypothétique dsochrysis galbanglgEstl) avec deux de ses
homologues chez les diatoméeRBhaeodactylum tricornutum (PtPLip/CEs) et Thalassiosira
pseudonang TpPLip/CEst).

Les résidus strictement conservés sont indiquésgrsur fond vert, les résidus bien conservégscri
et encadrés en bleu. Les triangles noirs indigéemiplacement des trois résidus Ser/Asp/His
supposés constituer la triade catalytique. Le paptide consensus G-X-S-X-G est souligné par un
trait noir discontinu.

Une séquence avec un fort taux d’identité (50 Ygeesimilitude (63 %) a été identifiée dans
GenBank (Figure 60). Cette séquence provient di@dltms de microorganismes prélevés
dans le milieu marin (Rusddt al, 2007). Ces échantillons environnementaux ontézeltés

au cours de I'expédition « Sorcerer Il Global Oc&ampling », dans le cadre d’'un projet
d’exploration des génomes de microorganismes maigiies de surface en milieu océanique

(Yoosephet al, 2007).
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Figure 60 : Alignement de l'estérase hypothétique dsochrysis galbana(lgEstl) avec un
homologue de microorganisme planctonique marin.

L’homologue, de numéro d’accession ECS53966, esbrdéné Mmg pour « marine metagenomic ».
Les résidus strictement conservés sont indiquésgrsur fond vert, les résidus bien conservégsecri
et encadrés en bleu. Les triangles noirs indigéemiplacement des trois résidus Ser/Asp/His
supposés constituer la triade catalytique. Le paptide consensus G-X-S-X-G est souligné par un
trait noir discontinu.

4.6. Classification et analyse phylogénétique

Pour compléter les analyses comparatives fonctltamet structurales et pour positionner les
séquences nouvellement identifiées chiez galbang Phaeodactylum tricornutumet
Thalassiosira pseudonanaune analyse phylogénétique des lysophospholip&sesies
enzymes homologues classées dans la famille desplpblipases et carboxylestérases a été
entreprise. Les trois séquences microalgales oét acemparées avec 61 séquences
homologues provenant de bactéries, de champigndes,plantes, de nématodes, de
plathelminthes, d’insectes et de vertébrés. Cases@gs sont disponibles dans les banques de
données nucléotidiques et protéiques. Les séqu@isiae-longueur ont été alignées avec le
programme MUSCLE. Le logiciel Gblocks, version W9k été utilisé pour extraire de
I'alignement les régions conservées (Annexe 11jteCypération, préalable a la construction
de larbre, permet d’éliminer les erreurs d’aligresrh qui pourraient fausser I'analyse

phylogénétique.

L’analyse phylogénétique a été réalisée avec ldodét du Neighbor Joining et 500 valeurs

de bootstraps sur les régions extraites par Gblac&ebre a été enraciné avec un groupe de 5
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protéines Yolk de différentes espéces de drosaphil@mnalyse phylogénétique a mené a
I'identification de 90 sites informatifs pour lariruction des arbres.

L’arbre consensus obtenu (Figure 61) montre unelogpe caractérisée par la présence de
plusieurs groupes séparés par des noeuds robustesprémier groupe inclut les
carboxylestérases identifiées chez les plantes. d#tond groupe rassemble les
carboxylestérases et les phospholipases de bacféseudomonas aerugingfaseudomonas
fluorescenset Pseudomonas putidlaLes lysophospholipases de type | et 1l des begt sont
respectivement réparties en 2 sous-groupes distihet séquence isolée chezgalbana
constitue, avec les séquences identifiées eeeodactylum tricornutunPtPLip/CEs} et
Thalassiosira pseudonan@lpPLip/CEst?, un nouveau groupe. Cela s’explique par les
proportions relativement importantes de résidusntidaes et similaires observés
précédemment entre la séquence de I'haptophytelles aes diatomées (84.5.). Ce nouveau
groupe apparait voisin de celui des champignonsnagmetes filamenteuxAgpergillus
fumigatus Aspergillus niger Aspergillus oryzaeet Emericella nidulans Au sein de ce
nouveau groupe, les séquences des 2 diatoméesntoumeous-groupe soutenu par une forte

valeur de bootstrap (100 %).

Pour valider cette analyse, la méme étude a étisééaavec une autre méthode de
phylogénie : le Maximum de Parcimonie (Figure @2arbre généré montre une topologie
comparable avec le premier. L’arbre consensus ahtenfirme la distribution des enzymes
dans leurs classes respectives. Il confirme égaletessignation des séquenckgEst],

PtPLip/CEst et TpPLip/CEstadans un nouveau groupe.
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Phylogénie de l'estérase hypothétique’ldochrysis galbana(lgEstl) et de ses
homologues, obtenue avec la méthode du Neighbor divig sur les régions extraites par Gblocks.
L'analyse phylogénétique a été réalisée sur deshresies familles phospholipase, carboxylestérase
et lysophospholipase, isolés ou identifiés chef2dihts organismes. Les groupes d’organismes et les
différentes familles d’enzymes sont indiqués par aecolades. L’arbre consensus a été obtenu avec la
méthode du Neighbor Joining et 500 valeurs de h@pts sur les régions conservées. Seules les
valeurs de bootstraps supérieures a 50 % sontuédsy L'échelle donne une mesure relative des
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Figure 62 : Phylogénie de l'estérase hypothétique’ldochrysis galbana(lgEstl) et de ses
homologues, obtenue avec la méthode du Maximum deueimonie sur les régions extraites par
Gblocks.

Les séquences utilisées sont les mémes que cells igure 61. Les groupes d’organismes et les
différentes familles d’enzymes sont indiqués pas decolades. L'arbre consensus enraciné a été
obtenu avec la méthode du Maximum de Parcimonig06tvaleurs de bootstraps sur les régions
conservées. Seules les valeurs de bootstraps supEsia 50 % sont indiquées.
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5. Caractérisation préliminaire et analyses comparives du géne
IgEst2 codant une estérase hypothétique chezsochrysis
galbana

5.1. Analyse et traduction de la séquence nucléditjue IgEst2

La taille de la derniére séquence identifiggst2 est de 1058 pb, sans tenir compte de la
gueue polyadénylée (Figure 63). La région non ctadsituée en amont du codon d’initiation
ATG (positions 67-69) compte 66 nucléotides. Laaégituée en aval du codon stop TAG
(positions 769-771) est plus longue de 221 nualésti Les régions non traduites encadrent
une séquence codante de 702 pb. Celle-ci code notéine de 234 acides aminés. Un seul
résidu cystéine figure dans la séquence protéifueun site potentiel de glycosylation de
type NXS/T n’a été détecte.

1 GATAGCTTCCGAGCCAATCCTCCCCTCGGCCGCCGCCGAGGGCCAGTC
1 RYAVRAATTSFGAAPAL |

49 GCAGGGCTTGTCACCIU.AGGTACGCCGTGCGGGCCGCCACTACGTCTTTCGGCGCAGCGCEIGCGCTG
20LLLHGTGDNEQGLLGA IGQLAPPDA

124 CTGCTGCTGCATGGCACTGGGGACAACGAGCAAGGCCTTCTGBBAGGGCAGCTTGCGCCGCCTGACGCC
45VVVSLRGPLQAPFGGEF RWFEGYSSA

199 GTTGTCGTCTCGTTGCGCGGCCCTCTGCAAGCACCATTTGGABGGTTGGTTCGAGGGGTATTCTTCGGCC
TMOPEQIALDKTVGSSSDA VLAFIEEAP

274 CCAGAGCAGATTGCGCTCGACAAGACCGTCGG T AGGAAGCGCCT
BSAKFGIDPKRVFLLGFS QGATLVWTT

349 GCCAAGTTTGGGATCGATCCGAAGCGAGTCTTCCTGCTGGEGAEUAGGGCGCCACACTCGTTTGGACGACC
I200LLSRWSRPGLIAGGLT LSGRLFPEL

424 CTCTTGTCCAGATGGTCGCGCCCCGGGCTCATCGCCGGCCEHBUTRNFCTGGCCGGCTGTTTESY
I4M5MQAGTPLYARLADPTOQ LRDC _AVFAS

499 GCGCGTCTCGCCGACCCGACGCAGCTGAGGGATTGTGCCGTCTTTGCCTCA
10OHGAQDSVTPVAIGRSN ERLFRDWAP

574 CACGGCGCCCAAGACTCGGTTACCCCGGTAGCTATCGGGCAEIMBAGGCTGTTTCGAGACTGGGC
1I5GADLIYKEDPVAGHE! SKAVAASMS

649 CCCTGTTGCAGGCCATGAGATATCGAAGGCCGTGGCTGCTTCAATGTCC
20 WFRRYVSGASKGDQ

724 CAATGGTTCCGTCGGTATGTCTCCS CAQ AGCGGCGAGCAGCACCCGTC

799 CATAGAGCAGGCTGTGGAAGCCAACCTTTGTCGATGACGCGCCABBIGINEGCGTGCGGTCCACGCGC
874 CCCTCAAACATTCGAACGCTCGTCTCCTCTGCTGTGGCCCAGCAARGBBBECCTGTGATGTGTCCCAC
949 ACGCTCCATGCCTCTCCTGCTACCCTAGCAGCACGATGCTAGATGCATSETGGGCCTGGAGCGATTGT
1024 GCACGTGAGCATGAGTGCATACACCAQGEATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figure 63 : Séquence nucléotidique de I’ADNIgEst2 et traduction de la région codante

Les amorces dessinées a partir de I'étiquette deesee transcrite n°ISLO0001076 et utilisées en
RACE et Nested PCR sont écrites et soulignéeswarejaur fond gris. Les codons d'initiation et de
terminaison de traduction sont indiqués en jaumef@mud rouge. Le résidu cystéine est souligné en
noir. Les régions non traduites 5’ et 3’ sont @wién gras.

162



PARTIE IlI Résultats : analyses comparatives de la séqueyitsi2

5.2. Prédiction des caractéristiques physicochimigs
5.2.1. Signal peptide

Le modele de prédiction a été établi, a partir clenges eucaryotes. Le serveur prédit, dans la
région N-terminale dgEst2 I'existence d’'un peptide signal de 27 acides @&siavec une
probabilité de 0,962 (Figure 64). Le site de coeprgconnu par la peptidase signal | est
prédit a 0,803 entre les résidus G26 et D27. Oroueé une région de résidus chargés
positivement, suivie par des résidus hydrophobés par des résidus neutres et polaires. La
protéinelgEst2 posséderait, commgEst], un signal d’adressage dans sa région N-terminale

nécessaire a son éventuelle incorporation dansmpartiment cellulaire ou a son excrétion.

T
Clivage prokb. ———

1.8 -
Région-h prokb., ————
B.8 -
B.6 -
o
i
o
Soa.4 | .
B.2 -
8.8 : -
MEYAYREAATTSFGAAPALILLLHGTGDNEQGLLGAIGALAPPDAYYYSLREGPLOQAPFGGFRHFEGY 55A
I I I I I !

5] 18 =35 o3| 4 =15 [=15] ]

Fosition

Figure 64 : Prédiction de la présence d’un signal peptidique d@s la région N-terminale d1gEst2,
avec le serveur SignalP.

L'axe des abcisses indique la position des aciddsés. L'axe des ordonnées indique I'indice de
probabilité. Les sites de clivage sont en rouges ké€sidus chargés sont en vert, les résidus
hydrophobes en bleu foncé et les résidus hydrapbitebleu clair.
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5.2.2. Masse moléculaire et pH du point isoélectnicp

Le cadre ouvert de lecturelgEst2code une protéine de 234 acides aminés. En tenarte
du signal prédit par le serveur SignalP, la praémature serait de 208 résidus apres clivage

du peptide signal. Cela correspond a une petitetéim® de poids moléculaire
approximativement égal a 22,24 kDa et de pl théeriggal a 5,80.

5.2.3. Profil d’hydrophobicité

En dehors de la région du peptide signal, aucume Znydrophobe n’atteint un indice
supérieur a 1 sur I'échelle de Kyte et Doolittleg(ffe 65). La protéinégEst2 ne présente

donc pas de régions transmembranaires.

échelle de Kyte et Doalittle (hydrophokicité)
4.0

30

20

1.0

o LV M A N
I A LN A/

W

2.0

-3.0

-4.0

10 224

position des acides aminés

(taille de la fenétre = 21 résidus)

Figure 65 : Profils hydrophobe et hydrophile de la protéinelgEst2.
Axe des ordonnées (bleu) : échelle de Kyte et MtmliAxe des ordonnées (vert) : échelle de Hopp et
Woods. Axe des abscisses : position des acidesaniia taille de la fenétre est de 21 acides aminés
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5.3. Prédiction de la fonction enzymatique
5.3.1. Recherche de séquences homologues

Comme pour les deux séquences précedentes, laofoniet la protéinégEst2a été, dans un
premier temps, estimée par la recherche de ségubnogologues chez les autres organismes.
Pour cela, des alignements locaux (blastx, blasety) été effectués avelgEst2 et les
séquences répertoriées dans les banques de dgnrdiegies. Les meilleurs scores de ces
alignements ont été obtenus avec des séquencegirtobactérienne, identifiees elles aussi

par homologie de séquences et annotées phospledtipasoxylestéras®Lip/CES).

Pour mettre en évidence les régions conservéesalignement multiple de séquences
protéiques a été réalisé avec le programme MUSGQIldempare la séquendgEst2avec six
séquences homologues de type phospholipase / gdgbterase identifiees chez diverses
bactéries (Figure 66). Les protéines alignées #ippaent a trois bactéries de la classe des
Chloroflexi, Roseiflexus sp(RspPLip/CEgt Chloroflexus aurantiacugCaPLip/CEs} et
Herpetosiphon aurantiacus (HaPLip/CEs), une cyanobactérie Synechococcus sp
(SspPLip/CE9t une bactérie de la classe des Flavobactel@obacterium johnsoniae
(FjPLip/CEs) et une bactérie de la classe des Chlor@didgrobium limicola(CIPLip/CES).

En dehors des régions N- et C-terminales qui ri@gsknt pas, on distingue plusieurs régions
moyennement conservées. On retrouve une régiogdgidus qui pourrait correspondre a la
région du coude nucléophile des lipases et desass® Le pentapeptide consensus G-X-S-
X-G, propre aux enzymes lipolytiques, y est tresseove. Il apparait ici sous la séquence G-
F-S"%Q-G, séquence identique pour les sept protéirigaéals. Les trois résidus Ser110,
Aspl74 et His208 sont strictement conservés eespandent trés probablement a la triade

catalytique caractéristique des lipases, des ssi®kt des enzymes lipolytiques en général.
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1 10 20 30
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Figure 66 : Alignement de I'estérase hypothétique’tsochrysis galbanglgEst2) avec six de ses
homologues chez les bactérieBlavobacterium johnsoniaeg(FjPLip/CEst), Chlorobium limicola
(CIPLip/CEs), Chloroflexus aurantiacus (CaPLip/CEs), Roseiflexus sp. (RspPLip/CEs},
Herpetosiphon aurantiacus (HaPLip/CEsf) et une cyanobactérie Synechococcus sp
(SspPLip/CEsL

Organisme/ numéro d’'accession Roseiflexus sp. YP 001277249 Chloroflexus aurantiacus ZP
00765825 ; Herpetosiphon aurantiacus ZP 01427120 ;Synechococcus sp/ YP 479022 ;
Flavobacterium johnsoniaé YP 001195579 Chlorobium limicola/ ZP 00511958. Les résidus
strictement conservés sont écrits en jaune sur fomadgé. Les résidus similaires sont écrits et
encadrés en orange. Les résidus Ser/Asp/His supposgétituer la triade catalytique sont indiqués pa
des triangles noirs. Le pentapeptide consensusSIsXXG est souligné par un trait noir discontinu.

166



PARTIE 1lI Résultats : analyses comparatives de la séqueyies2

Le pourcentage d’identité IgEst2 avec ses homologues oscille majoritairement audeur
27 % et n'excéde pas 30 % (Tableau 21). Le tauesielus similaires est plus élevé et varie
de 38 % pouFjPLip/CEsta 47 % pouHaPLip/CEstet SspPLip/CEst

FjPLip/CEst CIPLip/CEst CaPLip/CEst RspPLip/CEdHaPLip/CEst SspPLip/CEst

IgEst2 22 % 27 % 27 % 27 % 29 % 27 %
38 % 43 % 44 % 44 % 47 % 47 %
FjPLip/CEst 26 % 23 % 26 % 30 % 29 %
45 % 42 % 46 % 44 % 48 %
CIPLip/CEst 31 % 39 % 34 % 34 %
51 % 56 % 56 % 51 %
CaPLip/CEst 29 % 35 % 40 %
48 % 52 % 54 %

RSpPLIpICES
55 % 57 %

HaPLip/CEst
59 %

Tableau 21 : Pourcentages de résidus identiques eimilaires entre I'estérase hypothétique
d’Isochrysis galbana(lgEst2) et ses homologues procaryotiqgue§jPLip/CEst, CIPLip/CEst,
CaPLip/CEst RspPLip/CEstHaPLip/CEst et SspPLip/CEst

Le pourcentage indiqué en jaune sur fond orang@spond au pourcentage d’'identité, c’est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés detre séquences. Les chiffres écrits en orange
indiquent la proportion de résidus similaires, taslire la proportion de résidus biochimiquement
proches.

La Figure 67 illustre un des meilleurs alignementi$enus avec la bactériéerpetosiphon
aurantiacus: 29 % de résidus identiques, 50 % de résidusaired et 11 % de gap.
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Figure 67 : Alignement de I'estérase hypothétique’tsochrysis galbanalgEst2) avec son plus
proche homologue identifié chez la bactérielerpetosiphon aurantiacugHaPLip/CEsY).

Les résidus strictement conservés sont écrits @mejaur fond orangé. Les résidus similaires sont
écrits et encadrés en orange. Les résidus Ser/Asplipposés constituer la triade catalytique sont
indiqués par des triangles noirs. Le pentapeptimesensus G-X-S-X-G est souligné par un trait noir
discontinu.
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5.3.2. Recherche de motifs fonctionnels

La séquencégEst2a été comparée avec les motifs classés et stoabs,forme de profils,
dans la base de données Blocks. A l'instagkEbtl, la séquencégEst2 comporte 2 motifs
caractéristiques de la famille d’enzymes, référenEgR003140 dans la base de données
InterPro et qui regroupe des phospholipases etcddmoxylestérases. Les deux motifs (ou
blocs) sont indexés IPBO03140A et IPB003140B (Amned0). Le bloc B inclut le
pentapeptide consensus G-X-S-X-G majoritairemegggnt sous la forme G-F-S-Q-G.

5.4. Prédiction de I'organisation structurale
5.4.1. Alignement avec la carboxylestérase ékseudomonas fluorescens

La séquence protéiqugEst2a été comparée a sa plus proche homologue, d#wsalet de
fonction connues, la carboxylestérase de la praigénePseudomonas fluoresce(l®CEs).
Cette carboxylestérase a été étudiée d’'un poimtiddonctionnel et structural dans les années
90. Une étude, publiée en 1991, rapporte le clorsigéexpression du géne de cette
carboxylestérase chez la bactétwscherichia coli(Honget al, 1991). Le gene comporte un
cadre ouvert de lecture de 654 pb. Il code uneépretde 218 acides aminés et de poids
moléculaire théoriguement égal a 23,856 kDa. Laaéce protéigque contient le pentapeptide
G-F-S'.Q-G qui concorde avec la séquence consensus €astique des sites actifs a
sérine, de type G-X-S-X-G, observés chez un gramdbme d’estérases et de lipases a sérine.
Dans cette étude, le géne, codant I'estérase séppasété cloné dans le plasmide pUEL.
L’enzyme synthétisée p&. coli a été purifiée par chromatographie d’affinité salonne et
caractérisée par mesure de son activité hydrolgtigur différents substrats (esters). Les
résultats de mesure d’activité montrent que I'ereyratalyse I'hydrolyse du phénylacétate et
des esters de méthyle et de p-nitrophényl a couhames d’acides gras (C2-C6). L'estérase
purifiée présente un maximum d’activité a 45 °G e pH optimal compris entre 6,0 et 9,0.

Homodimere, elle est constituée de deux sous uigédgiques.

La carboxylestérase d@. fluorescensa également fait I'objet d’une analyse structunzde
cristallographie aux rayons X (Kimt al, 1997). La structure de I'enzyme a été résolue sou
sa forme native et sous la forme d’'un complexe aveimhibiteur. Les sous-unités composant
le dimére sont globulaires. Elles sont chacune tda@ss de feuillet§ formant une région

centrale flanquée de 6 hélicas L’étude de la structure a révélé la présence e’'iiade
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catalytique Serll4, Aspl68 et His199. Deux résidlesi23 et GInll5, sont, d’apres cette
étude, impliqués dans la formation du trou oxyaigoe. A la différence des lipases, le trou
oxyanionique des estérases est préformé et collément présent, comme pour la cutinase
(Martinez et al, 1994). Le trou oxyanionique des lipases est dldems la forme inactive et

la conformation fermée. Il n’apparait qu’au momede ['activation interfaciale qui
accompagne l'ouverture du volet amphipHilerewenda et al., 1992). Les chaines latérales
de quatre résidus hydrophobes Ile58, lle 70, Met73al 170, constituent le site hydrophobe

acceptant les chaines d’acide gras.

L’alignement, réalisé avec MUSCLE, a permis d'idiémt avec plus de précision les
principaux résidus tjEst2 susceptibles d'étre impliqués dans le mécanisnialytigue
(Figure 68). La triade catalytique apparait strieta@t conservée et correspond, Chgzst2
aux résidus Serl10, Aspl74 et His208. Les residnd1B et Vall70 impliqués dans la
stabilisation du substrat, ch€z fluorescenssont également conservés chegalbanaen
postions 111 et 176.
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PfCEst —_ —— T 00000000 > »000 =——b
3 10 20 30 a0 50 50
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)
B6 B7 o2 n2  p8 a3
PfCEst — —> 000000000000000.00000 00 Q==———=b 00000000000
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A

Figure 68: Alignement de l'estérase hypothétique dsochrysis galbana(lgEst2) avec la
carboxylestérase dd>seudomonas fluorescerfPfCEs{) (Swiss-Prot Q53547 ; code PDB 1auo).

Les résidus strictement conservés sont indiqgugatere sur fond orangé, les résidus bien conservés
écrits et encadrés en orange. La triade cataly@prAsp/His est indiquée par des triangles nbis.
pentapeptide consensus G-X-S-X-G est souligné enlres triangles verts correspondent aux résidus
impliqués dans la fixation du substrat et de sesimédiaires. Les résidus indiqués par des ronas no
interviennent dans la stabilisation de I'intermédiaoxyanionique. La structure secondaire de la
carboxylestérase d& fluorescengigure au-dessus de l'alignement.
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5.4.2. Modeéle tridimensionnel

Afin d’avoir une idée de la structure tridimensietia de I'estérase 2 dochrysis galbana

un modele a été construit avec le programme GenelDutilisant comme référence la
structure connue de la carboxylestérasé®déuorescengcode PDB lauo) (Figure 69). La
prédiction doit étre analysée avec prudence daube d’'identité est faible (21 %). La protéine
IgEst2 possederait, comme la carboxylestérasé®?déluorescensune structure globulaire
avec repliemento/p caractéristique de la superfamille def hydrolases, constitué de

feuilletsp entourés de part et d’autre par des hélices

Figure 69 : Modele structural de I'estérase hypothétique dsochrysis galbanglgEst2).
Le modele 3-D dgEst2a été établi grace au programme Geno3D, par c@isparavec les données
structurales de la carboxylestérase Reeudomonas fluorescerfsode PDB lauo). Les images

,,,,,

trois résidus de la triade catalytique sont repré&seen vert (Serl10), jaune (Aspl74) et rouge
(His208).

5.5. Séquences homologuedgEst2 chez les microalgues

La séquence thEst2 a été utilisée pour rechercher des séquences bgues dans les
banques de données publiques de microalgues. @etfyse a permis d'identifier 7
séquences homologues chez les microalgGganidioschyzon merolaeOstreococcus
lucimarinus Ostreococcus tauriPhaeodactylum tricornutum et Thalassiosira pseaan
Les séquences protéiques identifiées corresponglecelles déja identifiees pougEstl
(Figure 70).
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Figure 70 : Alignement de I'estérase hypothétique’tsochrysis galbanglgEst2) avec sept de ses
homologues chez les microalgue®@streococcus tauri(OtPLip/CEs), Ostreococcus lucimarinus
(OIPLip/CEstl et OIPLip/CEstg Phaeodactylum tricornutum (PtPLip/CEs), Thalassiosira
pseudonangTpPLip/CEstlet TpPLip/CEstd et Cyanidioschyzon merolaéCmLPLipll).

Organisme / numéro d’identifian®Q. tauri/ 26019 ;O. lucimarinus/ 32853 QIPLip/CEst) / 93362
(OIPLip/CEst3 ; P. tricornutum / 21816 ; T. pseudonana/ 6090 (TpPLip/CEst) / 18091
(TpPLip/CEst2; C. merolae/ CMF176C. Les résidus strictement conservés &orits en jaune sur
fond orangé. Les résidus similaires sont écriesieadrés en orange. Les résidus Ser/Asp/His suppose
constituer la triade catalytique sont indiquésdess triangles noirs. Le pentapeptide consensusSs-X-
X-G est souligné par un trait noir discontinu.
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Les pourcentages d’homologielgEst2 avec ses homologues varie de 14 a 18 % (Tableau
22).

IgEstl OtPLip/  OIPLip/ OIPLip/ PtPLip/  TpPLip/ TpPLip/ CmPLipll
CEst CEstl CEst2 CEst CEstl CEst2
IgEst2 16 % 17 % 18 % 16 % 14 % 16 % 16 % 18 %
28 % 33 % 35 % 25 % 26 % 31 % 32 % 29 %
IgEstl 27 % 26 % 18 % 32% 22 % 35 % 26 %
44 % 43 % 34 % 45 % 37 % 49 % 40 %
OtPLip/ 72 % 17 % 20 % 27 % 28 % 31 %
CEst 82 % 28 % 37 % 46 % 47 % 44 %
OIPLip/ 16 % 22 % 27 % 30 % 30 %
CEstl 27 % 38 % 46 % 50 % 43 %
OIPLip/ 15 % 15 % 16 % 20 %
CEst2 30 % 27 % 28 % 33 %
PtPLip/ 18 % 35 % 22 %
CEst 33 % 47 % 34 %
TpPLip/ 23 % 25 %
CEstl 40 % 42 %
TpPLip/
CEst2 34 %

Tableau 22 :Pourcentages de résidus identiques et similaires tea I'estérase hypothétique dI.
galbana (IgEst2) et ses homologues microalgales che@streococcus tauri(OtPLip/CES),
Ostreococcus lucimarinus (OIPLip/CEstl et OIPLip/CEstg Phaeodactylum tricornutum
(PtPLip/CEs), Thalassiosira pseudonandTpPLip/CEstl et TpPLip/CEstd et Cyanidioschyzon
merolae(CmLPLipll).

Le pourcentage indiqué en jaune sur fond orangespond au pourcentage d’identité, c’est-a-dire au
pourcentage de résidus strictement conservés detre séquences. Les chiffres écrits en orange
indiquent la proportion de résidus similaires, t&slire la proportion de résidus biochimiquement
proches.

5.6. Classification

IgEst2 est similaire aux estérases dorigine bactérieriassées dans la ¥F famille parmi

les huit familles décrites par Arpigny et Jaegerl®99 et dont les caractéristiques sont
indiquées dans le Tableau 2, page 30. Avec urle taibléculaire comprise entre les 23 et 26
kDa, les enzymes de cette famille figurent parnsi pdus petites estérases connues. La
carboxylestérase deseudomonaBuorescensappartient a cette classe d’enzyme. Active sous
forme dimérique, elle hydrolyse préférentiellemdat substrats de petite taille moléculaire
avec une large gamme de spécificités. Elle ne moaticune activité a I'égard des
triglycérides a longues chaines. On connait pechdses a propos des autres enzymes de
cette catégorie. Leurs séquences protéiques prmménde programmes de séquencage
génomique, sauf pour I'estérase Sirulina platensigqui a été clonée. Les enzymes de la
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famille VI présentent approximativement 40 % deiliinde avec des phospholipases, A
Cd*-indépendantes (iPLA, qui présentent aussi des activités lysophospasijues (Portilla
et al, 1998). Un alignement a donc été réalisé elgkst2 et 2 iPLA démontrant que la
séquence d' galbana partage aussi des similarités de séquences avetypee de

phospholipase (Figure 71).
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RnPLA2 MCGNNM PLLTDA SGAE T F L TGHSWADLLST LIZHVKY I CPHA IPVTLNMKM
79 89 9(‘_) 10(_) 110 12(_)
IgEst2 .... EGYS EOIALDKTVG DAV LIAFREEE | AP AJSE DPK FIOL A VWT L WoRP
OcPLA2 AMPS DIVG Do|QEDE S G/ILK ETVKLIEDQLL . VEEN PSN Ip8G G Y LTTQ
RnPLA2 VMPS DLMG DAPEDEAG[LK ENIK:LIEH MIEN PAN VIEG G Y LI CP
A
13(_) 14(_) 15(_) 169 179 189 19(_)
IgEst2 GL G GRIFPELMQAGT Y LAD.PT..0L C FAS AQIEISV AT N LERDWAP
OcPLA2 QK \% CWER. . ... ... R FSQGP INSAN I Loc DCiEIPL MFE T RLEKALIN
RnPLA2 HP I CWig. . ... .. .. i FPQO.AANGEA L Loc ELAPM RFE T KLETVVT
A
209 21(_) 229 239

IgEst2 G D DPVAG SK AASMEQWFREYVISGASKGDQ

OcPLA2 PN YEGMM CcQ MMDVEHFIDKLLPPID....

RnPLA2 PR YPGVM CP MAAVEEFLEKXLLPPV ... ..

A

Figure 71: Alignement de l'estérase hypothétique 'tsochrysis galbana(lgEst2) avec les
phospholipases A Ca**-indépendantes des vertébré®ryctolagus cuniculusOcPLA2) et Rattus
norvegicus(RnPLA2).

Organisme / numéro d’accessiorD.: cuniculus/ NP 001103287 R. norvegicus/ NP_112632. Les
résidus strictement conservés sont écrits en jaunéond orangé. Les résidus similaires sont éetits
encadrés en orange. Les résidus Ser/Asp/His supposgétituer la triade catalytique sont indiqués pa
des triangles noirs. Le pentapeptide consensusSIsXXG est souligné par un trait noir discontinu.

5.7. Structure intron/exon du gendgEst2

Pour mettre en évidence la présence éventuellératis, une PCR sur 'ADN génomique

avec les couples d’amorc&soRIEst2/Est2Xbah été réalisée. Apres électrophorese sur gel
d’agarose, la taille de I'amplicon identique a eeallu transcrit laisssait supposer I'absence
d’introns. L’alignement de la séquence d’ADN géngua obtenue avec celle du transcrit a

confirmé cette absence (Annexe 12).
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6. Clonage et induction de I'expression des genes

6.1. Clonage de la séquence codartg.ip
6.1.1. Construction génétique pYES2/IgLip

La carte de restriction de la séquence codégitép a été établie en recherchant, avec le
programme pDRAW32, la présence des sites de cowmaenzymes de restrictibtindlll,
Kpnl, Sad, BanHI, BsiXl, EcoRIl, Notl, Xhd, SpH et Xbd. Ces dix sites de coupures
composent le site de clonage du plasmide pYES2sites de restriction des enzynisd,
Sad, BsiXI et Notl sont présents dans la séquence codante (Figéte £Z8s deux sites de
restrictionEcaRl| et Xbad ont été choisis aprés analyse de la carte pocioteage du gene. lls
ont été rajoutés aux extrémités 5’ et 3’ de la seédga codante pour en permettre I'insertion
unidirectionnelle dans le plasmide. La taille dagphide recombiné avec l'insdgLip est de
7194 pb (Figure 72B).
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Hindlll - 501 - AAGCT_T
Kpnl - 511 - G_GTAC'C
Sad - 517 - G_AGCT'C
BamHI - 519 - G'GATC_C
BstXl - 546 - CCAn_nnnn'nTGG
EcoRI - 550 - GAATT_C
Xhol - 743 - CTCGA_G
Sad - 750 - G_AGCT'C
BstXI - 1147 - CCAn_nnnn'nTGC
Sad - 1158 - G_AGCT'C
Notl - 1407 - GC'GGCC_GC

Sad - 1933 - G_AGCT'C
Xbal - 1933 - TCTAG_A

Figure 72: Construction génétique du vecteur pYES2/IgLip.

Les cartes ont été réalisées et éditées avec pDRAWS pourcentage de GC des séquences est
signalé par un code de couleur. Les fléeches indiglaeprésence et le sens des ORF.

A) Carte de restriction de la séquence codagitép apres ajout des adaptatelgsdRl et Xbd.

B) Carte de restriction du plasmide pYES2 recombirex igLip. Les promoteur et terminateur sont
indiqués sur fond mauve, I'insert sur fond rouge.déne de résistance a I'ampicilline est en bleu. L
gene codant une enzyme impliquée dans la syntleelberdcile est mentionné en jaune.
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6.1.2. Transformation d’Escherichia coliet analyse des clones positifs

Le plasmide recombiné a été cloné avec la soucBsecterichia coliTOP10F'. Plusieurs
clones positifs ont été isolés. L’ADN plasmidique clone 1 a été extrait et des contréles,
destinés a veérifier la présence de l'insert, oatréalisés (Figure 73). Le premier contrble a
été effectué par une double digestion enzymatijnee &&s enzymeg&coR et Xba. Deux
bandes ont été obtenues (Figure 73A). Leurs taitbesespondent approximativement a celles
attendues soit 5811 pb pour l'une et 1383 pb pautre. La présence de l'insert a également
été contrdlée par amplification avec des couplesndrces spécifiques a celui ci (Figure
73B). Quatre régions de 658, 652, 461 et 1392 pldonc été amplifiées avec les amorces
appropriées. Les amplicons obtenus présentent aifle similaire. Parallélement, des
amplifications témoins ont été réalisées, avecnEsnes couples d’amorces spécifiques
d’lgLip sur des bactéries transformées avec le plasmitdescombiné.
1 2
I

15000
12000 i—

1000»

A

Figure 73 : Electrophorése en gel d’agarose du plasde pYES2/IgLip digéré ou amplifié (clone

1).

Les acides nucléigues ont été séparés sur gelstd 26 (w/v).A) Vérification de la présence de
l'insert IgLip par digestion enzymatique : plasmide non digéistg[2), plasmide digéré avEcoR et
Xba (piste 3).B) Vérification de la présence de l'inségtip dans le clone 1 par PCR : les amplicons
1, 2, 3 et 4 ont été respectivement obtenus avecctples d’amorce€coRILip/NLipAS
NLipS/LipXbal LipS/LipASet EcoRILip/LipXbal Les marqueurs de taille (ADN 2-Log et 100 pb)
sont en paires de base.
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6.1.3. Seéequencage de l'inselgLip

Le séquencage de l'insddLip a réveélé la présence de plusieurs mutations dondelétion

du nucléotide T83 en début de séquence (AnnexeElBHécalant le cadre de lecture d’'un
nucléotide, cette délétion risque d’entraver laddion et la synthese d'une protéine
fonctionnelle. Pour cette raison, I'étude de I'egmion digLip n'a pas été poursuivie. Cette
mutation a été retrouvée chez tous les clones s@®lfPour éviter les désagréments liés a la la
dégénérescence génétique de la souche utiliséeequise produire au cours des repiquages
successifs, le laboratoire devrait envisager la emau point d'une méthode de
cryopréservation de la microalgliegalbanaen testant différents agents de cryopréservation,
et difféerentes stratégies de refroidissement. Ceéttehnique permettrait de démarrer
régulierement des nouvelles cultures a partir dekst axéniques et génétiquement stables.
Une étude portant sur la cryopréservation de plusiespeces de microalgues a été conduite
récemment (Rhodext al, 2006).

6.2. Clonage et expression de la séquence coddgtestl
6.2.1. Construction génétique pYES2/IgEstl

La carte de restriction de la séquence codkyiistla été établie en recherchant la présence
des sites de restriction des enzyrmsdIll, Kpnl, Sad, BanHl, BsiXl, Ecorl, Notl, Xhd,

SpH et Xbd (Figure 74A). Ces dix sites de coupures composensite de clonage du
plasmide pYES2. Les sites de restriction des engy®ag et SpH ont été reconnus dans la
séquence. Ces deux enzymes ne pouvaient donc rneastiisées pour le clonage du géne.
Les deux sites de restrictidfcaR| et Xba ont été choisis aprés analyse de la carte pour le
clonage. lls ont été rajoutés aux extrémités B’ ete la séquence codante pour en permettre
I'insertion plasmidique unidirectionnelle. La taillu plasmide recombiné avec l'inskgEst1l

est de 6648 pb (Figure 74B).
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Sad - 517 - G_AGCT'C
BamHI - 519 - G'GATC_C
BstXI - 546 - CCAn_nnnn'nTGG
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Sad - 1387 - G_AGCT'C
Xbal - 1387 - TCTAG_A
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Pvul - 4992 - CG_AT'CG

Pvul - 3091 - CG_AT'CG

Figure 74 : Construction génétique du vecteur pYESREst1.

Les cartes ont été réalisées et éditées avec pDRAWS pourcentage de GC des séquences est
signalé par un code de couleur. Les fléeches indiglaeprésence et le sens des ORF.

A) Carte de restriction de la séquence codégist] aprés ajout des adaptatelEsdRl et Xbd.

B) Carte de restriction du plasmide pYES2 recombiree ljEstl Les promoteur et terminateur sont
indiqués sur fond mauve, l'insert sur fond vert.dane de résistance a I'ampicilline est en bleu. Le
géne codant une enzyme impliqguée dans la syntfeeBerdcile est mentionné en jaune.
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6.2.2. Transformation d’'Escherichia coliet analyse des clones positifs

Les bactéries recombinantes ont été sélectionngesnieu LB Amp’. Plusieurs clones
positifs ont ensuite été isolés, cultivés et argays’ADN plasmidique a été extrait du clone
A. La présence de linsert a été controlée parddige enzymatique et par PCR (Figure 75).
La double digestion du plasmide pYES2 avec les raesyEcoR| et Xba a produit un
fragment de taille proche de celle de l'indgiEstl (846 pb). Les digestions effectuées avec
Sad et Pvd ont également confirmé la présence de l'insert. difet, elles ont, chacune,
sectionné le plasmide en deux fragments de talieses a celles attendues, soit 4747 et 1901
pb avedPvu et 5778 et 870 pb ave&ad (Figure 75 A). La présence de l'inségEstla aussi
étée confirmée par PCR en utilisant des amorcesfgpéxs a ce gene. La taille des amplicons
obtenus a été déterminée graphiquement par ré&rancmarqueur de taille. Les tailles
correspondent approximativement a celles attendquesont pour les amplicons 1, 2, 3 et 4
eégales a 846, 407, 394 et 315 pb respectivememgur@=i 75 B). Parallelement, des
amplifications témoins ont été réalisées, avecngsnes couples d’amorces spécifiques

d’IgEstlmais sur des bactéries transformées avec le glasmoin recombiné.
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Figure 75 : Electrophorése en gel d'agarose du plasde pYES2/IgEst1 digéré ou amplifié (clone

A).

Les acides nucléiques ont été séparés sur gelstd 26 (w/v).A) Vérification de la présence de
l'insert IgEst1 par digestion enzymatique : plasmide non digéigtg[®), plasmide digéré av&ad
(piste 3), avedvU (piste 4) et double digestion avEcdRl et Xbd (piste 5).B) Vérification de la
présence de l'insetyEstldans le clone A par PCR : les amplicons 1, 2,Bant été respectivement
obtenus avec les couples d'amordesoRIEstiEstl1Xba] Est13Est1AS, EcCORIEStINESt1AS et
NEst13Estl1Xbal Les marqueurs de taille (ADN 2-Log et 100 pb)tssmpaires de base.
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6.2.3. Seéguencage de I'inselyEstl (clone A)

L'insert IgEstl du clone A a été séquencé afin de vérifier I'intégde la séquence. Comme
nous pouvons le voir en Annexe 14, 2 mutationscs# produites : la substitution de la
cytosine 309 par une adénine et la délétion eddiséquence d’'une adénine. La délétion en
fin de séquence n’a probablement aucune incidensarna transcription du gene ni sur la
traduction et la fonctionnalité de la protéine. dffet, cette mutation géneére la formation d’'un
autre codon stop (Figure 76). De plus, les derndeides aminés ne jouent probablement
aucun rble dans le mécanisme catalytique de I'eezgninterviennent peu dans le repliement
de la protéine. Quant a la substitution, c’est mmgation muette car le nouveau codon (CCC)
code pour le méme acide aminé (proline) que le rmadiial (CCA). La délétion cause un
racourcissement du polypeptide de 2 résidus enr@ifial. L'expression de l'insert du clone
A sera donc étudiée.

CloneA MARGLAACTRLAAAAAAVSAVASSPLQSRVSAVSMSTAAGPPRITQDRARNNLITIAP 60
IgEstl MARGLAACTRLAAAAAAVSAVASSPLQSRVSAVSMSTAAGRPRITQDRARNNLITIAP 60

* * * *% * *%

CloneA GEGMPHTATVIGPIHGLGDSNMGWADVAMQLQSVMPYCQKMAPVRPVTLNGGMSMPS 120

IgEstl GEGMPHTATVIGPIHGLGDSNMGWADVAMQLQSVMPYCKHENAPVRPVTLNGGMSMPS 120
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkkhhkhkkk *kkkkkkkkkkhhhhhhhkk

CloneA WYDITSLDKRESQPCTGIEESRQAMLDLISAEVASGIPPSRAIAGFSQGGAVALFTGLQ 180

IgEstl  WYDITSLDKRESQPCTGIEESRQAMLDLISAEVASGIPPSRIAIAGFSQGGAVALFTGLQ 180

* * * *% * *%

CloneA YSHTLAGVLCLSGYLAAEERFILAPEAVNTPVAHFHGSDDQVQIKWARGSQAHLRELGI 240
IgEstl YSHTLAGVLCLSGYLAAEERFILAPEAVNTPVAHFHGSDDQVQIKWARGSQAHLRELGI 240

* * * *% * *%

CloneA RTYELKEYSPLGHSASQQEIADVLAWLQARLBSTPEL277
IgEstl RTYELKEYSPLGHSASQQEIADVLAWLQARLPEDA- 275

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkhkk

Figure 76 : Alignementvia ClustalW de la séquence protéique déduite du trawcsit isolé chez
Isochrysis galbanglgEstl) avec la séquence de l'insert cloné ch&scherichia coli(clone A).
Les mutations sont indiquées en rouge sur fond gris

6.2.4. Induction de I'expression dgEstl dansSaccharomyces cerevisiae

L’expression du transcrit a été induite par la pnée de galactose dans le milieu de culture
SC-U des levures. La présence du transcrit a éectdé par amplification avec le couple
d’amorcesEcoRIEst1/Est1Xbah partir de cultures de 12 heures. Pour s’assi&r¢absence
d’ADN contaminant dans les échantillons d’ARN, desplifications témoins ont été réalisées
a partir d’ARN total. L'effet des sucres inhibite(glucose) et inducteur (galactose) ont été
testés en parallele. Nayant pas utilisé de stahdemterne constitutif dans cette

expérimentation, seules la présence ou I'abserséralescrits pourront étre déterminées. Les
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résultats montrent que le systeme d’expressiontifimee au niveau transcriptionnel. L'insert
IgEstlest transcrit en présence de glucose et de gséafftigure 77).

1 2 3 4 5 6 7

587

Figure 77 : Electrophorése en gel d'agarose du tracrit IgEstl amplifié par PCR aprés
induction de I'expression.

Les acides nucléiques ont été séparés sur gel &d\Aod’'agarose. Le marqueur de taille utilisélest
plasmide PUC18 digéré avétadll (piste 7). Les amplifications ont été réalisém&c les couples
d’amorcesEcoRIEst1/Estl1XbalPiste 1: PCR sur ARN extrait de levures trameém®s avec le
plasmide pYES2 non recombiné. Piste 2 : PCR sur &D8l levures transformées avec le plasmide
PYES2 non recombiné. Piste 3: PCR sur ARN exiaitlevures transformées avec le plasmide
recombiné pYES2/IgEstl et cultivées en présencglulense. Piste 4 : PCR sur ADNc de levures
transformées avec le plasmide recombiné pYES2/lgé&istultivées en présence de glucose. Piste 5 :
PCR sur ARN extrait de levures transformées avgddsmide recombiné pYES2/IgEstl et cultivées
en présence de galactose. Piste 6 : PCR sur ADNwdees transformées avec le plasmide recombiné
pYES2/IgEstl et cultivées en présence de galactose.

Les premieres mesures d'activités enzymatiquességal n'ont pas permis de mettre en

évidence une activité lipolytique significative.

6.3. Clonage et expression de la séquence coddgtest2

6.3.1. Construction génétique pYES2/IgEst2

La carte de restriction révéle que seul le sitealgoure de I'enzym&pnl ne peut étre utilisé
comme adaptateur pour l'insertion et le clonadgEbt2 (Figure 78A). Ce sont a nouveau les
deux sites de restrictidacoR| et Xba qui ont été choisis pour I'insertion dans pYE#&2 ont
été rajoutés aux extrémités 5’ et 3' de la séquammante pour en permettre l'insertion
plasmidique unidirectionnelle. La taille du plasmicecombiné avec l'insefgEst2 est de
6525 pb (Figure 78B).
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EcoRI - 2 - GAATT_C
Kpnl - 454 - G_GTAC'C
Xbal - 716 - TCTAG_A

IgEst2
723 bp

GC%in 1 bp blocks
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90|66l

Hindlll - 501 - AAGCT_T

Kpnl - 511 - G_GTAC'C

Sad - 517 - G_AGCT'C

BamHI - 519 - G'GATC_C

BstX| - 546 - CCAn_nnnn'nTGG

\\ EcoRI - 550 - G'/AATT_C
\ Kpnl - 1002 - G_GTAC'C

pPYES2 / IgEst2 ﬂ\l

Xbal - 1264 - TCTAG_A

Pvul - 4869 - CG_AT'CG

Pvul - 2968 - CG_AT'CG

Figure 78 : Construction génétique du vecteur pYESRESt2.

Les cartes ont été réalisées et éditées avec pDRAWS pourcentage de GC des séquences est
signalé par un code de couleur. Les fleches indiglaeprésence et le sens des ORF.

A) Carte de restriction de la séquence codégist2 aprés ajout des adaptatelrsdRl et Xbd.

B) Carte de restriction du plasmide pYES2 recombimee BjEst2 Les promoteur et terminateur sont
indiqués sur fond mauve, I'insert sur fond orangegéne de résistance a I'ampicilline est en Hleu.
géne codant une enzyme impliqguée dans la syntteekerdcile est mentionné en jaune.
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6.3.2. Analyse des clones positifs

La Figure 79 ci-dessous présente les résultatsabtgour le contrble du clonetransformé
avec le plasmide pYES2/IgEst2. Les digestions eafigmes génerent des fragments de
tailles approximativement égales a celles attenduesont de 491 et 6034 pb avgenl et de
1901 et 4624 pb avedevu. La présence de linselgEst2a aussi été confirmée par PCR en
utilisant des amorces spécifiques a ce gene. liksstdes amplicons correspondent a celles
attendues qui sont pour les amplicons 1, 2, 3 mtspectivement égales a 723, 471, 289 et
616 pb.

20000

15000 1517

1000

800
700

500

— L

Figure 79 : Electrophorése en gel d’agarose du plasde pYES2/IgEst2 digéré ou amplifié (clone
a).

Les acides nucléigues ont été séparés sur gelsta 26 (w/v).A) Vérification de la présence de
l'insert IgEst2 dans le cloner par digestion enzymatique : plasmide non digéist€p2), double
digestion aved&cadRl et Xbd (piste 3), plasmide digéré av&pnl (piste 4), avedvu (piste 5).B)
Vérification de la présence de I'inségEst2dans le clone par PCR : les amplicons 1, 2, 3 et 4 ont
été obtenus avec les couples d’amorEesRIEstZEst2Xba) Est23Est2AS NEst2Est2Xbal et
EcoRIESt2NEst2ASrespectivement. Les marqueurs de taille utiliséisespondent aux marqueurs
2log et 100 pb.

6.3.3. Séquencage de l'inselyEst2 (clonea)

Le clonea a été séquencé afin de vérifier I'intégrité dadértigest2 Comme nous pouvons

le voir en Annexe 15, la séquence de l'inggist2est intégre et n'a pas subi de mutation.
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6.3.4. Induction de I'expression dgEst2 dansSaccharomyces cerevisiae

L’expression du transcrit a été induite par la pnée de galactose dans le milieu de culture
SC-U destiné aux levures transformées. La présehcetranscrit a été détectée par
amplification avec le couple d’amorcEst2S/Est2A& partir de cultures de 12 heures. Pour
s’assurer de I'absence d’ADN contaminant dans tdsmmtillons d’ARN des amplifications

témoins ont été réalisées a partir d’ARN total. Dmsires témoins transformées avec le
plasmide non recombiné ont été testées en paraldaes cette expérimentation seules les
levures cultivées en présence du sucre inductealadipse) ont été analysées. Cette
expérimentation permet de conclure sur la présdndeanscrit et sur le bon fonctionnement

transcriptionnel du systéme d’expression pYES2krevisiae
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Figure 80 : Electrophorese en gel d’'agarose du tracrit IgEst2 amplifié par PCR apres
induction de I'expression.

Les acides nucléiques ont été séparés sur gel &d\)od'agarose. Le marqueur de taille utilisélest
bactériophage digéré par les enzymé&xoRl etHindlll (piste 6). Les amplifications ont été réalisée
avec le couple d’amorcdsst2S/Est2ASPiste 2 : PCR sur ADNc de levures transformées dwve
plasmide recombiné pYES2/IgEst2 et cultivées erserée de galactose. Piste 3: PCR sur ARN
extrait de levures transformées avec le plasmidembiné pYES2/IgEst2 et cultivées en présence de
galactose. Piste 4 : PCR sur ADNc de levures toamsfes avec le plasmide pYES2 non recombiné.
Piste 5 : PCR sur ARN extrait de levures transfasreivec le plasmide pYES2 non recombiné.
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6.3.5. Mesure de I'activité enzymatique

Les premieres mesures d’activités enzymatiquesséeasl n’‘ont pas permis de mettre en

évidence une activité lipolytique significative.

Activité lipolytique
Levures transformées Levures témoins

Tests d’hydrolyse Observations

Emulsions gélosées

d’huile d'olive, de
tributyrine et de
|écithine de soja

Absence de lyse

Palmitate de Formation de + +
paranitrophényle paranitrophénol
Lipides totaux d. Apparition d’acides + +
galbana(24h, 40°C) gras libres

Tableau 23: Mesure de l'activité lipolytique des dvures transformées avec le plasmide
recombiné pYES2/IgEst2.

Pour détecter l'activité lipolytique des levurearnisformées avec le plasmide recombiné
pPpYES2/IgEst2, différents tests d’hydrolyse ont é@veloppés Tableau 23. Au départ
I'activité d’hydrolyse a été testée en cultivantléaure transformée sur des émulsions de
substrats geélosés incluant soit de l'huile d'oliftgoléine) soit de la tributyrine soit un
mélange de phospholipides, la lécithine de sojes @sts n‘ont pas mis en évidence
d’activités lipolytiques extracellulaires.

Ensuite des essais d’hydrolyse en milieu liquide &ié réalisés avec un ester d’'acide gras a
16 carbones, le palmitate, couplé a une moléculenobgéne, le paranytrophényle. La
formation de paranitrophénol a pu étre observée Bgelevures transformées mais aussi avec
les levures témoins. Cependant aucune cinétiquewn@re tracée en raison de la formation
simultanée d’'un précipité faussant et déstabilidant valeurs d’absorbance mesurées.Ce
travail a été poursuivi par un test d’hydrolyse Isgrlipides totaux dsochrysis galbanaPour
cela des échantillons de biomasse de levures tranéés et des levures témoins ont été
broyées puis incubées 24 h a 40 °C en présencipitkss disochrysis galbanales lipides
extraits ont ensuite été analysés par CCM. Des w#hiydrolyse ont été realisés avec les

surnageants de culture et avec les cellules deds\aroyées. Une premiere observation peut
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étre faite par rapport au test d’hydrolyse réabs&c les surnageants de culture. Nous
n’'observons ni I'apparition d’AG libres ni la digftéon ou l'atténuation de spots lipidiques.
Ces résultats confirment les résultats obtenus Bgetests d’hydrolyse sur substrat gélose.
Les levures transformées et témoins ne présengant’activité lipolytique extracellulaires.
Concernant les tests d’hydrolyse réalisés avecdbsles de levures, nous pouvons observer
I'apparition d’AG libres aussi bien pour le tesaliéé avec les levures transformées que pour
les levures témoins. Par contre nous n’'observors gra paralléle la disparition ou
I'atténuation significatives de spots lipidiques.

Ces expérimentations constituent des tests d’hyskolpréliminaires qui devront étre

renouvelés avec des conditions définies avec poécis
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7. Discussion générale

Le but du travail présenté était d’une part de icordr la présence d’une activité lipolytique
endogene chez la microalglsochrysis galbanat d’autre part d’isoler des génes codant des
enzymes homologues a des phospholipases, lipasestétases. Plusieurs génes candidats
ont été identifies dans la base de séquences HS§albanaet 3 genes homologues a une
lipase et deux estérases, que nous avons nonghigs IgEstl et IgESt2 ont été isolés sur
toute leur longueur, analysés et clonés. Ces edsuhdiquent I'existence d’'une homologue
de lipase et de deux homologues d’estérases cheodele étudié ainsi que chez d’autres
microalgues. Les génes codant les estérases hyigods ont été exprimés dans un systeme

hétérologue et les premiéres mesures d’activighfigue ont été entreprises.

7.1. Confirmation d’une activité lipolytique endogne chezlsochrysis
galbana

L’étude de I'activité lipolytique endogene de lacnoialguel. galbanaa confirmé la présence
d’activités glycolipasique et phospholipasique [aBement mises en évidence au laboratoire
et réevélé que ces activités sont associées aux raaegw L’action d’'une phospholipase de
type A (PLA,) avait été suggerée apres avoir constaté que W, Didjoritairement présent
en position sn-2 des phospholipides, était libéréleis grande proportion au cours de leur
hydrolyse (Devos, 2005).

Ces différentes observations nous permettent d@ardiexistence probable chézgalbana
d’'une phospholipase de type Associée aux membranes. Les phospholipasesistituent
une vaste famille d’enzymes. Certaines RL#ésentent en effet la caractéristique d'étre
étroitement associées aux membranes tandis quigabaont soit cytosoliques soit sécrétées.
Les PLA intracellulaires ont été réparties en 2 groupes HLA faiblement dépendantes du
calcium (cPLA), cytoplasmiques, et les PLRAiIndépendantes du calcium (iPRA
(Ackermann et Dennis, 1995; Winsteeidal, 2000). Les iPLA sont elles-mémes divisées en
2 catégories : les iPLAibres dans le cytoplasme (Six et Dennis, 20038 ®tPLA; associées
aux membranes. Les iPkAnt déja été clonées et purifiées chez différeespeces animales
(Mancusoet al, 2000; Tanak&t al, 2000; Jenkingt al, 2004). Plusieurs isoformes d'iPLA
ont été identifiées chez I'étre humain, ou elledlifi&rencient par leur distribution tissulaire
et leur localisation cellulaire. Un seul géne geaal’'origine des iPLA humaines (Larsson
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Forsell et al, 1999). Le géne responsable serait transcrit slifférentes formes par un
processus d’épissage alternatif (Larssbal, 1998).

La génomique comparative a révélé I'existence deegesusceptibles de coder des iRPLA
associées aux membranes chez les microalgues #&ankobjet d’'un programme de
séquencage a grande échelle. Chez I'algue rougellutaire Cyanidioschyzon merolagar
exemple, 2 séquences codantes réféerencées CMR500CM&312C présentent des
similitudes significatives avec de telles enzynmasprotéine indexée 23984 chez la diatomée

Thalassiosira pseudonarest également une homologue d’iRlaSsociée aux membranes.

7.2. Présence de 10 génes susceptibles de codsraeymes lipolytiques
chezlsochrysis galbana

Aprés la détection d’'une activité lipolytique endaog, I'identification de genes constitue la
seconde mise en évidence de la présence d’enzyipebtiues chezl. galbana.
L’exploration de la banque ESTIdochrysis galbangKeeling, 2006) a réevélé l'existence
d’au moins 10 genes d’enzymes lipolytiques diffé&seiCes genes sont répertoriés dans la
banque sous forme de courtes séquences. Les phasedes de lecture sont incomplétes,
tronquées a leurs extrémités 5’ et 3. La traducties marqueurs montre des similitudes
significatives avec des lipases, des estérasespluespholipases et des lysophospholipases

déja identifiees et caractérisées chez d’autresnismes.

La diversité des enzymes lipolytiqgues présentese@iu de cette algue unicellulaire n’est pas
surprenante. Les voies métaboliques lipidiques igmpht en effet I'action de nombreuses
enzymes lipolytiqgues. De plus, sachant que les umsa@’ADNc n’offrent qu’une vision

réduite du réel potentiel génétique des organisnfegjstence de genes d’enzymes

lipolytiques supplémentaires n’est pas exclue.

Dans les conditions de culture utilisées pour girde séquencage partiel (Keeling, 2006),
le niveau d’expression des génes d’intérét estefabl’'on se référe au rapport du nombre
d’EST par cluster. Sur les 12 clusters présentastsimilitudes statistiquement significatives
avec des enzymes lipolytiques, 8 ne dénombreninogeul marqueur EST. Parmi les 4 autres
clusters, 3 comptent 2 marqueurs EST et seul terlin®ISLO0001076en regroupe 3. Par

comparaison, le cluster d’'un géne constitutif floreat exprimé, comme celui codant pour

'ARNr 18S comptabilise 118 marqueurs EST. Les gégei nous intéressent ne sont pas
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rares mais s’expriment probablement plus différemtndans certaines conditions sous l'effet
de facteurs biotiques ou abiotiques.

7.3. Isolement de 3 genes codant 1 lipase et 2éeases hypothétiques
chezlsochrysis galbana

Parmi les 12 genes d’enzymes lipolytiques hypatlaés indexés, sous forme d’'étiquettes,
dans la banque ESTIdgalbang 3 de ces genes d'intérét pour le laboratoireétdtisolés et
entierement séquencés au cours de cette étude.rdmiépe séquence, nommdglip,
présente 20 % d’identité avec des lipases de clygmops filamenteux. Les deux autres
séquences identifiees, nommégisstl et IgEst2 montrent des similitudes avec des estérases,
des phospholipases et des lysophospholipases de @gmal, végétal ou microbien. Les
similarités observées lors des alignements de séqaesont faibles et les taux d’identité

varient entre 20 et 30 %.

Ce faible taux de conservation des séquences quetiest, en réalité, caractéristique des
enzymes lipolytiques et plus généralement des eegythe la superfamille des hydrolases a
repliement o/B, pour lesquelles les structures sont beaucoup ptuservées que les
séquences. En effet, seuls quelgues résidus etpetile partie de la structure sont
généralement responsables de I'activité catalytdpgeenzymes. Ces quelques acides aminés
sont donc soumis a une forte pression de séleeti@ont systématiquement retrouvés dans
les séquences. Par contre, la nature des autdssamininés n’est pas essentielle car ils sont
impliqués dans le repliement global de la proté&jniea pour réle de positionner correctement
les résidus catalytiques dans lI'espace. De noméseéiides de cristallisation des protéines
ont démontré que des enzymes de séquences pratéiftérentes pouvaient adopter une

méme conformation dans I'espace

Malgré ce faible taux d’identité observé, les séges obtenues chézgalbanacontiennent
'ensemble des sites catalytiques nécessairesctivita des enzymes lipolytiques : la triade
catalytique_SéAsp/His et le pentapeptide consensus Gly-X-6&3ly. A cela se rajoute la
conservation de quelques résidus qui seraient fieifement impliqués dans la fixation de

I'enzyme au substrat.

Les séquences obtenues présentent quelques paitésil susceptibles dinfluencer la

spécificité de substrat des enzymes hypothétiqoasellement identifiees. Certains résidus
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impliqués dans la fixation au substrat chez degraeg de structure et de fonction connues ne
sont pas conserves ce qui implique sans doute odéioation de la conformation spatiale de
la poche abritant le site actif. La séquelgldp présente une zone d’insertion d’environ 60
résidus et qui éloigne les deux résidus Ser et psgentiellement impliqués dans le

mécanisme catalytique.

7.4. Présence d’isoenzymes chisochrysis galbana

Les deux séquencdgEstl et IgEst2 présentent une certaine similarité. Il est enteffe
ordinaire de rencontrer, au sein d'un méme orgamisplusieurs lipases et estérases
présentant un taux de similitude faible mais néansaignificatif. Ces variabilités de
séquences refletent généralement des spécifictigidnnelles ou des implications dans des
voies de signalisation distinctes.

Les enzymes lipolytiqgues sont des enzymes appatt@nane famille multigénique. Certaines
isoformes de lipase, par exemple, sont expriméefacen constitutive dans I'organisme,
d’autres sont spécifiquement induites lors de sthastiques ou abiotiques, tandis que pour
d’autres les profils d’expression de ces différegénes sont souvent spécifiques d’une
distribution tissulaire. Chez la drosophid@osophila melanogastepar exemple, les lipases
homologuesDmLipl, DmLip2 et DmLip3 constituent une famille de genes qui s’expriment
spécifiguement selon le tissu ou le stade de dppelment. Les génddmLipl et DmLip3
sont transcrits dans différents tissus et a diffésratades de développement, ce qui conduit a
penser que les deux lipases auraient des fondfiffiésentes. Le genBmLiplcode pour une
protéine similaire aux lipases digestives, s’expridans les ovaires, au stade embryonnaire et
avec une autre taille de transcrit a tous les audr@des du développement. L'enzyme codée
par le géneDmLip3 s’apparente plutdt aux enzymes acides liposos@anate n’est
synthétisée que pendant la période larvaire. Le BenLip2 semble non fonctionnel (Pistillo

et al, 1998).

Le champignon pathogene pour 'lhomn@gndida albicanspossede une grande famille de
géenes de lipases : 10 génes de lipase ont étéfigeiCalipl-1Q dont I'expression varie au
cours de la colonisation et de l'infection et seleriype de muqueuse infectée (Schofietd
al., 2005).
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7.5.Présence de genes avec et sans introns ctexhrysis galbana

La présence de genes avec et sans introns a é& emigvidence chez la microalgue
Isochrysis galbanale géndgLip est constitué de 2 introns de 173 pb et 121 phlrdrescrit
IgLip de 1374 pb résulte de I'assemblage de trois eder&tl, 823 et 210 pb. Le gdg&st2

ne comporte pas d’introns. Les tailles du géneuetranscrit sont donc équivalentes. Cette
constatation atteste les informations publiéeslawtructure des génes de microalgues. On
trouve, en effet chez les microalgues, aussi deEngenes avec introns que des genes sans
introns. Ces derniers sont toutefois majoritaiRes. exemple, chez I'algue rouge unicellulaire
Cyanidioschyzon merola®&331 génes ont été répertori8guls 27 genes, soit 0,5 % de la
totalité des genes de la microalgue, présentensépsences introniques. Parmi les 27 génes,
26 d’entre eux ne contiennent qu’un seul intronefByanidioschyzon merolaé longueur
moyenne des genes est égale a 1552 pb, celle des ax1540 pb et celle des introns a 248
pb (Matsuzaki, 2004).

Cette caractéristique semble commune a différeligggees de microalgues, puisque la
recherche d’homologues dans les bases de donnéaiggies existantes a révélé I'existence

de genes d’enzymes lipolytiques avec et sans isitron
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Conclusion et Perspectives

Ces travaux de théese ont permis lisolement de 3NAPleine-longueur par amplification
rapide de leurs extrémités 3’ et 5'. Les 3 ségasmADN se sont révélées complémentaires
de 3 ARN messagers possédant chacun un segmend@niyé a leur extrémité 3’ et une
longue phase ouverte de lecture avec les signatradiaction adéquats c’est-a-dire un codon
d’initiation et un codon de terminaison. De partd&tutre de la séquence codante, ont été
observées des régions non traduites situées at&matds 3' et 5', nécessaires a la régulation
de la traduction de 'TARNm. Les 3 genes codent plegeines de 457252 et 208 acides
aminés, de poids moléculaires théoriques respactne équivalents a 49,06 k26,92 kDa

et 22,24 kDa.

Les fonctions associées aux nouvelles séquenceséténtprédites en recherchant des
séquences homologues dans les bases de donnégsnelides d’appartenance a des familles
de protéines. Les 3 protéines identifiées dhegmlbanase classent dans la superfamille des
hydrolases a repliement/p. Elles posseédent la triade catalytique /Sgp/His et le
pentapeptide consensus Gly-X-Sef5ly, deux signatures hautement conservées cbgz |
hydrolasesa/p procaryotiques et eucaryotiques. La premiere semjenommeéelgLip,
présente 20 % d’identité avec des lipases de clygmops filamenteux. Les deux autres
séquences identifiees, nommégisstl et IgEst2 montrent des similitudes avec des estérases,
des phospholipases et des lysophospholipases de agmal, végétal ou microbien. Les
similarités observées lors des alignements de ségqaesont faibles et les taux d’identité
varient entre 20 et 30 %. Ce faible taux de corsem des séquences protéiques est en fait
communément observé dans la famille des enzymelytiipues pour lesquelles les structures
sont beaucoup plus conservées que les séquences.

A la fin de cette étude, une démarche expérimerdaété entreprise pour confirmer les
fonctions lipolytiques prédites. Pour cela, lesusiges codantegEstl et IgEst2 ont été
clonées puis transférées dans un systeme d’expnebgtérologue de levure. Les tests de
mesure de I'activité lipolytique des protéines rabinantes n’ont pour l'instant pas permis de
détecter une activité enzymatique significativeéagt la fonction supposée des protéines.

Cette étude a donc permis d’isoler, d’analyserestidner 3 genes codant une lipase et 2
estérases hypothétiques chez la microalgoehrysis galbanat d’identifier des séquences
homologues dans les bases de données génomiquesiiadealgues. La prédiction
fonctionnelle par analogie de séquences est frémesrréalisée pour I'étude de nouvelles
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lipases et estérases dans le monde animal, védtagique. Une telle analyse n’avait pas

encore été développée pour I'étude des enzymdstlgpnees de microalgues.

CT

Dans la poursuite de ce travail, le géglkip, pour lequel la délétion d’une thymine en début
de séquence a été détectée, devra étre cloné aaouv

L’étude de I'expression des séquences coddgtestl et IgEst2 pourra, quant a elle, étre
poursuivie. Le bon fonctionnement de la transasiptides inserts, avec le systeme
d’expression pYES®&accharomyces cerevisjagyant été démontré au cours de cette étude, |l
faudra donc vérifier, dans un premier temps, lG&ftité du systéme en matiere de traduction
des transcrits en utilisant, par exemple, des niéthale séparation électrophorétique des
protéines. Ensuite, la détection d’'une activit®lyigue des levures modifiées pourra étre
entreprise a nouveau. Une gamme plus étendue deratsbet des techniques de mesure
d’activité plus sensibles (fluorimétrie) ou plusésffiques (zymogramme) seront a tester.
Enfin, si les protéines recombinantes se révelaieoy faiblement synthétisées ou non
fonctionnelles dans ce systeme, l'utilisation deteers d’expression et de cellules hétes
différents seraient a prévoir. La levulRchia pastoriset le systeme baculovirus / cellule

d’insecte sont actuellement tres utilisés.

CT

Lorsqu’un systéme fonctionnel de surexpressiongéess aura été trouvé, la purification et la
caractérisation biochimique des enzymes recomhésaraurront étre réalisées. Par la suite, le
laboratoire développera des études portant sé@glalation de I'activité transcriptionnelle des
genes et les facteurs d’activation des voies adyige afin d’analyser et de comprendre le réle
joué par les enzymes lipolytiques microalgales dansnobilisation des triglycérides de
réserve ou le remodelage des phospholipides mewmibean

A terme, le laboratoire souhaite appliquer cettenm@&émarche aux autres genes d’intéréts

identifiés grace aux marqueurs de la banques ES®atirysis galbana
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Annexe 1 Principe de la réaction de polymérisation en ché@R)
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Annexe 2 : Principe de la réaction 3'-RACE (Clotec

poly AT RNA 5 - WA AN NBAAAAA-3
CNVTFTTTQG—_SW

l Standard first-strand synthesis
= = SVIART Il A sequence

! I AAAAAAVAAVAVVVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAYAY -3
3'-RACE-Ready cDNA °°% HSI%%AT/;\G 3 .

l 3'-RACE PCR
5' - ANV NBAAAAA -3
GSP2
3 NV TTTTT g —m—— 5
Firstround of PCR
Gene-specific synthesis
e==—o—————— —NBAAAAAj; -3
Long UP
3= NV TTTTT g — - 5
Next rounds of PCR )
Incorporation of suppression
PCR inverted repeat
elements: —
by Long Universal Primer
5-mmr——————— INBAAAAA ;- 3

e WV TTTTT 5

l

5o NBAAAAA; -3

—
Short UP5‘

Y- INVTTTTTy

Remaining rounds of PCR
l Amplification of 3' fragment

5 - 1-3'
3 - 1-5'

Double-stranded 3'-RACE fragment
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Annexe 3 : Principe de la réaction 5’-RACE (Clotec

+ 5 = SNV NBAAAAA -3
poly A* RNA ENVTTTTT =
5-CDS
l SMART™ first-strand synthesis
GMART WA
: \igo SNV
RNA/DNA hybrid ,_ Siiim6S N ATy o
l RT template switching
5'-RACE-Ready cDNA 5 - m—( G VWV NBAAAAA-3
3' - e C C C VTTTT T ;=5
l 5'-RACE PCR
5 — — (GG G ¢V VV VNV NBAAAAA -3
Long UP
= —— NVTTTTT, =5
First round of PCR .
Incorporation of suppression
PCR inverted repeat
elements; —=
by Long Universal Primer
v INBAAAAA;=3-3
GSP1
- INVTTTTT, =5
Second round of PCR
l Gene-specific synthesis
5t INBAAAAA 5=
Short UP — ”
3‘4:} T 1-5'
Remaining rounds PCR
l Amplification of 5' fragment

5 - -3’
3 - T 1_5'

Double-stranded 5'-RACE fragment
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Annexe 4 : Synthese des ADNCc pour la constructmradanque d’ADNc
(Stratagene)

Oligo(dT) linker-primer
TTTTTTTTTTTTGAGCTC 57

Messenger RNA template 5 mRNA AAAAAAAAAAAA 37
Reverse transcriptase
5-methyl dCTP
dATP, dGTP, dTTP
CH; CHy CHs CHy CHg Xho |
First-strand synthesis 37 TTTTTTTTTTTTGAGCTC 57
N RNA  JYYIVIIVYIIY 3
RNase H
DNA polymerase |
dNTPs
CHz CHy CHg CHg CHg Xho |
Second-strand synthesis 3~ TTTTTTTTTTITTGAGCTC 57
5 G NN . /0 AAAAACTCGAG 3
EcoR | adapters
T4 DNA ligase
EcoR | i3 Cla Crls Chis Ol Xho | EcoR I,
Adqpierqddiﬁon 37 G. TTTTTTTTTTTTGAGCTC. . .CTTAA
57 AATTC. —AAAAAAAAAAAAfTCu AG...G 37
1 Xho | restriction enzyme
EcoR | CHs CHs CHy CHy CHg Xho 1
Xho | digestion 3~ G. TTTTTTTTTTTTGAGC 5
57 AATTC. —NA/\/\A/\/\A/\/\/\/\C 37
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Annexe 5 : Liste des bases de données et des infitmnatiques

Bases de données

Blocks http://blocks.fhcrc.org/

DDJB http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html

EMBL http://www.ebi.ac.uk

GenBanK http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

INSDC http://www.insdc.org/page.php?page=home

LED http://www.led.uni-stuttgart.de/

MELDB http://www.gem.re.kr/meldb/

PROSITE http://lwww.expasy.ch/prosite/

PDB http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Swiss-Prot http://expasy.org/sprot/

TbhestDB http://tbestdb.bcm.umontreal.ca/sessfielcome.php

I. galbana http://tbestdb.bcm.umontreal.ca/searches/@sgaphp?orglD=IS
P. lutheri http://tbestdb.bcm.umontreal.ca/searchesisgaphp?orgIiD=PL
C. merolae http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/

T. pseudonana http://genome.jgi-psf.org/Thaps3/Thaps3.home.htm

P. tricornutum http://genome.jgi-psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html

C. reinhardtii  http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html

O. tauri http://genome.jgi-psf.org/Ostta4/Ostta4.hdrirel

O. lucimarinus http://genome.jgi-psf.org/Ost9901 3/0Ost9901 3.hditnd.

Outils bioinformatiques

BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Block Searcher http://bioinformatics.weizmannl&aacks/blocks search.html

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustaladiex.html

ESPript http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgniE SPript.cgi

Gblocks http://molevol.cmima.csic.es/castragablocks_server.html

GeneMark http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark

Geno3D http://geno3d-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/geno3diamat.pl?page=/GENO3D/geno3d_home.html
MUSCLE http://www.ebi.ac.uk/muscle/

pDRAW32 http://www.acaclone.com

Protein Explorer http://librairiedemolecules.edimafr/outils/pevf/pel 982/protexpl/frntdoor.htm#d
SignalP 3.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/aig

SMS http://www.ualberta.ca/~stothard/javgatndex.html
Spidey http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/

TOPPRED http://bioweb.pasteur.fr/seganal/intasdoppred.html
Webin http://www.ebi.ac.uk/Submissions/
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Annexe 6 : Séquences nucléotidiques des fragmenibfes dans le cadre du
criblage de la banque d’ADNc par PCR

5-GACGGAGGTGGCACTCGGGCGCCACTCGGGCGAGATCGACCEBE®IAGGCCCCCATGAAGAGCAAGCCAATCC
GATGGGAACCACACATCGACGAGGAGGTGCGGGCCGCCTACCAAGGACTAMBECGGTGATCTTGTCCGACAACATG
CGCCACCACACGAGCGGGAGCGGCGTCATCGGTGTACTGCAGGMIICEHFIACGCGCCTGCGGGCGCACAAGATGCA
GGAGCGACTTGAGGCGGCACTGCGCGACGCCAAGGAGCTCTCEHITGTUBIMECCGAAGCCAAGCTCGAGATGACCG
AGGCCATGCTCGCCAAGATGGACCTTGCGAAAAAGCCCAAGTGAGGAGGBBACTGTAGGGGCCATGGACGCCTTC
TTCTCCTGTTGCTTGCCGGCGAGCGCGTCTTTTCAGCAACACTT@ICGGCARAGTACTCCTCCAGTAAACTAGTGTG
TTAGCCGGTGGTAGCCAGCACTCACGTCAGCGAGATTTATTTGTTCEMEECATGCTGCCATCACACTACGTGCGCA
AGTTTTTGTCTTATCGTGTGCGGGCCTCGTCGGCGGCTCCG-3

Séquence nucléotidique du fragment d’ADNc amplifiéec les amorces non dégénérées
CmPLM1#&CmPLM3ASdans le cadre de la recherche de sondes pourbiege de la banque
d’ADNCc.

5-GAGANAGCTGGTCCTATTATTGGACTACGACAAGTTCGAGCTCATERATGCTCAAGCACCGGTGGAAGATCTCGG
TCTGCACACGGCTGGCGCAGGCGCAGTCTGAGGAGGAGAAGGONEERTBEACGATGGCCGCGGTGCCTCAAGCGGTC
GAGGTGCTGGACGCGCTCGCCGCCTCCCGCGGTCCACCTGCTAGBGARETAGTAATTTTTTTTAAAAAAGACTCG
GACAAGGGGCGGACAAAAAAAACTTGTAAGACTTAAAAAAAAAANNMMNNNNNTTTTTTTNNNGGGGNCNNGGG
CCCNTTTTTTTTNCCCCCGGGGGGGGNNCCCGGGAAANNNCCCCCNNNDIBGGGGNCCNAAAANAAAAAAAANNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3’

Séquence nucléotidique du fragment 2, amplifié dewsadre du criblage de la banque d’ADNc 2, par
PCR avec les amorc€&nPLM2Set T7AS

5-TGGAGCTCGCGCGCCTGCAGGTCGACACTAGTGGATCCAAAGRBATGAGGCTTCTTCACCATGGCGCGCGACGT
GCAAGCGCGGCTACAGGCAGGGAGACAGCCACAGGGTTCGGCGAET TUAARIIT ACAAAGCGGCGGCAACAAGCCTG
CGCCAAAATCGGGCTGCTGCTGAACACCTCCACGGGTACCTTCEXHBEITBACGGCGCCACGTCAACTCGCGTACAG
ACGGCGCCTTGTGCAGCTGGGAACTGGATCTACCGCGTCATCAJUCGPAGTBCATGCCAAGCCAGCTTCCATCTCGC
TCGCACAGTGCGCGCTGTGGTGGGCGACAGTTGGCCGCCAAGEAIGLEUWEHAIGACTCGAGATCCCAGTGCGGCACA
CCCGTCGTCGTTGCATTGCTGCGATGTTACTGTTACCGAGCTACGCATBGAGCCTCATTGGTGGCTTGCTGCTGGC
AAGCATGAATGAATGGCGTGCTGTTCGCTGTTCGTTCGCTGTTCGCTGTAGACCGGAACTCNNNGGGGGGGGGCAA
NTAANN-3’

Séquence nucléotidique du fragment 2, amplifié dewsadre du criblage de la banque d’ADNc 2, par
PCR avec les amorc@8Set CmPLM2AS

5'-CNACNCCNCACAANCAGANCAAGCAAGCGGGCTGAGGCACATEAGEGCGGAGTTGTTTTTTGGAGGGTAGCGG
CTATACCGGTGGGTGGGGATGTGTGCAGTAGTGTGGTATGTGG TREICAGIAG CACAAGCCTTTAGCCCACGTGACG
TCTCGTGGTAGGCTGTACNAGTACGTGGCACGTGGGTGGACCGGTGAGGSTGATGGAGGCGTGCTACTGTCTACAC
TGGATCCATTGAGTGTAGGCTGTGTGCGTGTGCATGCTGTGAGGICIHALITT CACAGCAGGAGGCGCATTTAAAAA
AAAAAAAAAAAAN-3’

Séquence nucléotidique du fragment 3, amplifié dewsadre du criblage de la banque d’ADNc 2, par
PCR avec avec les amordesiLipMSet T7AS

5-TCGNAACTACTCGAAGCAATGGATCGACGCCAGTCTCGCCACGUGDBICGTTAATAGTCCCACTGTCATCATCT
GCACCTCGAACCTCGGTGTGGCTTTTGCGGTCACCAAGCTTGGABBRAGNACTCTAGATTACCTCGCACGCCTGTGG
CTGTGCGGCATGAGTGAAGACACACAACACACAGCGTCATGTGABTIGTCACCACTTCTGGCCCGGCTGCGCTCTC
TCCCCTTCAGTGTCACGGTTGATTTTTGTGTGCAGCGTGACGCTBEAGBGITGGGCTGTGTCGCAGCAGGTGTGGGT
GTGAGTTTTCTAATAGCAGCGCGAATGATTCATGATTGCTTAAAAAAAAAAAANNNNNANNNNNTTTTNANNGGGNC
NGGGGCCCCNNNNTTTTNCCCCCNGGGGGGGGNNCCGGGAAANNNBCCCBNAANGGGGNNNNAAATNAAAAAAA
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3’

Séquence nucléotidique d’'un fragment , amplifiésdiencadre du criblage de la banque d’ADNCc 2,
par PCR avec avec les amor€aLipMSet T7TAS

5-TCGAAAATGTGGNTGTGCAAGCGGCCACGTGGCCCGCCCCGBCCTCGBGAGAGAATGGGGAGCGTGAGGCGGC
ATGCACATTGTAATACGTGCACACTGGTGCGCACGTCTCCACGTEABIIEESTCCAGTTGGTGTGTCGCATGCGTA
TGCGTTCTGTTTGCGATATTGTATATCGGGGTTTGATCTAAAAAAAAAAAAAACCCNNNNNTTTTTTTNNG-3

Séquence nucléotidique d’'un fragment , amplifiésdiencadre du criblage de la banque d’ADNCc 2,
par PCR avec avec les amor€aaLipMSet T7TAS
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Annexe 7

Annexe 7 : Clusters d’enzymes lipolytiques indedtéss la Base EST
d’'l. galbana(Keeling, 2006)

© 2007 TBestDB Group
tbestdb@bch.umontreal.ca

>Cluster Id : ISLO0008005, AutoFACT Annotation : Ac yl protein thioesterase 1

related cluster
5'-GCACACCGCGACGGTCATCGGCCCCATCCACGGGCTGGGCGBAFGEARATGGGCCGACGTGGCGATGCAGCTGC
AGAGTGTCATGCCGTATTGCAAGTTCATCCTCCCCAATGCGCCCGTGTGACCCTCAACGGCGGAATGTCGATGCCC
AGTTGGTATGACATCACGAGTTTGGATAAGCGCGAGTCCCAGCOGEGANMOGAAGAGTCTCGCCAGGCGATGCTCGA
CCTCATCTCCGCTGAGGTTGCGTCCGGCATCCCCCCCTCCCGCATEBUIEATTTCTCCCAGGGAGGCGCCGTCGLCC
TCTTCACAGGGGCTGCAGTATTCACACACCCTGGCCGGCGTGCTAIGEITGACTTGGCGGCGGAGGAGCGTTTCAT
ACTGGCGCCGGAGGCTGTGAACACTCCCGTCGCTCACTTTCACAGBTCBBACGGTCCAAATCAAATGGGCCCGCG
GCTCTCAGGCCCACCTGCGCGAGCTGGGCATCCGCACCTACGASGTABABGCCCCTCGGCCACAGCGCCTCGCA-
3

>Cluster Id : ISLO0006775, AutoFACT Annotation : As paraginase related cluster
5-GGGTGCACAGCGACCTGGACGCGAGGGTGACCGTGATGCGCLABGGCATCGACGACTCTGCCATCGCCGCCATG
ATCGAGCACGCGCCCGAGATGCGCGGGCTGGTGCTGTCGCTGCTAGESZGEBCCCGTCGCACAAGACCGACTTCAT
ACGGGCCATCGATATGGCTGTGAAGAAAGACATCGCGGTCCTCEINGIGRITATATCGGGGCCGTTAGACTCGAGA
CTTACGAGGTGGGCCGGCGACTCCTCGCCCTCGGCGTTGTCTCATANEENACGGAAGCTTGTGTGACCAAGCTC
GCCTATTTGAGCGGGCGCGGTTTGCGCGGCGCCTCGCTCGCACGGRTAAGCCTCCGCGGCGAGCTTACCGACGT
GGTCTCCGGG-3'

>Cluster Id : ISLO0007519 AutoFACT Annotation : Car boxylesterase related cluster
5'-GGGCTGGCATTCAAACGAGCGCTCCGGCCTCGCAGGTATTCGITATEAGAATCGCCGCTTCCTCCAAGTCGCA
ATCCTCGCTCTCGGACGGCAAAGAGGACAGCGAGACCGATTTCEGABENCESATGCCTCGATGATCGACGGATATC
TGGCGGCCCCCTCAGGTCGGATTCGGCGCACGACGTCCGAGCGATIEIERG TATCGAGCCCTCTGGTCCACACACG
CACACCGCCATTCTATTGCACGGCATGTACTGCTCTCCGGAGAGARTATHATCGGTCTACCTGCTGCTGTCAAATC
CCTTGGCCTGCTGCCAGGGATTAAATATGTCTTCCCGCATGCGCGBCCATGAGCTGGCCGACAGGCCCCGAGGCAA
ACGTTGCCTCCTGGTACAATTACTACACGCGCCGGGATGGCGAGRIBREBICTTGAATGAGGCGCACCTGGCTTCG
CAAACCCGGCGGATCCACTCCATTGTCGAGCGCGAGGCTGCGCHEBUIIMBHBCGCGCCGCATCATGCTCGGTGGGAG
CTCACAAGGGGGCACAGTCGCTCTCCATGCTACGATCAATTACCRCTGGGCGCACTGCTTTGTCTTCGCTCATGTC
TCATCGATTCGGTCACGTTTCCGAGAGACAAGCGCTCCCCCGCAFUIEEIATTCGTCTTCGCC-3

>Cluster Id : 1ISLO0003782, AutoFACT Annotation : ClI uster related to UPIO000585F8E

PREDICTED: similar to 1-O-acylceramide synthase pre cursor (ACS)
5-TGGGACATGGTGGTGCAGCTCGAGAGGGCCGGCTACCGCGCMITIMTCGGCGTGCCGTACGACTGGCGGCT
GCCGCCGACCGAGAACAAGCTGTGCGCCGACTTGGCGACGGTATATBIMIXAMACGCGACGGGGCACCGGAAGGCGC
TGCTGGTCGGGCACTCGCTCGGCAACCTGCAGCTGCTCCACTGBCTBIRATAGGCCACGAGACGCTCTCCAAGATC
AAATCGCTCATGGCCATTGCGGCGCCGCTCGCTGGCTCTCCCCABIBIGTEGTTCTCGGGTGCCGAGATGGTATC
CCGCCTCATCATCTCCGACGCCGAGACGCGAGACTTTGCCCGGGRELATBIIETACATGCTGCTGCCGGACGAGCGCA
T-3'

>Cluster Id : ISLO0000940, AutoFACT Annotation : Es terasel/lipase/thioesterase-like
protein related cluster
5’-cccctegtcttccececececgetgetcgaagcecactcgeccctegegeegt gccctaccegttgectggcaccgecgecacct

TTGCGCGCTTCAACGCCACGCCCGTCTCTGGCCGAAACCTCTTCAAGWECGGCCAGACAGTTCTCCTCTTCCCC
GGAGGAGCGCGCGAGGTCTTCAAGCGGAAGGGTGAGGACTACAGEICGBEBGGAGCCCGACTTGGTCCGCGTGGC
CGCACGGCTCAATGCGACGCTCATCCCCTTCTCCGGCCTGGGCGECGATGBCGATACTCATGGACTCACAGGAGC
TGCTCGACGCGCCGGCCGCCGGCGACTTTTTCCGCTCCCGCATTGCCTUETTTCGTCGACGGGGACGTCTTCGTG
CCGCCCGTCGGTCTCATCACGCCGCAGCGGCACTATTTCCTCTTOGAROTAGCACGCGCGACATCGACCCGGCCGA
CCGCCGAGCGTGCGAGGAGGCCTACGGCCGGCTGCGCGLCGCUEBRIGEBUBHBEACGGCTCCAGCGTGTGCGGGACA
GGGATCCGTATCGCGACCTGCTGCCCCGCACCGCCTACGAGGedgttaCTGCGGCCCCCGCGCCTGCCGAG-3

>Cluster Id : ISL00002977, AutoFACT Annotation : Es terasellipase/thioesterase-like

protein related cluster
5'-AAGAGGGGATGGCCCGCCCATCCTCATCGTGGGGAATCATCABIGGTATCAGGACCTGCCCCTCCTGGTCGAGG
AGGTCTACCGGTCCACGGGTGTGCAGCTGCGCTCCCTGGCGCATTIEIUGIHGCCGCGGCCGCCCCGACACTCAG
GAGGGCCTAGCGCGGATGAGGATGTAACGGCGGGGGGCCTACGBGGTAAELCGGGCCGCCGGGGGGGGCCAGGGL
AGCTTCGGCGCAATAGACTATTCGGCCTTCGGCGCGGTCCCTCTHUGBOGGTGTTCAAGCTGCTCAAGCGGGGGGA
GCCGACGCTGCTCTACCCGGGCGGCGTGCGCGAGGCTTTCAAGIABAGCESSAGGCCTACAAGCTCTTTTGGCCCG
ACGCGACCGATTCGGCTGACTTCGCCCC-3
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>Cluster Id : ISLO0001844, AutoFACT Annotation : Li pase, putative related cluster
5-GCTCCGGCTGGGTGCACCATGGCTGGGGTAGTGGCTACGACSIIRUIGCGCCTCATCACGGCTGTGCTGCTAGCG
CTTGAGGCTCGGCCGACGTACCGCCTCGTCGTCACCGGCCACTCEEBIIAGTIGGCCTCCATCTTTGTGGCCGAGCT
CGCCACCGTCGGAGCAGCTCAATCATCCTCGGTAGCCAGCGAATTIBRDOUBEGCCGAGGCCGGCTCTGACTCCAAAG
GCGAAGCTGACACGAAGGCTGCCGCGGCTGATGAGTCCGCCGIHEHUTAITASCCTGGGAGAGTGTTTCGGAGGTT
GCGCCGCTGCTCAGGCGACCGCTCGCGCCGCCGCCGCTGTACATZ2@UETCGATGGCCGGGAACCGCGAGTTTGC
GGCCGCCATCGATTCCGGCCTGGCCGCGCAGGGCAACGTGATGEIACAATEICACGCGATCCGGCCGTGCGTGCAC
CCAACACGCTGAATGCGGGTGGCAGCGTCCAGATCCCC-3’

>Cluster Id : 1ISL00002069, AutoFACT Annotation : Ly sophospholipase homolog related

cluster
5-CTGCCCGAACTCCGCTGCCCCTTCTTCATCGCCCACGGCCGOBITEIETCGCTGCCGGCCGGCTCGGCGCTGCT
GTACAGCGCAGCCTCCACACCCGAAGAGAGCCGGGCGCGCAAGRGIBIBGGATTCATGAGATGCTCAACTCGGAGC
AGCGCGAGGCCGTCATGCAAGACATGGTCGGGTGGATACGGTCGASMINANACAACACTTCGAGCACCAGCCGGT
GAAAAAAAAAACTCGGGGAGCGGTCGTGCACGGGTGGATCCGGBUDOCTAFBBACAAAAGTCGGAG-3’

>Cluster Id : 1SL00003216, AutoFACT Annotation : Ph ospholipase associated protein

related cluster
5'-CAGCCTGCCGTCAGTGCGAACGCCGGTGGCCCGCCCCGAGCOMUAIRTTIGGTTGCAGCGTCTCGTGGCCATGGA
GCGCCGTTTCGAGGCAGAGCGGCAGGCTCTGCTGGATCGACTCGGTGCAGACAGCCGCGCGGCCGGTGTCGTCAA
AGCTGAAACAGCTGCGCGAGGTGCTGCTGGCTGCGCTTGCCGCAEALTEAEIETCTGCCGTCTACACCACGCGGTG
CTCGATTGCGATGCGGCGCGGGTCCGGTCGCTGGTACGCGCTHEBANMGAEGCTGCGGGCGAGCCTGGTGTCCT
CCCGCTCCATCTGACCATTCTGGCGGGCGACAGGCGGCCGGGCEGABRTITGRN CGACGGCGGCGCCGATGTCGACG
CCCCCGACGCGAATGGCGTGACGGCGCTTCATGCAGCCTGCAATGTGBAGSCTCGCCTCGATCCTTCTTGCGGCT
GGCGCGGTTCCCGACGTCCGCAGCCGCTTCGGAGTGTTCCCTCECAHGIGTGGGCAAACTCGGCTGAGGCGGCega
gGCGATGCTGGGGGCAGGTG-3'

>Cluster Id : ISL00001076, AutoFACT Annotation : Ph ospholipase/Carboxylesterase
related cluster
5’-aattctgcagatatttggaggctttcgtTGGTTCGAGGGGTATTCTTC GGCCCCAGAGCAGATTGCGCTCGACAAGACCG

TCGGTTCGTCGTCAGATGCTGTACTTGCATTTATTGAGGAAGCGRAGIGTGEGATCGATCCGAAGCGAGTCTTCCTG
CTGGGATTTTCGCAGGGCGCCACACTCGTTTGGACGACCCTCTTBIGUAGBGCCCCGGGCTCATCGCCGGCGGGCT
AACACTGTCTGGCCGGCTGTTTCCTGAGCTAATGCAGGCTGGTACIGKLICGTCTCGCCGACCCGACGCAGCTGA
GGGATTGTGCCGTCTTTGCCTCACACGGCGCCCAAGACTCGGTTAGIIBGCGGGCGCTCGAATGAGCGGCTGTTT
CGAGACTGGGCACCGGGTGCGGACTTAATATATAAGGAGGACCGREEIUASIMGATATCGAAGGCCGTGGCTGCTTC
AATGTCCCAATGGTTCCGTCGGTATGTCTCCGGAGCATCAAAGGGTSBEBSTTCCAGCGGCGAGCAgCACCCGTCC
ATAGAGCAGGCTGTGGAAGCCAACCTTTGTCGATGACGCGCCAARRGCGABICGTGCGGTCCACGCGCCCCTCAAAC
ATTCGAACGCTCGTCTCC-3

>Cluster Id : ISL0O0003195, AutoFACT Annotation : PI cdl phospholipase C, delta 1
[EC:3.1.4.11] [KO:K05857]
5’-cggcgatgcaacagtccatctgctcgeggcetgeggcectggecacgegg ccgatttcggetcggCGCACGgCCGCGATCGG

GACTCGGGATCATCGGGTGTGCCATCAACGCACACCACCAGTCEBEUIEIHRTCAACGCCGAGGCGGAGGCCGAGGC
GCGCGTGGCCTTCGCGGCGCACGCCTCACGGGTCCACGGCACEBCTEBEAGACGAGCTGCTGGGCGTGGTGGCCG
ACTCTGAGCTCAACGGCGCGGTGCACCCGCGGGAGAGCCGGGREREGBAGGAGCCGCTGGCGCACTACCTCATC
TTCTCCAGCCACAACACTTACCTCATCGGCGAGCAGGTGATGCEEIEIEICTACGGCCTACTCGCGCGCCATCGAGAT
GGGCTGCCGGTGCCTCGAAATAGACTGTTGGGATGGGGGGTGAUEUREGAGCACATAGTGACTCA-3’

>Cluster Id : ISLO0006895, AutoFACT Annotation : [R ] COGO0400 Predicted esterase
5-TGGCAAGGGATGCGTGAGGGCGAAAATGAGAAGGGACCTCT@GAMIETITGATGGAGAGCCCGTGGACCGCTGCAGT
GATTTGGCTCCACGGCTTTGGCGATGAACCCGAGGCATGGGCCGALGBAGATAGGCGAGCAAGGCCGTCTTGGG
CCTGGGTCTTCCCTCGGGCGAAGGTACTGCCGCAGCCTTGCTAGGGMEEEGACCGCATGGGCGAGTTTTCTGGAC
GCTGAGGTCATCCGCCCGGGTGGCGCTGATTACGACTCGAGCGUI RTBMMGACAGTCGCTCTCATCCATCGCAG
CGTTGATGCGGTACGTGCACG-3

>Cluster Id : ISLO0006799, AutoFACT Annotation : tr EST Lipase-like protein related
cluster

5'-GGAATTCTGCAGATAGGAATTGAAGAACGAGGAGGGCGAGGUARBATGLCACGGGTTAGGATCGGGATTGGCGCA
GCGGCCGCGTTGTTCGCTGTTGGTTTCATTTATTTCGTTGGTGACANTEGNICGATGGAGGCAATGAGGGTGCGGCAA
CAGTGGCGAGGCGGTGCGAGTCGAGGCGCGGCAGCTTGAGACGBGGEGGABATGACATGGCAGGAGGTCCACAT
CCGTCCCATGCATGTGTCACGTGGTGATTGGGGTAACGCGTTTTGBGITEGIATTGGGAGCCTCGGGCACGCCGTG
CGGTGGAGGCCCGTTCTTCCGTTGCATGGGTGTACATTGAGCTAARIATGAICGGATGGATCGCCAGCCAGATCGGT
GGATCTCCGGAGGCATGGCTCCAAATGCAATGCACAGGAATAGARBERAGASGATGGAGACCCCGGATCGCTGGAT
CGCACGTGGACCATCTGGTGGAAGAAGGTTGAGCTCCCGTTATT-3
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>Cluster Id : 1SLO0003084, AutoFACT Annotation : tr EST Putative GDSL-motif

lipase/hydrolase protein related cluster
5'-ATCGCTCTCCATCGAGGGACTCGCACTGCTGTGGCCCCCTCGBCAGGGCCACCCTGTTTGTAGCGGGCGGCTTT
GGTGCGGCCATTCCCGCTCCAGTGCCCGTGCCCTCTTCCACTGCABGTAGECAGCACCCCTTCCACCGCCACCGC
TAGTGTCTCCAATATTGGGGCGGGGCTGCCGGTTGGGCTCAAGAGI B2 CCTCCCTCGAGACCTGGGACAGC-
3

>Cluster Id : ISL0O0002709, AutoFACT Annotation : tr EST Putative GDSL-motif
lipase/hydrolase related cluster
5’-ctggcagctgeggttgcggggcecgtcaagttccacgccaaggggcecgce aactctttaatgcgctgtgccactgccgeggce

TGTGCACGGGTGACGGGGGCGACGCCGGTGCACATCATAGGTEXEIGMEGBCAGCGATAGGTTGGAGCTGGTGC
GGAGCGATTGATGGGGCATTTTGGCACATCTGGAGAACAGTGGCAKIGAGEAGCCCTGAGCGACCGGCTCGACCTC
TCTCTGACTGTAGGCATTCCAAAGGAGGGCTTCGAGATCACAGAGEGRARIGI GAAGTGGGCAATGGGTCGCGGCAA
CATGGAGCACATTTTCTGCACCGAGTGCGGCACCGCCCTGATCUEACANGEEBGICGCGGCGCTCTTCCCGCCAAACT
TCTGGCTGGAGACCCCTGACCCCTCCTCCAAGTGCGGTGTGAGTBERCAIRGGAGCTGCTGCCCAACCGGCACTAC
AAGTATGAGAACCGCCACCAGGACTGGAACGACAATCTGCCCAAFHIBABACGAGTCGCCCCGCGTCAAGAACAA
CGGCTTCGCCATCTTTACTACTGACCTAGAGTCTACAAAGGACCGASTEBENCACGTCCTGCTGCGTCATCTCATAGC
CACCGGAGCAGTGGCCAATGGATCTCGTAGGATCTCTGGGCTGGEAGRTBTCACCCATTCGCTTTTATGCTCTTT
TGTACGGGGCTCTCTGCGCACACGCACTACACACGCACGCGGCEEUAGCGGTGATCACGGGCCGTGAGATTAAAA
GCAACTCAATAAAAAATAG-3
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Annexe 8

Annexe 8 : Profil des blocs A, B, C, D, E et F (fat WebLogo) de la famille
Lipase 3 indexée IPB005592 dans la base de doiiéelss.
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O~

PSSN of IPBOOSS92D (Lipased Ni:i 22 sequences.

PSSM of IPBOOSSO2E [Lipased N;) 22 sequences.

roomgdnuhooe

=

PSSM of IFBMSS92F (Llpase3 Wi 12 sequences.
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Annexe 9

Annexe 9 : Alignement des séquences génomiqueA&XNic d’IgLip

CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment
Les séquences introniques sont surlignées en gris.

IgLIPADN  AGGCGGCCAAACATGCGCAGGCGGCGGCGGCGAABGBTGTCCTGGCGAGCCACGCCA 60
IgLipADNC ~ ------------ ATGCGCAGGCGGCGGCGGCGAAAGA GGCTGTCCTGGCGAGCCACGCCA 48

*kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

IgLIpPADN  TGGCGCAGCGATTTGGATTCCGACCTGCGTACTTT@AACGTGGCGCTCCTGCCGGCCG 120
IgLIpPADNc TGGCGCAGCGATTTGGATTCCGACCTGCGTACTTTBBACGTGGCGCTCCTGCCGGCCG 108

IgLIPADN ~ GCAGACAATGAGGCGTTGATCGCCGAGCGTCTCCGRBIGCCCGCCGGGTGTGGGCCACC 180
IgLipADNc  GCAGACAATGAGGCGTTGATCGCCGAGCGTCTCCAGICCCGCCGGGTGTGGGCCACC 168

IgLipADN  GTCAATGCGCCGCTGCTGCTCGAGCTCGCGGCGGOBTTGTGCCCACCACAAATGGTC 240
IgLIpADNc  GTCAATGCGCCGCTGCTGCTCGAGCTCGCGGCGGUGECTGTGCCCACCACAAATGGTC 228

IgLIPADN  GTTCGCTGGACGTGTTCACGCTGCGGAGGGACTGGWICAGCCCGATCCGCAAGTCATC 300
IgLipADNc  GTTCGCTGGACGTGTTCACGCTGCGGAGGGACTGGGTAGCCCGATCCGCAAGTCATC 288

IgLipADN  ATCGCAGACGGCGGCTCCTTCCTCGCGCTAGTGGGMPAATGAAGCCGAACAGTGCGCG 360
IgLIipADNc  ATCGCAGACGGCGGCTCCTTCCTCGCGCTAGTGGGTAATGAAGCCGAACAGTG---- 344
*kkkkkkkkkkkkkkkkkk

IgLIpPADN  GCCGCCTGCCTGTTTGCCTCGCTGGCAGTGCCCCTGTAAACTAAACAACGACTCGCTC 420
IQLIDPADNC  m-mmmmmmmmmmmm e e

IgLIpADN  CACGGCACCAGCGCCACAGCTTGGCAACCAATGGTEATTCCGCCCGGCTGCCTCAGCG 480
0707 B o —

IgLIPADN  GTGTGCTCACACGTACTTGCTTTCCTCTGCTGCGTOCTGCCACAGGTGGGTGGTGGTCG 540

IgQLIDPADNC  —--m-memmmmmmmmmm e e GGTGGTGGTCG 355
Kkkkkkkkkkkk

IgLipADN  CCTTTCGCGGCTCTCTCGACGGCAACCTAGGGGCTEGGTCGCAACTTGCAATGCTGGA 600

IgLipADNc  CCTTTCGCGGCTCTCTCGACGGCAACCTAGGGGCTEGGTCGCAACTTGCAATGCTGGA 415

IgLIPADN  CCGACCCGAGGAGCTTCCACAATTGCTCCGGCTGCBIACCATGGCTGGGGTAGTGGCT 660
IgLipADNc  CCGACCCGAGGAGCTTCCACAATTGCTCCGGCTG@HRIACCATGGCTGGGGTAGTGGCT 475

IgLipADN  ACGACATGCTTCGCGCGCGCCTCATCACGGCTGTGGTTAGCGCTTGAGGCTCGGCCGA 720
IgLipADNc  ACGACATGCTTCGCGCGCGCCTCATCACGGCTGTGEITAGCGCTTGAGGCTCGGCCGA 535

IgLIPADN  CGTACCGCCTCGTCGTCACCGGCCACTCTGCCGGQEBBCACTGGCCTCCATCTTTGTGG 780
IgLipADNc  CGTACCGCCTCGTCGTCACCGGCCACTCTGCCGGCGBEACTGGCCTCCATCTTTGTGG 595

IgLipADN  CCGAGCTCGCCACCGTCGGAGCAGCTCAATCATCCEGTAGCCAGCGAATCGTCCGCGT 840
IgLipADNc  CCGAGCTCGCCACCGTCGGAGCAGCTCAATCATCCIGTAGCCAGCGAATCGTCCGCGT 655

IgLIPADN  ACCGCGCCGAGGCCGGCTCTGACTCCAAAGGCGAAGBCACGAAGGCTGCCGCGGCTG 900
IgLipADNc  ACCGCGCCGAGGCCGGCTCTGACTCCAAAGGCGARGRCACGAAGGCTGCCGCGGCTG 715

IgLipADN  ATGAGTCCGCCGCCGCCTCCAGCTCCATCGCCTGGEAGTGTTTCGGAGGTTGCGCCGC 960
IgLipADNc  ATGAGTCCGCCGCCGCCTCCAGCTCCATCGCCTC@AMSTGTTTCGGAGGTTGCGCCGC 775

*

IgLiIpADN  TGCTCAGGCGACCGCTCGCGCCGCCGCCGCTGTACALCTTCGCCGCGCCGATGGCCG 1020
IgLipADNc  TGCTCAGGCGACCGCTCGCGCCGCCGCCGCTGTACATCTTCGCCGCGCCGATGGCCG 835

IgLIPADN  GGAACCGCGAGTTTGCGGCCGCCATCGATTCCGGCGEICCGCGCAGGGCAACGTGATGC 1080
IgLipADNc  GGAACCGCGAGTTTGCGGCCGCCATCGATTCCGGGGICCGCGCAGGGCAACGTGATGC 895

*

IgLipADN  TACGTGTGGTCAATGCACGCGATCCGGCCGTGCGTAOCCAACACGCTGAATGCGGGTG 1140
IgLipADNc TACGTGTGGTCAATGCACGCGATCCGGCCGTGCGRBTCAACACGCTGAATGCGGGTG 955

IgLIPADN  GCAGCGTCCAGATCCCCTGCCCAATGGGGGGCGAGGAGTTTTCACATGCGGGGCAGG 1200
IgLipADNc  GCAGCGTCCAGATCCCCTGCCCAATGGGGGGCGAGGAGTTTTCACATGCGGGGCAGG 1015

*
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IgLipADN  AAGTGTGGCTGACAAACGCTGCCGACGCCGACATCBRAGGCGCAATTCTGCAACAGCT 1260
IgLIpADNc  AAGTGTGGCTGACAAACGCTGCCGACGCCGACATEMAGGCGCAATTCTGCAACAGCT 1075

IgLIPADN  CAGGCGCGTTCGGGGACGGCGATGACGCCAGCATGBACCCGAACCCGCTGTGCTCCA 1320
IgLipADNc  CAGGCGCGTTCGGGGACGGCGATGACGCCAGCATGEACCCGAACCCGCTGTGCTCCA 1135

IgLipADN  GCTCCCTCGGCGAGTCGAGCCTGACTTGGGTACGGIAAAAGCCGAAGCCGCTAAGAGC 1380
IgLIpPADNc  GCTCCCTCGGCGAGTCGAGCCTGACTTGGGT------ -m--mmmmmmmmmmmmmmmeee 1166

IgLIpPADN  CACAATGGCCACCCCCCAAGACGCGCGCACACTGTGCGATTAGCACTTGCGGATGCCC 1440
IgQLIDPADNG ~ =---mmmmmmmmmmmcomcceeceeeeeeeee e

IgLipADN  GTCTCATTCCGTCTGCGGCCTCGCGCTCAGGTCCABCAACTCATACCTCGGCGTCGAC 1500
IgLipADNCc CCACC ACAACTCATACCTCGGCGTCGAC 1194

*kkkk
IgLipADN  ACAGGCGCGTGCCCCGATACGATGGATGCGAATCAGGEGAAGAGTACATCAAGTATACC 1560
IgLIpADNc  ACAGGCGCGTGCCCCGATACGATGGATGCGAATCAIGAAGAGTACATCAAGTATACC 1254

IgLIpPADN  AAGAGTCTCCACCCGCAGTTGAGACACGTCGGCTATGEGAGGACGCACCGGACGGCGGT 1620
IgLipADNc  AAGAGTCTCCACCCGCAGTTGAGACACGTCGGCTAGBGAGGACGCACCGGACGGCGGT 1314

*

IgLipADN  TTCGACAGCACGGTGCAGCGGTCCGAGGCGGAGCBEGGCGACATACTCGTACGGATGA 1680
IgLipADNc TTCGACAGCACGGTGCAGCGGTCCGAGGCGGAGCBBIBCGACATACTCGTACGGATGA 1374

IgLIpADN  TGTCCGATGGTGCA 1694
IgLIpPADNC ~ --------------
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Annexe 10

Annexe 10 : Profil des blocs A et B (format WebLpde la famille
Phospholipase / Carboxylestérase indexée IPB0084d$ la base de données
Blocks.
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PSSN of IPBO0O3L40A (PLP_Cesterase;) STOsequences.

Da....

PSSM of IPBOOAL4OB (PLP_Cesterase; ) 570 sequences,
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Annexe 11

Annexe 11 : Extraction de signaux phylogénétiqiesdés avec Gblocks

Nombre de séquences : 60 / Type d'alignement épres / Positions sélectionnées :174

250 260 270
+ + +====
D.virilis AAW4 NAVSQALKPSQWLSV-------nnmmmmmnne-
D.montana ABU80 NTVNQALKPSQWLSV------mnnnnmmmmnnn-
D.americana AB NTVSQALKPSQWLSV

D.littoralis AB NSVSQALKPSQWLSV------mnnnmmmmemeem
TpPLip/CEstl  PRSFIHPTAAMSTAN-------------=-----
O.sativa_509295 ------ MEPATSRAP----m-mmememmemeeee
O.sativa_CAE028 MAA:

O.sativa_CAE028 --------- MAAAAA--—-—mmmmmmmmmmmee
Athaliana_1523 MRTSRLKKPIVLLTIALLSSVFFFAFFFLNKSDV
A.thaliana_BAC4 MRTSRLKKPIVLLTIALLSSVFFFAFFFLNKSDV
P.aeruginosa_A8 ----- MSEPLILDAP----mmnmmmmmmmemmem
P.fluorescens_Q ----- MTEPLILQPA------mmmmmmmmmmeev
P.putida_AAN669 ----- MTNPLILEPQ--------nnnmmmme-
IgEstl_CA002582 MSTAAGAAPPRITQD---
PtPLip/CEst FQTFRKDGTITVTPK-----------emmmmmmm
TpPLip/CEst2
D.discoideum_EA MIKTILKNSYIQKE|----------=snnnn---
C.albicans_6847 TTESMSVSAIRIPAN----- --
D.hansenii_5042 SKKMSQLIPAVRVAA--------=-=-=-----
Y .lipolytica_50 ---MPPYPAVRIPAK----------
S.japonicum_AAD -MANKLLPAAVVASR---------mn-nnnnn--
S.mansoni_AAC62 IDMANKLLPAAVVAS----
C.briggsae_ CAE6 MSRIANGEPAVVRAR----
C.elegans_T2332 MSAVSNGNPSIVSPR----
S.purpuratus_72 YSSMAACTGPALLPS-------------------
T.nigroviridis_ MSVPLLANAVTVSGT-------
D.rerio_4115218 MSVPLLAEAVTVPGT-------mmnnnmemmnnn
S.tropicalis_ AA MSVPLLTDAVTVPAG-------------------
X.tropicalis_45 MSVPLLTDAVTVPAG------
X.laevis_AAH443 MSVPLLTDAVTVPAG--
G.gallus_507598 MSVPLLADAVTVSGA-------nnnmmmmmme-
P.troglodytes 5 MSVPLLTDAATVSGA-------------------
C.familiaris_73 MSVPLLTDAATVSGA------
H.sapiens_AAC72 MSVPLLTDAATVSGA-------------------
M.musculus_7242 MSVPLLTDAATVSGA--------mmmnmmmmmmn
R.norvegicus_13 MSVPLLTDAATVSGA--------mmnnnmmmnnn
T.nigroviridis_ MSAPL---PAIVPAA-----------
X.laevis_AAH733 MSAPL---PAIVPAA---
X.tropicalis_AA MSAPL---PAIVPAA-------------------
G.gallus_507376 MSAPL---PAIVPAA-------mmmmmmmmmnen
M.musculus_P978 MSAPM---PAVVPAA.---
O.cuniculus_0O77 MSAPM---PAVVPAA----
R.norvegicus_ P7 MSAPM---PAVVPAA--------wmmmmmeeean
B.taurus_777363 MSAPL---PAIVPAA--------mnmemmmene-
O.cuniculus_AAC ASVPAA
H.sapiens_07560 MSTPL---PAIVPAA-------------------
P.pygmaeus_CAH9 MSTPL---PAIVPAA---
D.melanogaster_ ----- (VYN =1V/\V/ =1\ p——
A.gambiae_31239

A.fumigatus_709 --MAPPRAPYIVPAL-------------------

A.niger_1395827 ---MATRAPFIVPAL-------

A.oryzae BAEG627 ---MATRAPFVVPAL----

N.crassa_CAC100 MASLARRPPLLVPAV----------memeounmme

G.zeae_EAA74608 -MSSGRIAPLVFPAA-------------------

M.grisea_EAA475 --MPNYPAPLRFPAA--------------m----
HitHHHH
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-------- QELQAIPAVD----ELTL
-------- QELEAIPSVD----ELTL
........ QELQSIPAVD----ELTL
-------- QELQAIPAVD----ELTL
-------- QELQAIPAVD----ELTL
-------- QCDNSKSAII-FLHGLGD
-------- R----SRFVV-WLHGLGD
———————— A--GGYGRVL-WLHGSGQ
----------- RNRSFVL-WLHGLGD
SSTSALRNRDSMARTFIL-WLHGLGD
SSTSALRNRDSMARTFIL-WLHGLGD
----------- NADACII-WLHGLGA
———————— K--PADACVI-WLHGLGA
———————— K--TADACVI-WLHGLGA
NLITIAPGEGMPHTATVIGPIHGLGD
-------- NEAEQSALVV-ISHGLGD
_____________ SATIV-ICHGLGD
———————— T--THSATVI-FSHGLGD
-------- GS-SAKAAVI-FLHGLGD
-------- TAKPAKSAII-FVHGLGD
-------- A--AHTATVI-FLHGLGD
-------- S--KHTATLI-FLHGLGD
-------- RS-KHSATLI-FLHGLGD
--QHKGTII-FLHGLGD
--EHKGTLI-FLHGLGD
--KHTATVI-FLHGLGD
--KETAVVI-FLHGLGD
--KETAVVI-FLHGLGD
--RETGAVI-FLHGLGD
--RETGAVI-FLHGLGD
--RETGAVI-FLHGLGD
--RETAAVI-FLHGLGD
--RETAAVI-FLHGLGD
--RETAAVI-FLHGLGD
--RETAAVI-FLHGLGD
--RETAAVI-FLHGLGD
--RETAAVI-FLHGLGD
--RATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KATAAVI-FLHGLGD
--KQTATLI-FMHGLGD
_____________ MLQLI-FLHGLGD
--RHTATLI-FFHGLGD
-------- SGVKPTATLF-FLHGLGD
--AHTATVI-FLHGLGD
--KHTATVI-MAHGLGD
--KHTATVI-MAHGLGD
--KHTATVI-MAHGLGD
--KHTATVI-MAHGLGD
--RHTATVI-FIHGLGD
--QHTATVI-FVHGLGD
--RHTATVI-FIHGLGD
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Annexe 11

310 320 330

+ + +====
D.virilis AAW4 ERLENMSLEKGAELLQQVY--------- HLSQIN
D.montana ABU80 ERLENMSLEKGAELLQQVY--------- HLSQIN
D.americana AB ERLENMSLEKGAELLQQVY--------- HLSQIN
D.ezoana AAW476 ERLENMSLEKGAELLQQVY--------- HLSQIN
D.littoralis AB ERLENMSLEKGAELLQQVY--------- HLSQIN

TpPLip/CEstl SPAGWSSLERNLPSLRPKLG------- DGVHYVF
O.sativa_509295 TGRANEFLADS-FPTTAAF-------- ADARWAF
O.sativa_ CAE028 TGEESRAQVAP-YFAAPEL-------- ASVRFSF
O.sativa_CAE028 SGPANEPIRN--FFSAPEF-------- RLTKWAF
A.thaliana_1523 SGPANEPIKT--LFRSQEF-------- RNTKWLF
A.thaliana_BAC4 SGPANEPIKT--LFRSQEF-------- RNTKWLF
P.aeruginosa_A8 DRTDFKPVA---EALQMVL-------- PSTRFIL
P.fluorescens_Q DRYDFLPVA---EALQETL-------- LSTRFVL
P.putida_AAN669 DRYDFLPVA---EFMQERL-------- LSTRFIM
IgEstl_CAO002582 SNMGWADVA---MQLQSVM-------- PYCKFIL
PtPLip/CEst SAEGFADVA---ETLAMQM-------- PHVKFVL
TpPLip/CEst2 TAQGWEDVA---RNFASKL-------- PYAKFIL
D.discoideum_EA SGAGWIEVME--EIQSRNN-------- GHIRFIC
C.albicans_6847 SGDGWSWLPQLVSQSKLIN-------- DPINYVF
D.hansenii_5042 SGSGWS------ WFPQLAKQSNIIKNCDSINYVF
Y lipolytica_50 SGAGWMFLAEE-ARKAQRL-------- NHVKFIF
S.japonicum_AAD TGHGWSD-----TLRQYVP--------NYFKVIC
S.mansoni_AAC62 TGHGWSD-----ALKEYVP-------- DYFKIIC
C.briggsae_CAE6 QGTGWADA----FSTEARH-------- DNIKAIC
C.elegans_T2332 QGHGWADA----FKTEAKH-------- DNIKFIC
S.purpuratus_72 QGHGWCS-----SFEEIKE-------- PHIKYIF
T.nigroviridis_ TGYGWAE-----TLTEIQP-------- PYVKFIC
D.rerio_4115218 TGHGWAD-----AMTSIRL-------- PYIKYIC
S.tropicalis_ AA TGHGWAE-----ALSAIRL-------- PHVKYIC
X.tropicalis_45 TGHGWAE-----ALSAIRL-------- PHVKYIC
X.laevis_AAH443 TGHGWAE-----TLSAIKL-------- PHVKYIC
G.gallus_507598 TGHSWAE-----ALSSIPL-------- PYVKYIC
P.troglodytes_ 5 TGHSWAD-----ALSTIRL-------- PHVKYIC
C.familiaris_73 TGHSWAD-----ALSTIRL-------- PHVKYIC
H.sapiens_AAC72 TGHSWAD-----ALSTIRL-------- PHVKYIC
M.musculus_7242 TGHSWAD-----ALSTIRL-------- PHVKYIC
R.norvegicus_13 TGHSWAD-----ALSTIRL-------- PHVKYIC
T.nigroviridis_ TGHSWAD-----TFAGLRL-------- PHVKYIC
X.laevis_ AAH733 TGHGWAE-----AMASIKS-------- PHVKYIC
X.tropicalis_ AA TGHGWAE-----AMASIKS-------- PHVKYIC
G.gallus_507376 TGHGWSE-----ALAGIKS-------- PHVKYIC
M.musculus_P978 TGHGWAE-----AFAGIKS-------- PHIKYIC
O.cuniculus_0O77 TGHGWAE-----AFAGIKS-------- PHIKYIC
R.norvegicus_P7 TGHGWAE-----AFAGIKS-------- SHIKYIC
B.taurus_777363 TGHGWAE-----AFAGIRS-------- AHIKYIC
O.cuniculus_AAC TGHGWAE-----AFAGIRS-------- SHIKYIC
H.sapiens_07560 TGHGWAE-----AFAGIRS-------- SHIKYIC
P.pygmaeus_CAH9 TGHGWAE-----AFAGIRS-------- SHIKYIC
D.melanogaster  TGHGWSS-----ALAAIRP-------- PFMKVIC
A.gambiae_31239 TGHGWAT-----SMGALRT-------- PDMKVIC
A.mellifera_481 TGHGWAS-----SMGAVRS-------- PHIKVIC
U.maydis_710031 SSAGWSDVAQM-LSQRPSL-------- SHVRFVL
F.neoformans_EA SGHGWLPVA---KMLWSSF-------- PNVKWIL
E.nidulans_EAA6 SGAGWVSLAHN-WRRRGLF-------- EEVTFIF
A.fumigatus_709 RMSLAQN-----WRRRGMF-------- DEVAFIF
A.niger_1395827 SGAGWMALAQN-WRRRGMF-------- DEVAFIF
A.oryzae_BAE627 RFGAYACKN---WRRRGLF-------- EEVTFIF
N.crassa_ CAC100 TGHGWASAVEQ-WRRRQRL-------- DEVKFIL

G.zeae_EAA74608 TGHGWASAVEN-WRRRQKM-------- DEVKFIL

M.grisea_ EAA475 SGHGWAPAVEN-WRRRQKL-------- DEVKFIL
HHHIT i
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HDVEPNFVPSNIQVYVP---------
HDVEPNFVPNNIQVYVP--
HDVEPNFVPSNIQVYVP---------
HDVEPNFVPNNIQVYVP---------
HDVEPNFVPSNIQVYVP---------
PPAPTISLTINDGMMMPGWFDLYDWP
PTAPTAPVTCNRGMLMPSWFDIHDAP
PTAPTSSIPCYGGEVITAWFAIPEVP
PSAPNSPVSCNHGAVMPSWFDIHELP
PSAPPNPVSCNYGAVMPSWFDIPELP
PSAPPNPVSCNYGAVMPSWFDIPELP
PQAPSQAVTVNGGWVMPSWYDILAF-
PQAPTRPVTINGGYEMPSWYDIKAM-
PQAPTRPVTINGGYAMPSWYDIKAM-
PNAPVRPVTLNGGMSMPSWYDITSL-
PTAPTQPVTMNMGMSMPSWYDIVGL-
PTAPTRKITMNMGMSMPGWYDIVGL-
PNAPIQAVTLNGGFKMPSWYDIKSL-
PNAPKIPVTINNGFAMPAWFDIYELG
PNAPLMPITANGGYVMPGWFDIYEFG
PEAPQQPVSLNFGMRMPSWYDIKELA
PHANSIPVTLNGGMCMPAWYDIFAL-
PHANSIPVTLNGGMCMPAWYDIYAL-
PHSAERSVTLNMGMRMPAWYDLFGL-
PHSSERPVTLNMGMRMPAWFDLFGL-
PNAPNNPVTLNMGMVMPSWEFDIISL-
PHAPTIPVTLNKNTMMPAWFDLIGL-
PHAPRIPVTLNLKMTMPSWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPAWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPAWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPAWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPSWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPSWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPSWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPSWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPSWFDLMGL-
PHAPRIPVTLNMKMVMPSWFDLMGL-
PHAPVMPVSLNMNMSMRSWFDIHGL-
PHAPIMPVSLNMNMAMPSWFDIIGL-
PHAPIMPVSLNMNMAMPSWFDIIGL-
PHAPFMPVTLNMNMAMPSWFDIIGL-
PHAPVMPVTLNMNMAMPSWFDIVGL-
PHAPVMPVTLNMNMAMPSWFDIVGL-
PHAPVMPVTLNMSMMMPSWFDIIGL-
PHAPVMPVTLNMNMAMPSWFDIIGL-
PHAPVMPVTLNMNMAMPSWFDIIGL-
PHAPVRPVTLNMNVAMPSWFDIIGL-
PHAPVRPVTLNMNMAMPSWFDIIGL-
PTAPTQPVSLNAGFRMPSWFDLKTL-
PTAPNMPVTMNGGFRLNSWFDLKSI-
PTASTMPVTLNAGFRMPSWFDLRSL-
PNAPIQPVTLNMGMPMPSWEFDILALD
PHAPTIPVSLNHGMAMPSWFDIRHLD
PNAPMIPITVNFGMSMPGWYDITKLG
PNAPMIPITVNFGMTMPGWHDLTKLG
PNAPMIPITVNFGMSMPGWYDISKLG
PNAPMIPITVNFGMSMPGWYDLSKLG
PHAPSIPITANWGMKMPGWYDIFAID
PHAPQIPISVNMGMRMPGWFDIKQLG

PHAPTIPVTCNMGMRMPGWYDIKSID




Annexe 11

370 380 390 410 420
+ + +==== +
D.virilis AAW4 ------ KPNGDK----IVAPINEMIQRLKQKQ-N ~ -FG--------- QDEVTIIVTGLPQT

D.montana ABU8O ------ KPNGDK----IVAPINEMIQRLKQKQ-N
D.americana AB ------ KPNGDK----IVAPISEMIQRLKQKQ-N

---QDEVTIIVTGLPQT
---QDEVTIIVTGLPQT

D.ezoana AAW476 ------ KPNGDK----IVAPINEMIQRLKQKQ-N  -FG--------- QDEVTIIVTGLPQT
D.littoralis AB ------ KPNGDK---IVAPINEMIQLLKQKQ-N  -FG-------- QDEVTIIVTGLPQT
TpPLip/CEstl  I-----GINAKDDQEGKLAAANVIEETVKRLE-E ----ISPSRIIVGGFSQG
O.sativa_509295 |-----TSVSVRDEEDVLRAVQSVHAMIDREI-A ---TNPQDVFVFGLSQG
O.sativa_CAE028 |-----TARTARDEKEVLKAVERVHEMLDGEV-A  -AG--------- TSPSNIFVCGLSQG
O.sativa_CAE028 M-----SSGSPQDDSGVLKAVENVHAMIDKEV-A -DG--------- IPPENIFVCGFSQG
A.thaliana_1523 L-----TAGSPKDESSLLKAVKNVHAIIDKEI-A ---INPENVYICGFSQG

A.thaliana_BAC4 L-----TAGSPKDESSLLKAVKNVHAIIDKEI-A ---INPENVYICGFSQG

P.aeruginosa_A8 ------ SPARAIDEDQLNASADQVIALIDEQR-A  -KG--------- IAAERIILAGFSQG
P.fluorescens_Q ------ SPARSISLEELETSAKTVTDLIETQQ-R ~ -TG--------- IDTSRIFLAGFSQG
P.putida_AAN669 ------ TPARAIDEAQLEESAEQVVALIKAEQ-A -—--IDLTRIFLAGFSQG
IgEstl_CAO02582 ------ DKRESQPCTGIEESRQAMLDLISAEV-A ---IPPSRIAIAGFSQG
PtPLip/CEst  ------ DERANENCKGIEISRTRITSILEEEHAN  -TG--------- LPYRRMVLAGFSQG
TpPLIip/CEst2  ------ DKRSNENCPGIDESQTRILDILKSEN-D ~ -AG--------- IHYNRMVLAGFSQG

D.discoideum_EA ------ SSRGDEDPAQVDESKNIIETIIKHEM-E IPAERIIIGGFSQG
C.albicans_6847 ------ NPHAKQDVTGFFKSCEVLKEFILEQH-N IPLEKIIIGGFSQG
D.hansenii_5042 ------ NPEAKQDIDGFHKSCETLKSLIKEQI-D ~ NHD--------- IPADKIIIGGFSQG
Y lipolytica_50 ------ NVNAAQDQEGILESVGRLESLIKEET-D ---VPANRIVIGGFSQG
S.japonicum_AAD ------ SENAKQDEPGIKGASVELGKFVDAKI-K -—--IPVENIVIGGFSQG
S.mansoni_AAC62 ------ SENAKQDEAGIKEASLELGKFVDAEI-K ---VPIGNIVIGGFSQG
C.briggsae_CAE6 ------ DATAREDADGIQAAAQYVHHLIDEEI-N ---IPADHIAVGGFSMG

C.elegans_T2332 ------ DPNAQEDEQGINRATQYVHQLIDAEV-A ---IPASRIAVGGFSMG
S.purpuratus_72 ------ GAEGKEDKEGILKASANLLKMVAEEE-S ---IAPNRIVIGGFSQG
T.nigroviridis_ ------ SHDSPEDETGIKKAAETIKALIEHEA-K ~ -NG--------- IPPHRIILGGFSQG
D.rerio_4115218 ------ SPESPEDEAGIKRAAENIKAIIDHEV-K ~ -NG--------- IPSNRIVLGGFSQG
S.tropicalis_AA ------ SPDAPEDEAGIKKAAESIKTIIEHEV-K ---IPANRIVLGGFSQG
X.tropicalis_45 ------ SPDAPEDEAGIKKAAESIKTIIEHEV-K ---IPANRIVLGGFSQG
X.laevis_AAH443 ------ SPDAPEDEAGIKKAAESIKTIIEHEV-K ~ -NG--------- IPANRIVLGGFSQG
G.gallus_507598 ------ TPDAPEDEAGIKKAAKSIKAIIEHEM-K  -NG--------- IPPNRIILGGFSQG
P.troglodytes 5 ------ SPDAPEDEAGIKKAAENIKALIEHEM-K ---IPANRIVLGGFSQG
C.familiaris_73 ------ SPDAPEDEAGIKKAAENIKALIEHEM-K --—-IPANRIVLGGFSQG
H.sapiens_AAC72 ------ SPDAPEDEAGIKKAAENIKALIEHEM-K  -NG--------- IPANRIVLGGFSQG
M.musculus_7242 ------ SPDAPEDEAGIKKAAENIKALIEHEM-K  -NG--------- IPANRIVLGGFSQG
R.norvegicus_13 ------ SPDAPEDEAGIKKAAENIKALIEHEM-K ---IPANRIVLGGFSQG
T.nigroviridis_ ------ SPDAAEDEPGIKQASENIKAMIDQEV-K ---IPSHRIILGGFSQG
X.laevis_AAH733 ------ SPDAQEDEAGIKKAAENVKALIDQEV-K  -NG--------- IPSNRIILGGFSQG
X.tropicalis_AA ------ SPDAQEDEAGIKRAAENVKALIDQEI-KK ~ -NG--------- IPSNRIILGGFSQG

G.gallus_507376 ------ SPDSQEDEVGIKQAAENVKALIDQEV-K ---IPSNRIILGGFSQG
M.musculus_P978 ------ SPDSQEDESGIKQAAETVKALIDQEV-K ---IPSNRIILGGFSQG
O.cuniculus_O77 ------ SPDSQEDESGIKQAAETVKALIDQEV-K ~ -NG--------- IPSNRIILGGFSQG
R.norvegicus_P7 ------ SPDSQEDESGIKQAAETVKALIDQEV-K ~ -NG--------- IPSNRIILGGFSQG
B.taurus_777363 ------ SPDSLEDETGIKQAAENVKALIDQEV-K ---IPSNRIILGGFSQG
O.cuniculus_AAC ------ SPDSQEDEPGIKQAAENVKALIDQEV-K ---IPSNRIILGGFSQG
H.sapiens_0O7560 ------ SPDSQEDESGIKQAAENIKALIDQEV-K ---IPSNRIILGGFSQG
P.pygmaeus_CAH9 ------ SPDSQEDESGIKQAAENIKALIDQEV-K ---IPSNRIILGGFSQG

D.melanogaster_ ------ DIGGPEDEPGIQSARDSVHGMIQKEI-S ---IPANRIVLGGFSQG
A.gambiae_31239 ------ SISDPEDEEGIKKATRYVHELIQSEM-K -—--ILSNRIMLGGFSQG
A.mellifera_481 ------ EPSGPEDEEGIRRAAEMVHSLIAEEV-A  -AG--------- IPTKRIVLGGFSQG
U.maydis_710031 ------ DLSGAEDEAGLLKSTDEIKKLIKAEN-- -DGTAKDLDGHKIPSERIVVGGFSQG
F.neoformans_EA KL----DNSENDDEQGMLETLKSVDELIQAEV-D -SG--------- IPENRIVLGGFSQG
E.nidulans_EAA6 RDLDFQEAVKNQDEAGILKSRDYFNSLIKEQM-D-QG---------IKPSRIVLGGFSQG
A.fumigatus_709 RELDYESAIRHQDEPGVLRSRDYFNTLIKEQI-D -KG---------IKPSRIVLGGFSQG
A.niger_1395827 RDLDFEEAIRHQDEPGVLRSREYFNTLIKEQI-D -QG---------IKPSRIVLGGFSQG
A.oryzae_BAE627 RDLDFEEAIRSQDEPGILRSREYFNTLIKEQI-D -QG---------INPSRIVLGGFSQG
N.crassa_CAC100 GSAE--ALRRNEDEAGILTSQAYFHDLIQKEI-D -SG--------- IPADRIVIGGFSQG
G.zeae_EAA74608 GDVD--SLIRNEDTEGIKLSQKYFHNLIQQEI-D -SG--------- IVPERIVLGGFSQG
M.grisea_EAA475 GTPE--SLRKDEDEEGILLSQKYFHELIQQEI-D -AG--------- IPSERIVLGGFSQG
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430 440 450 460 470 480
+ + +==== + + +
D.virilis AAW4 S---—-ETVKKATR--KLVQAYMQRYNLQQQQQ QAQKYNT---ESEEDNKRQRTSSEE
D.montana ABUSO S----ETVKKATR---KLVQAYMQRYNLQQQQQ QAQKYNS----ESNEDNKRQRTSSEE
D.americana AB S-—-—-ETVKKATR--KLVQAYMQRYNLQQQQQ  QAQKYNS---ESEEDNKRQRTSSEE
D.ezoana AAWA76 S-----ETVKKATR--KLVQAYMQRYNLQQQQQ QAQKYNS----ESDEDNKRQRTSSEE
D.littoralis AB S-----ETVKKATR---KLVQAYMQRYNLQQQQQ QAQKYNS----ESDEDNKRQRTSSEE
TPPLIp/CEstl  GAVALLTAYHRRTQGKVPFAGCVCLSGWLTLKDDLSVTDEV-----AKSTPLFWGHGQY
O.sativa_509295 GALGIASVLL-HPK---TLGGCAVFSGFLPFNSS  FAVRVTA-----QAKKTPVLWIHGQA
O.sativa_CAE028 GALAIASVLL-YPM---TLGGCVVFSGSLPLSKT FAESIPS----EARKTPVLWFHGMA
O.sativa_CAE028 GALTLASVLL-YPK--TLGGGAVFSGWLPFGSS VTERISP-----EARKTPILWSHGIA
Athaliana_1523 GALTLASVLL-YPK--TIGGGAVFSGWIPFNSS  ITNQFTE----DAKKTPILWSHGID
Athaliana_BAC4 GALTLASVLL-YPK--TIGGGAVFSGWIPFNSS  ITNQFTE----DAKKTPILWSHGID
P.aeruginosa_A8 GAVVLHTAFRRYAQ---PLGGVLALSTYAPTFDD LALDERH------KRIPVLHLHGSQ
P fluorescens_Q GAVVFHTAFKKWEG---PLGGVIALSTYAPTFDN DLQLSAS----QQRIPTLCLHGQY
P.putida_AANB69 GAVVLHTAYIKWQE---ALGGVIALSTYAPTFND QHQLSAC-----QQRTPALCLHGVH
IgEstl_CAO02582 GAVALFTGLQ-YSH---TLAGVLCLSGYLAAEER FILAPEA------VNTPVAHFHGSD
PtPLIp/CEst GALSLYTGLQ-LKAEQ-KLAAVIVMSGYLPAAKT  FAVTTGL------ESVPVLHCHGTQ
TpPLIp/CEst2  AALSLYTGMQ-LPAEAGPLAGIVAMSGYLPHASG FNITPGL-----ESTPIFHAHGAV
D.discoideum_EA AALSLYTFYSQTET---KLGGCIALSGYLPLATK FVANSLN-----—-KEQPLLMIHGDC
C.albicans_6847 AAISLATLAL-LDT--KIGGCVALSGFCPVRNE  ITDRYNK--NPGVNFDTPIFQGHGTV
D.hansenii_5042 AAVSLATVAL-LDF---KVGGVVALSGFSPIKES  LPQIMNK----ANLETPIFQGHGTA
Y lipolytica_50 CAVSLATGCL-TQT--KLGGIVGLSGYVPIKDY ILSQHNT-----TNQDTPMFLAHGTA
S.japonicum_AAD GSVPLYNALT-STL---RYGGIVAFNCWLPLHTK FMSSPTL---LTIPKDVPIFQCHGLD
S.mansoni_AAC62 GSVALYNALT-STL--QYGGVVAFSCWLPLHTK FMSSPTL---LTMPKDVPVFQCHGLE
C.briggsae_CAE6 GALAIYAGLT-YPK---KLGAIVGLSSFFLQRQK FPGSYTA-----NNATPIFLGHGSQ
C.elegans_T2332 GALAIYAGLT-YPQ---KLGGIVGLSSFFLQRTK  FPGSFTA------NNATPIFLGHGTD
S.purpuratus_72 GAVSLYSALT-DDR---PYAGVLALSTWMPLHQT ~ Fr-eememememmemneee

T.nigroviridis_ GALSLYTALT-CQY---QLAGVVALSCWLPLHKS FPSVKMHFLLWMATSTSPSCSVHGEM

D.rerio_4115218 GALSLYTALT-SQQ---QLAGVVGLSCWLPLHKT FPQAAGA----SANKDTPILQCHGEM
S.tropicalis_AA GALSLYTALS-CQH---KLAGVIGLSCWLPLHKT FPQAASG-----VNKEISVLQCHGEA
X.tropicalis_45 GALSLYTALS-CQH---KLAGVIGLSCWLPLHKT FPQAASG-----VNKEISVLQCHGEA
X.laevis_AAH443 GALSMYTALT-CQH---KLAGVVGLSCWLPLHKT FPQAASG-----VNKEISVMQCHGEA
G.gallus_507598 GALSLYTALT-CQH---QLAGIVALSCWLPLHKA  FPQAASN----GVNKDIAILQCHGEM
P.troglodytes 5 GALSLYTALT-CPH---PLAGIVALSCWLPLHRA FPQAANG-----SAKDLAILQCHGEL
C.familiaris_73 GALSLYTALT-CPH---PLAGIVALSCWLPLHRA FPQAANG-----SAKDLAILQCHGEL
H.sapiens_AAC72 GALSLYTALT-CPH---PLAGIVALSCWLPLHRA FPQAANG-----SAKDLAILQCHGEL
M.musculus_7242 GALSLYTALT-CPH---PLAGIVALSCWLPLHRN FPQAANG-----SAKDLAILQCHGEL
R.norvegicus_13 GALSLYTALT-CPH---PLAGIVALSCWLPLHRN  FPQAANG-----SAKDLAILQCHGEL
T.nigroviridis_ GALSLYTALT-TQQ---KLAGVVALSCWLPLRKS FPQASAN----SANKDLHVLQCHGDA
X.laevis_AAH733 GALSLYTALT-TQQ---KLGGVVALSCWLPLRSS FPQAAAN----SANKDVAVLQCHGES
X.tropicalis_ AA GALSLYTALT-TQQ---KLAGVVALSCWLPLRSS FPQAAAN----SANKDVAVLQCHGES
G.gallus_507376 GALSLYTALT-THQ---KLAGVVALSCWLPLRTS FVQGAVG-----VNKEIPVLQCHGDC
M.musculus_P978 GALSLYTALT-TQQ---KLAGVTALSCWLPLRAS FSQGPIN----SANRDISVLQCHGDC
O.cuniculus_O77 GALSLYTALT-TQQ---KLAGVTALSCWLPLRAS FSQGPIN----SANRDISVLQCHGDC
R.norvegicus_P7 GALSLYTALT-TQQ---KLAGVTALSCWLPLRAS FSQGPIN----SANRDISVLQCHGDC
B.taurus_777363 GALSLYTALT-TQQ---KLAGVTALSCWLPLRAS FPQGPIG----GVNRDISILQCHGDL
O.cuniculus_AAC GALSLYTALT-TQQ---KLAEVTALSCWLPLRAS FPQGPIS----GANRDISILQCHGDC
H.sapiens_07560 GALSLYTALT-TQQ---KLAGVTALSCWLPLRAS FPQGPIG----GANRDISILQCHGDC
P.pygmaeus_CAH9 GALSLYTALT-TQQ---KLAGVTALSCWLPLRASFPQGPIG----GANRDISILQCHGDC
D.melanogaster_ GALALYSALT-YDQ---PLAGVVALSCWLPLHKQ FPGAKVN------ SDDVPIFQAHGDY
A.gambiae_31239 GALALYAGLT-FAE---PLAGVMALSCWLPLHKS FPSVRKC------ PDTVPVLQCHGDC
A.mellifera_481 GALAIYSALT-FPE---PLAGIIALSAWLPLHQK FPAEAIG------ NKNTPLLQCHGDC
U.maydis_710031 GAISLLTGLT-NPT---PVAGVAALSTWLPLRAK IATLRTP-----TSKTLKVFQAHGDA
F.neoformans_EA GAISVLNMLT-TKR---KLAGVVALSTWVPLNHK IVQMMSE-----HAKDIPVFWGHGTN
E.nidulans_EAA6 GAMSLFSGIT-GQE---KLGGVFGLSCYMLLSDR IKNYIPE---NFPNKKTPFFLAHGTE
A.fumigatus_709 AAISVFTGIT-CKE---KLGGVFGLSSYLVLSDK LKNYIPE---NWPNKKTPFFLAHGLE
A.niger_1395827 GAMSLFAGLT-STE---KLGGVFGLSCYLLLHDR IKNFIPR---DWPNKQTPFFIAHGEE
A.oryzae_BAE627 GAMSVFTGVT-NKE---KLGGVFGLSCYLLLSDR IKNQIPE---DWPNKKTPFFLAHGTD
N.crassa_CAC100 GAMGLFSGLT-AKC---KLAGIIALSSYLLLSLK  FAELVPK---PEFNKETPIFMAHGDA
G.zeae_EAA74608 GAMSLLAGLT-CTS---KLGGILGLSSWLLLSKT FADMVKP---TDANRQTPVMMFHGEE
M.grisea_EAA475 GVMSIFSGLT-AKV---KLAAIVAMSAYVPLSLK  FKELVAS---CEANKATPIWMGHGTT
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490 500 510
-+ + +====
D.virilis AAW4 DYSEQAKNANTNTGDII-------- VIDL-----
D.montana ABU80 DYSEQAKNANTNTGDII-------- VIDL-----
D.americana AB DYSEQAKNANTNTGDII-------- VIDL-----
D.ezoana AAW476 DYSEQAKNANTNTGDI|-------- VIDL-----
D.littoralis AB DYSEQAKNANTNTGDII-------- VIDL-----

TpPLip/CEstl DDKVLFEQQKHGVDMLK-------- SHGV-----
O.sativa_509295 GSLIPIKEGRDGIKFLR-------- GLGM-----

O.sativa_CAE028 DGVVLFEAGHAGCAFLQ-------- EIGM-----
O.sativa_CAE028 DNVVLFEAGQAGPPFLQ-------- NAGF-----
A.thaliana_1523 DKTVLFEAGQAALPFLQ-------- QAGV-----

A.thaliana_BAC4 DKTVLFEAGQAALPFLQ-------- QAGV-----
P.aeruginosa_A8 DDVVDPALGRAAHDALQ-------- AQGV-----
P.fluorescens_Q DEVVQNAMGRSAYEHLK-------- GRGV-----
P.putida_AAN669 DSVVIPSMGRTAFEYLN-------- TWGV-----

IgEstl_CA002582 DQTVQIKWARGSQAHLR-------- ELGIR----

PtPLip/CEst DPVVQFSMAAKSKQRVL-------- EKGGQ----
TpPLip/CEst2 DPLVQITAAKDSQEMVK-------- EKGAT----
D.discoideum_EA DQVVRHQWGKLSFDHLK-------- SQGI-----
C.albicans_6847 DPVINYDYGKQTSELYK-------- QLGFK----
D.hansenii_5042 DPIVNFDFGKQTSELYQ-------- KLGFK----
Y.lipolytica_50 DQVIRFDYGKLSRDFII-------- NELKFK---
S.japonicum_AAD DCMIPFAMGKLTHELLK-------- NFQLS----
S.mansoni_AAC62 DYTIPFAMGKLTHELLK-------- TFQLS----
C.briggsae_CAE6 DFLVPLQIGQMSEGLIK-------- QFNP-----
C.elegans_T2332 DFLVPLQFGQMSEQYIK-------- KFNP-----
S.purpuratus_72
T.nigroviridis_ DFMIPLRFGDMTSKKIQ-------- SIVDPQ---
D.rerio_4115218 DPMIPVQFGAMTAEKLK-------- TIVSPE---
S.tropicalis_AA DPMIPVRFGNLTSEKLK-------- SVLNPS---
X.tropicalis_45 DPMIPVRFGNLTSEKLK-------- SVLNPS---
X.laevis_AAH443 DPMIPVRFGNLTSEKLK-------- SVLNPS---
G.gallus_507598 DPMIPVRFGALTAEKLK-------- SVVTPA---
P.troglodytes_5 DPMVP
C.familiaris_73 DPMVPVRFGALTAEKLR-------- SVVTPA---

H.sapiens_AAC72 DPMVPVRFGALTAEKLR-------- SVVTPA---

M.musculus_7242 DPMVPVRFGALTAEKLR-------- TVVTPA--
R.norvegicus_13 DPMVPVRFGALTAEKLR-------- TVVTPA---
T.nigroviridis_ DPIVPFVFGTQTAEKMK-------- SLVNPS---
X.laevis_AAH733 DPLVPLMFGTITSEKLK-------- TIISPA---
X.tropicalis_ AA DPLVPLMFGTLTSEKLK-------- TIISPA---
G.gallus_507376 DPLVPLMFGSLTVEKLK-------- SMINPA---
M.musculus_P978 DPLVPLMFGSLTVERLK-------- ALINPA---
O.cuniculus_0O77 DPLVPLMFGSLTVERLK-------- ALINPA---
R.norvegicus_P7 DPLVPLMFGSLTVERLK-------- GLVNPA---
B.taurus_777363 DPLVPLMFGSLTAEKLK-------- TLVNPA---
O.cuniculus_AAC DPLVPLMFGSLTVEKLK-------- TLVNPA---
H.sapiens_07560 DPLVPLMFGSLTVEKLK-------- TLVNPA---

P.pygmaeus_CAH9 DPLVPLMFGSLTVEKLK-------- TLVNPA---

D.melanogaster_ DPVVPYKFGQLSASLLK-------- SFMK-----
A.gambiae_31239 DPIVFYKFGQLSSSVLK-------- SFMK-----
A.mellifera_481 DPIVPYRWGQLTASVLK-------- QFMT-----

U.maydis_710031 DPVVKYEYGQRTVDFLKN------- ELALNDK--

520 530 540

+ + +
GSTLT-NYKRYAMLDIEKTGAKIGKW
GSTLT-NYKRYAMLDIEKTGAKIGKW
GSTLT-NYKRYAMLDIEKTGAKIGKW
GSTLT-NYKRYAMLDIEKTGAKIGKW
GSTLT-NYKRYAMLDIEKTGAKIGKW
DVTDR-SYP-MGHESDYAELEAMAEF
SCEFK-VYDRLGHSLEYYELDYCQRW
HCEFKVAYPALGHTLVDEELQYFRQW
SCEFK-AYPGLGHSISKEELYSLESW
TCEFK-V---nmmmmmmmmemmeeee
TCEFK-AYPGLGHSISNEELQYLESW
EVGWH-DYP-MGHEVSLEEIHDIGAW
TVTWQ-EYP-MGHEVLPQEIHDIGAW
AARWY-EYP-MEHEVVVEELNDIHDW
TYELK-EYSPLGHSASQQEIADVLAW
QYELK-SYP-IPHTVSPAEINDVLKF
SYKLE-IYEGLAHSANPKEIGDVMAF
NGEFI-TLKGLGHHSSPEEIDLMTKF
NLKFN-TYEGVAHSASEEELADVIKF
NVKFH-TYPGVAHSASEEELADAMNF
NVDWH-QYEGLTHSCGFEEISDILNW
KCELK-CYPDLSHSSCEQEMEDLRTF
KCELN-CYPQLSHSSCEKEMGDLRTF
NVEMH-VYRGMQHSSCSEEMRDLKTF
KVELH-TYRGMQHSSCGEEMRDVKTF

MVAFK-SYAGVPHGSCPQEMADVKEF
NITFR-TYPGLMHSSCPQEMSAVKDF

KVQFK-SYPGVMHSTNQEEMMAVKDF
KVQFK-SYPGVMHSTNQEEMMAVKDF
KVQFK-SYPGVMHSTNQEEMMAVKDF
KVQFK-TYPGVMHNSCPQEMMAVKEF

RVQFK-TYPGVMHSSCPQEMAAVKEF
RVQFK-TYPGVMHSSCPQEMAAVKEF
- RVQFK-TYPGVMHSSCPQEMAAVKEF
RVQFK-TYPGVMHSSCPQEMAAVKEF
HMSFK-TYRGLCHSACPEEMVDIKRF
NVKFK-TYSGLMHSSCNQEMTDIKQF
NINFK-TYSGLMHSSCNQEMTDIKQF
NITFR-TYSGMMHSSCIEEMMDIKQF
NVTFK-IYEGMMHSSCQQEMMDVKHF
NVTFK-IYEGMMHSSCQQEMMDVKHF
NVTFK-VYEGMMHSSCQQEMMDVKYF
NVTFR-TYAGMMHSSCQQEMMDIKQF
NVTFK-TYEGMMHSSCQQEMMDVKQF
NVTFK-TYEGMMHSSCQQEMMDVKQF
NVTFK-TYEGMMHSSCQQEMMDVKQF
NVTFK-TYSGLSHSSSDDEMDDVKDI
NSHFQ-TYQGLGHSSCDAELSDMKKF
QTEFK-TYRGMMHASCDEEMRDMKKF
DVEFH-TYPRMPHSACPEEIRDLAAF

F.neoformans_EA DPVVDYRFGQRSVDFLVQKCGYKLLSQGTTFARRRFE-SYPGMPHSSCPQEIEDLKSW

E.nidulans_EAA6 DDIVPHEFGKRSAEMAK-------- ELGLE----
A.fumigatus_709 DEIVLFDFGDLSAKKMK-------- EIGLE----

A.niger_1395827 DEVVKFDFGKQSAKMVQ-------- ELGVE----
A.oryzae_BAE627 DDVVKYEFGKTSSKLLQ--------DLGLE----

N.crassa_CAC100 DPVVNYKLGTMTRDLLK-------- EMGY-----

G.zeae_EAA74608 DPIVPCERGKLSAELLK-------- GLGY-----
M.grisea_EAAA75 DLVVPTVLGMMSEALLK-------- DEGY-----

DVTFEN-SYKYLSHSADPVEIEDLEKF
DVTFK-SYPNLGHSADPVEIEDLARF
DVEFH-SYSDLGHSADPEEIEDLTKF
NVQFN-SYSDLGHSADPQEIEDLEKF
NVKFT-TYPGMGHSACLEELDAIEDF
DVAWK-TYPGMGHSAVPEELDEVEAF
QVSMK-LYPGMGHSACPEELDEVEAF
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Annexe 11

550 560 570 580 590 600

+ + +==== + + +
D.virilis AAW4 IVELTSELQLPHETIHMIGQNVGAHVAGAAANEF  TRLTGHKL------------------
D.montana ABU80 IVELTSQLQLPHETIHMIGQNVGAHVAGAAANER RLTGHKL----
D.americana AB IVELTSELQLPHETIHMIGQNVGAHVAGAAANEF TRLTGHKL----
D.ezoana AAW476 IVELTSELQLPHETIHMIGQNVGAHVAGAAANERRLTGHKL------------------
D.littoralis AB IMELTSELQLPHETIHMIGQNVGAHVAGAAANEF  TRLTGHKL
TPPLIP/CEStl  CEKL------mmmmmmmmmmmmmmmmeeee e
O.sativa_509295 VEKILHRSGREGLIRRVSRNIFLCSNLFNSS---  -----mmmmmmmmmmmmmeeeeee
O.sativa_CAE028 IKDRLSQGTGVPVPSLSDKMDLQ
O.sativa_CAE028 IKNHLKASQEKEN---------------------
A.thaliana_1523
A.thaliana_BAC4 LKQRMQSSSSSS-----------m--mmnnman
P.aeruginosa_A8 LRKRL
P.fluorescens_Q LAERLR
P.putida_AAN669 LSKQLQ
IgEstl_CA002582 LQARLPEDA------------mmnnmmmmmean
PtPLip/CEst LQKQLPPDDTCKVKLKDPSEMSVKELRAAVRQAG
TpPLIip/CEst2 LEEVLP
D.discoideum_EA ISKTLPK------==mnmmmmmmmmcaeaae
C.albicans_6847 IKNIVEK-----
D.hansenii_5042 IDDVLKK----
Y lipolytica_50 LEENIKE-------------
S.japonicum_AAD LARNIPGTQ----------=--=--=--=--=--
S.mansoni_AAC62 LSKNIPGTQ-----------=----=n-mnmmnm
C.briggsae_CAE6 LSNHIAK---------mnmmmmmmmmeeae
C.elegans_T2332 LSAHIAH
S.purpuratus_72 NGLAIPV----m--m-memmmmmmmoeeeeee
T.nigroviridis_ IEKYLPRI---------=---mememmmmeean
D.rerio_4115218 IEKQLPRV--------mmnmmmmmmomeaae
S.tropicalis_AA LEKVLPRV---
X.tropicalis_45 LEKVLPRV------menmmmmmmmmemeeeee
X.laevis_AAH443 LQKVLPRM
G.gallus_507598 |EKLLPRI---------n-mmnnmmmmmmmnnae
P.troglodytes_5 ----- PDG-------
C.familiaris_73 LEKLLPPV
H.sapiens_AAC72 LEKLLPPV-----mm--mmmmmemeeeeee
M.musculus_7242 LEKLLPPV-------mmeemmmemmmeeeae
R.norvegicus_13 LEKLLPPV----
T.nigroviridis_ IEKQLPPL---------
X.laevis_AAH733 IDKQLPPVN--------nnmmommmmmmmeeee
X.tropicalis_ AA IDKQLPPVN---------=-nmnmemmmmeeaee
G.gallus_507376 IDKHLPPVD--
M.musculus_P978 IDKLLPPID--
O.cuniculus_O77 IDKLLPPID------------m-nmmmmmee-
R.norvegicus_P7 IDKLLPPID------------=--enmmeuem
B.taurus_777363 IDKLLPPVD---
O.cuniculus_AAC IDKLLPPID---
H.sapiens_07560 IDKLLPPID---
P.pygmaeus_CAH9 IDKLLPPID----------====nmnmnmno-
D.melanogaster_ ISKWVN
A.gambiae_31239 IDDHVPRQ
A.mellifera_481 IEKVLKP---------
U.maydis_710031 LEKVIPAQ------------m-nnmmnmmmnnne
F.neoformans_EA LMEALK
E.nidulans_EAA6 LDRVIPAENGGSL---------------------
A.fumigatus_709 LQKVIPPEDDGQASAGL--
A.niger_1395827 LQKAIPPEEGQSAAGL---- -
A.oryzae_BAEG627 LQQVIPAEGEVSAGL-------
N.crassa_CAC100 LTERLPKVADKSEQKSEL----------------
G.zeae_EAA74608 LRKQLPPKN-----mmm-mmmmmmmmceeee e
M.grisea_EAA475 LRKSLPPLGNTGSGVLHQSTSRNRPHIREEECDBGKLAPRNLGKY--------------

T

Parameters used

Minimum Number Of Sequences For A Conserved Positio n: 31
Minimum Number Of Sequences For A Flanking Position 131
Maximum Number Of Contiguous Nonconserved Positions :8

Minimum Length Of A Block: 5
Allowed Gap Positions: With Half
Use Similarity Matrices: Yes

Flank positions of the 9 selected block(s)

Flanks: [249 254] [288 292] [294 306] [331 3 59] [367 391] [407 430] [438 455]
[469 497] [522 546]
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Annexe 12

Annexe 12 : Alignement des séquences genomiqué&bPiNt d’ IgEst2

CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

CCTCGGCCGCCGCCGAGGGCCAGTCGCAGGGCTTGITBAATGAGGTACGCCGTGCG 60
CCTCGGCCGCCGCCGAGGGCCAGTCGCAGGGCTEEIMMMATGAGGTACGCCGTGCG 60

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

GGCCGCCACTACGTCTTTCGGCGCAGCGCCCGCGTTGAGCTGCTGCATGGCACTGG 120
GGCCGCCACTACGTCTTTCGGCGCAGCGCCCGCGOIGRGCTGCTGCATGGCACTGG 120

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

GGACAACGAGCAAGGCCTTCTCGGCGCGATAGGGTAGCGCCGCCTGACGCCGTTGT 180
GGACAACGAGCAAGGCCTTCTCGGCGCGATAGGGTA&UGCCGCCTGACGCCGTTGT 180

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

CGTCTCGTTGCGCGGCCCTCTGCAAGCACCATTTGGAGTTCGTTGGTTCGAGGGGTA 240
CGTCTCGTTGCGCGGCCCTCTGCAAGCACCATTTCGEAIGT TCGTTGGTTCGAGGGGTA 240

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

TTCTTCGGCCCCAGAGCAGATTGCGCTCGACAAGATCGGTTCGTCGTCAGATGCTGT 300
TTCTTCGGCCCCAGAGCAGATTGCGCTCGACAAGARIIBSTTCGTCGTCAGATGCTGT 300

IgEst2ADN

ACTTGCATTTATTGAGGAAGCGCCTGCCAAGTTTGA@SATCCGAAGCGAGTCTTCCT 360

IgEst2ADNCc

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

ACTTGCATTTATTGAGGAAGCGCCTGCCAAGTTTGGGBATCCGAAGCGAGTCTTCCT 360

GCTGGGATTTTCGCAGGGCGCCACACTCGTTTGGACGBTCTTGTCCAGATGGTCGCG 420
GCTGGGATTTTCGCAGGGCGCCACACTCGTTTGGATEN CTTGTCCAGATGGTCGCG 420

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

CCCCGGGCTCATCGCCGGCGGGCTAACACTGTCT@ABIITIGTTTCCTGAGCTAATGCA 480
CCCCGGGCTCATCGCCGGCGGGCTAACACTGTCTGGCTGTTTCCTGAGCTAATGCA 480

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

GGCTGGTACCCCACTTTATGCGCGTCTCGCCGACCCGBAGCTGAGGGATTGTGCCGT 540
GGCTGGTACCCCACTTTATGCGCGTCTCGCCGACCIHMGCTGAGGGATTGTGCCGT 540

IgEst2ADN

CTTTGCCTCACACGGCGCCCAAGACTCGGTTACCCTEE&CTATCGGGCGCTCGAATGA 600

IgEst2ADNCc

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

CTTTGCCTCACACGGCGCCCAAGACTCGGTTACCCRBETATCGGGCGCTCGAATGA 600

GCGGCTGTTTCGAGACTGGGCACCGGGTGCGGACTMATAAGGAGGACCCTGTTGC 660
GCGGCTGTTTCGAGACTGGGCACCGGGTGCGGACTARMTIAAGGAGGACCCTGTTGC 660

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

AGGCCATGAGATATCGAAGGCCGTGGCTGCTTCAATGTAATGGTTCCGTCGGTATGT 720
AGGCCATGAGATATCGAAGGCCGTGGCTGCTTCAAGIAATGGTTCCGTCGGTATGT 720

IgEst2ADN
IgEst2ADNCc

CTCCGGAGCATCAAAGGGTGATCAGTAGGA 750
CTCCGGAGCATCAAAGGGTGATCAGTAGGA 750
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Annexe 13

Annexe 13 : Analyse du plasmide recombiné pYE32l¢clone 1) et
séquencage de l'insert

CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment
Les mutations sont indiquées en rouge sur fond gris

Iglip ATGCGCAGGCGGC GGCGGCGAAAGAGGCTGTC 32

Clonel GTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCCATGCGCAGGCGGGGGCGAAAGAGGCTGTC 60
Kkkkkkkkkkkkk Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CTGGCGAGCCACGCCATGGCGCAGCGATTTGGATTCCGAGLGTACTICGAAACGTG 92

Clonel CTGGCGAGCCACGCCATGGCGCAGCGATTTGGATTCC(EGCGTACTTCGAAACGTG 119

Kkkkkkkkkk kkkkkkkkk

Iglip GCGCTCCTGCCGGCCGGCAGACAATGAGGCGTTGATCGBGGGTCTCCGCTTGGCCCG 152

Clonel GCGCTCCTGCCGGCCGGCAGACAATGAGGCGTTGATCEBOGTCTCCGCTTGGCCCG 179

Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CCGGGTGTGGGCCACCGTCAATGCGCCGCTGCTGCTCGAGGCGGCGGCTCTGCTGTG 212

Clonel CCGGGTGTGGGCCACCGTCAATGCGCCGCTGCTGCTCGKGICGGCGGCTCTGCTGTG 239

Kkkkkkkkkkkkkkkkkkhkk

Iglip CCCACCACAAATGGTCGTTCGCTGGACGTGTTCACGCTGCGBGGGACTGGCTTGCAGCC 272

Clonel CCCACCACAAATGGTCGTTCGCTGGACGTGTTCACGCTERAEEGACTGGCTTGCAGCC 299

Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CGATCCGCAAGTCATCATCGCAGACGGCGGCTCCTTCCTCGCTAGTGGGTATCAATGA 332
Clonel CGATCCGCAAGTCATCATCGCAGACGGCGGCTCCTTC(CGIG'AGTGGGTATCAATGA 359
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk
Iglip AGCCGAACAGTGGGTGGTGGTCGCCTITCGCGGCTCTCTCGACGGCAACCTAGGGGCTTG 392
Clonel AGCCGAACAGTGGGTGGTGGTCGCETCGCGGCTCTCTCGACGGCAACCTAGGGGCTTG 419
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk
Iglip GGGTCGCAACTTGCAATGCTGGACCGACCCGAGGAGCTTCCACBBEBEIGGGT 452
Clonel GGGTCGCAACTTGCAATGCTGGACCGACCCGAGGAGCATBEATTGCTCCGGCTGGGT 479

* Kkkkkkkkkkkkkkkkkkhkk
Iglip GCACCATGGCTGGGGTAGTGGCTACGACATGCTTCGCGGBIZTCATCACGGCTGTGCT 512
Clonel GCACCATGGCTGGGGTAGTGGCTACGACATGCTTCGCGCGTCATCACGGCTGTGCT 539
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk
Iglip GCTAGCGCTTGAGGCTCGGCCGACGTACCGCCTCGTCGTBIIGGCCACTCTGCCGGCGG 572
Clonel GCTAGCGCTTGAGGCTCGGCCGACGTACCGCCTCGTCG(]IGBCCACTCTGCCGGCGG 599
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkhkk
Iglip GGCACTGGCCTCCATCTTTGTGGCCGAGCTCGCCACCGTGAGCAGCTCAATCATCCTC 632
Clonel GGCACTGGCCTCCATCTTTGTGGCCGAGCTCGCCACCG’P(CIGIAGCTCAATCATCCTC 659
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk
Iglip GGTAGCCAGCGAATCGTCCGCGTACCGCGCCGAGGCCGGCTCTRB3E®IGAABC 692
Clonel GGTAGCCAGCGAATCGTCCGCGTACCGCGCCGAGGCUHGALTCCAAAGGCGAAGC 719

kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip TGACACGAAGGCTGCCGCGGCTGATGAGTCCGCCGCCGCCAGCTCCATCGCCTGGGA 752
Clonel TGACACGAAGGCTGCCGCGGCTGATGAGTCCGCCGCC(CEKG'CTCCATCGCCTGGGA 779
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip GAGTGTTTCGGAGGTTGCGCCGCTGCTCAGGCGACCGCTIEECGCCGCCGCTGTACAT 812
Clonel GAGTGTTTCGGAGGTTGCGCCGCTGCTCAGGCGACCGCHECGGCCGCCGCTGTACAT 839
kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CACCTTCGCCGCGCCGATGGCCGGGAACCGCGAGTTTGCEGGCCATCGATTCCGGCCT 872
Clonel CACCTTCGCCGCGCCGATGGCCGGGAACCGCGAGTTTG(CIG(IK:ATCGATTCCGGCCT 899
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip GGCCGCGCAGGGCAACGTGATGCTACGTGTGGTCAATGGKIATCCGGCCGTGCGTGC 932
Clonel GGCCGCGCAGGGCAACGTGATGCTACGTGTGGTCAATGCBBTCCGGCCGTGCGTGC 959
kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip ACCCAACACGCTGAATGCGGGTGGCAGCGTCCAGATCCGHICCAATGGGGGGCGAGGA 992
Clonel ACCCAACACGCTGAATGCGGGTGGCAGCGTCCAGATCGCCCAATGGGGGGCGAGGA 1019
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CCAGTTTTCACATGCGGGGCAGGAAGTGTGGCTGACAAACTGCCGACGCCGACATGAG 1052
Clonel CCAGTTTTCACATGCGGGGCAGGAAGTGTGGCTGACABMAGBGECGACGCCGACATGAG 1079
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CAAGGCGCAATTCTGCAACAGCTCAGGCGCGTTCGGGGATBSATGACGCCAGCATGTC 1112
Clonel CAAGGCGCAATTCTGCAACAGCTCAGGCGCGTTCGGGGAGBTGACGCCAGCATGTC 1139
Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip CGACCCGAACCCGCTGTGCTCCAGCTCCCTCGGCGAGT@ERICTGACTTGGGTCCACCA 1172
Clonel CGACCCGAACCCGCTGTGCTCCAGCTCCCTCGGCGAGCECG]RGACTTGGGTCCACCA 1199

kkkkkkkkkkkkkkkkkkk
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Iglip CAACTCATACCTCGGCGTCGACACAGGCGCGTGCCCCGATBA GGATGCGAATCAGTG 1232
Clonel CAACTCATACCTCGGCGTCGACACAGGCGCGTGCCCCGAMGGATGCGAATCAGTG 1259
kkk kkkkkkkkkkkkkkk

lglip GGAAGAGTACATCAAGTATACCAAGAGTCTCCACCCGCAGTGAGACACGTCGGCTATGG 1292
Clonel GGAAGAGTACATCAAGTATACCAAGAGTCTCCACCCGCHEAGACACGTCGGCTATGG 1319

kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip TGAGGACGCACCGGACGGCGGTTTCGACAGCACGGTGCEGTCCGAGGCGGAGCGGGT 1352
Clonel TGAGGACGCACCGGACGGCGGTTTCGACAGCACGGTCEBABICGAGGCGGAGCGGGT 1379

kkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Iglip GCCGACATACTCGTACGGATGA ---rmmmrmecmee e 1374
Clonel GCCGACATACTCGTACGGATGAGCTCTAGAGGGCCGCABTAATTAGTTATGTCACG 1439
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Annexe 14

Annexe 14 : Analyse du plasmide recombiné pYES&ifkclone A) et
séquencage de l'insert

CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment
Les mutations sont indiquées en rouge sur fond gris

CloneA TAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCCATGGCGCGEAGGGCGCGTGCACACGA 60
IgEstl ATGGCGCGAGGG CTTGCCGCGTGCACACGA 30
*kkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkk

CloneA CTTGCAGCGGCGGCAGCGGCGGTCTCTGCTGTTGCTTACEETIGCAATCTCGTGTC 120

IgEstl CTTGCAGCGGCGGCAGCGGCGGTCTCTGCTGTTGCTTCCBGCTGCAATCTCGTGTC 90
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkhkikx *kkkkkkkkkhhkhhkkk

CloneA TCCGCCGTCAGCATGTCGACCGCTGCCGGTGCGGCGCCGCABCACGCAGGACCGC 180

IgEstl TCCGCCGTCAGCATGTCGACCGCTGCCGGTGCGGCGCEBIIZGCACGCAGGACCGC 150
kkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkhkrkx *kkkkkkkkkhhkhhhkk

CloneA GCGCGCAACAACCTGATCACCATCGCGCCCGGGGAAGGCBTBCACCGCGACGGTC 240

IgEstl GCGCGCAACAACCTGATCACCATCGCGCCCGGGGAAG@G'GACACCGCGACGGTC 210

* * *kkkkk * * * *kkkkkkkkhhhhhhkix

CloneA ATCGGCCCCATCCACGGGCTGGGCGACAGCAACATGGGCTGACGTGGCGATGCAG 300
IgEstl ATCGGCCCCATCCACGGGCTGGGCGACAGCAACATGGGEIGEACGTGGCGATGCAG 270
kkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkxkx *kkkkkkkkkhhkhhkkk
CloneA CTGCAGAGTGTCATGCCGTATTGCAAGTTCATCCTERLATGCGCCCGTCCGTCCTGTC 360
IgEStl CTGCAGAGTGTCATGCCGTATTGCAAGTTCATCCTGZCP(ATGCGCCCGTCCGTCCTGTC 330
* **% **% * * *%k kkk kkkkkkkkkkkkkkkkkk
CloneA ACCCTCAACGGCGGAATGTCGATGCCCAGTTGGTATGABRGAGTTTGGATAAGCGC 420
IgEstl ACCCTCAACGGCGGAATGTCGATGCCCAGTTGGTATGAGLIGAGTTTGGATAAGCGC 390
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkhkikx *kkkkkkkkkhhkhhkkk
CloneA GAGTCCCAGCCGTGCACGGGCATCGAAGAGTCTCGCCABGCTBCGACCTCATCTCC 480
IgEstl GAGTCCCAGCCGTGCACGGGCATCGAAGAGTCTCGCCASKEIICGACCTCATCTCC 450
kkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkhkrkx *kkkkkkkkkhhkhhkkk
CloneA GCTGAGGTTGCGTCCGGCATCCCCCCCTCCCGCATCGGTATRGCTTCTCCCAGGGA 540
IgEStl GCTGAGGTTGCGTCCGGCATCCCCCCCTCCCGCATCGCGQ(DGGCTTCTCCCAGGGA 510

* *kkkkk * * * *kkkkkkkkhhhhhhhix

CloneA GGCGCCGTCGCCCTCTTCACAGGGCTGCAGTATTCACATABERCCGGCGTGCTATGC 600
IgEstl GGCGCCGTCGCCCTCTTCACAGGGCTGCAGTATTCACACAGGCCGGCGTGCTATGC 570
kkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhikx *kkkkkkkkkhhkhhkkk
CloneA TTGTCCGGCTACTTGGCGGCGGAGGAGCGTTTCATACTGBHEGAGGCTGTGAACACT 660
IgEStl TTGTCCGGCTACTTGGCGGCGGAGGAGCGTTTCATACTCGIG(C-IG;AGGCTGTGAACACT 630
* **% *% * * * *kkkkkkkkkkkkkkkkk
CloneA CCCGTCGCTCACTTTCACGGCTCGGATGATCAAACGGTRECAAAATGGGCCCGCGGC 720
IgEstl CCCGTCGCTCACTTTCACGGCTCGGATGATCAAACGGTQOAMAATGGGCCCGCGGC 690
kkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhkhikx *kkkkkkkkkhhkhhkkk
CloneA TCTCAGGCCCACCTGCGCGAGCTGGGCATCCGCACCTARTBABAGAGTACTCGCCC 780
IgEstl TCTCAGGCCCACCTGCGCGAGCTGGGCATCCGCACCTACTMAAGAGTACTCGCCC 750
kkkkkkkkkkkhkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkhkkkhhhhkhkrkx *kkkkkkkkkhhkhhkkk
CloneA CTCGGCCACAGCGCCTCGCAGCAGGAGATCGCGGACGICRTGEGCTTCAGGCCAGA 840
IgEstl CTCGGCCACAGCGCCTCGCAGCAGGAGATCGCGGACG'GENTIGGCTTCAGGCCAGA 810
* * *% *% * * * *kkkkkkkkkkkkkkkkk
CloneA CTGCCAG - GGACGCCTGAGCTCTAGAGGGCCGCATCATGTAATTAGTTATGTC892
IgEstl CTGCCAG AGGACGCCTGA 828

kkkkkkk kkkkkkkkkk
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Annexe 15

Annexe 15 : Analyse du plasmide recombiné pYES&igkclonen) et
séquencage de l'insert

CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment

Clone o NNNNNNNNNNNNNTCGGNTCNCTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCIGAEAMTGTA 60
IQESt2 —-emsesmemmemcececcemeee e e ATGAGGTA 8

*kkkkkkk

Clone o CGCCGTGCGGGCCGCCACTACGTCTTTCGGCGCAGCGCCCGCEGTEATTIGCA 120

IgEst2 CGCCGTGCGGGCCGCCACTACGTCTTTCGGCGCAGCGCCUEAIECTGCTGCTGCA 68
kkkkkkkkkkkhkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhhhhhhhhkhkkkkx kkkkkkkkkhkk

Clone o TGGCACTGGGGACAACGAGCAAGGCCTTCTCGGCGCGATAGCEGARBGUGIGA 180

IgEst2 TGGCACTGGGGACAACGAGCAAGGCCTTCTCGGCGCGAIDAGG(BTGCGCCGCCTGA 128

* * * * * *% *kkkkkkkkkkkkkkkk

Clone o CGCCGTTGTCGTCTCGTTGCGCGGCCCTCTGCAAGCACCATTTGEBBGTGIIGTT 240

IgEst2 CGCCGTTGTCGTCTCGTTGCGCGGCCCTCTGCAAGCAC@AAGGCTTTCGTTGGTT 188
kkkkkkkkkkkhhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhhhhhhhhkhkkkkx kkkkkkkkkkk

Clone o CGAGGGGTATTCTTCGGCCCCAGAGCAGATTGCGCTCGACAAGATDB3IDGSTC 300

IgEst2 CGAGGGGTATTCTTCGGCCCCAGAGCAGATTGCGCTCGA@GDU(G’CGGTTCGTCGTC 248

*% * * * * * *kkkkkkkkkk
Clone o AGATGCTGTACTTGCATTTATTGAGGAAGCGCCTGCCAAGTTTGEBAIGAAGCG 360
IgEst2 AGATGCTGTACTTGCATTTATTGAGGAAGCGCCTGCCAAGEIGATCGATCCGAAGCG 308

kkkkkkkkkkkkkhkkhhkkhkkkhkkkhhkkhkkkkhkkkkhkkkkkkkkkk Kkkkkkhkkkkhkk

Clone o AGTCTTCCTGCTGGGATTTTCGCAGGGCGCCACACTCGTTTGGATGAGTCCAG 420
IgEst2 AGTCTTCCTGCTGGGATTTTCGCAGGGCGCCACACTCGTATGABCCCTCTTGTCCAG 368
kkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhhhhhhhhhhkkkxx kkkkkkkkkhkk
Clone o ATGGTCGCGCCCCGGGCTCATCGCCGGCGGGCTAACACTGTCT&REITTCGIESA 480
IgEst2 ATGGTCGCGCCCCGGGCTCATCGCCGGCGGGCTAACACCBGUC’GGCTGTTTCCTGA 428
**% *% * * * * * *kkkkkkkkkk
Clone o GCTAATGCAGGCTGGTACCCCACTTTATGCGCGTCTCGCCGACBGGACGBGGGA 540
IgEst2 GCTAATGCAGGCTGGTACCCCACTTTATGCGCGTCTCGCCGBACGCAGCTGAGGGA 488
kkkkkkkkkkkhkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhhhhhhhhkhkkkxx kkkkkkkkkhkk
Clone o TTGTGCCGTCTTTGCCTCACACGGCGCCCAAGACTCGGTTACCTIBETAEGGCG 600
IgEst2 TTGTGCCGTCTTTGCCTCACACGGCGCCCAAGACTCGGTCEQGGTAGCTATCGGGCG 548
*% *% * * * * * *kkkkkkkkkk
Clone o CTCGAATGAGCGGCTGTTTCGAGACTGGGCACCGGGTGCGGCGARTAWIBAGGA 660
IgEst2 CTCGAATGAGCGGCTGTTTCGAGACTGGGCACCGGGTGTBAMIATATAAGGAGGA 608
kkkkkkkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhhhhhhhhhhkkkxx kkkkkkkkkhkk
Clone o CCCTGTTGCAGGCCATGAGATATCGAAGGCCGTGGCTGCTTCAARGBGITCCG 720
IgEst2 CCCTGTTGCAGGCCATGAGATATCGAAGGCCGTGGCTGAMERCCCAATGGTTCCG 668

kkkkkkkkkkkkkkkhhkkhkkkhkkkhhkkhkkkhkkkkhkkkkkkkkkk Kkkkkkkkkkhkk

Clone o TCGGTATGTCTCCGGAGCATCAAAGGGTGATCAGTAGGCTCTAGKIIGGABTGTA 780
IgEst2 TCGGTATGTCTCCGGAGCATCAAAGGGTGATCAGTAG-----=-===========-=- 705

* * * * * * *

220



BIBLIOGRAPHIE

221



Abousalham A. et Verger R.(2000). Zymogram of pancreatic lipas@salytical Biochemistry281(2): 234-6.

Ackermann E.J. et Dennis E.A.(1995). Mammalian calcium-independent phosphoéipAs Biochimica et
Biophysica Actal259(2): 125-36.

Adolph S., Bach S., Blondel M., Cueff A., Moreau M.Pohnert G., Poulet S.A., Wichard T. et Zuccaro A.
(2004). Cytotoxicity of diatom-derived oxylipins organisms belonging to different phylkurnal of
Experimental Biology207: 2935-46.

Akiba S. et Sato T.(2004). Cellular function of calcium-independertioppholipase A Biological &
Pharmaceutical Bulletin27(8): 1174-8.

Akoh C.C., Lee G.C. et Shaw J.F(2004). Protein engineering and applicationsCanhdida rugosdipase
isoforms.Lipids, 39(6): 513-26.

Alam M., Gilham D., Vance D.E. et Lehner R.(2006). Mutation of F417 but not of L418 or L420the lipid
binding domain decreases the activity of triacydghol hydrolaseJournal of Lipid Research7(2):
375-83.

Alonso D.L., Belarbi E.-H., Rodriguez-Ruiz J., Sega C.l. et Gimenez A.(1998). Acyl lipids of three
microalgae Phytochemistry47(8): 1473-81.

Altschul S.F., Gish W., Miller W., Myers E.W. et Lipman D.J. (1990). Basic local alignment search tool.
Journal of Molecular Biology215(3): 403-10.

Andersen R.A. (2004). Biology and systematics of heterokont &agtophhyte algaeAmerican Journal of
Botany 91: 1508-22.

Antia N.J., Bilinski E. et Lau Y.C. (1970). Identification and characterization of gpleolipase D in a
unicellular red algaRorphyridium cruentuin Canadian Journal of biochemistrg8: 643-8.

Armbrust E.V., Berges J.A., Bowler C., Green B.R.Martinez D., Putham N.H., Zhou S., Allen A.E., Apt
K.E., Bechner M., Brzezinski M.A., Chaal B.K., Chiwitti A., Davis A.K., Demarest M.S., Detter
J.C., Glavina T., Goodstein D., Hadi M.Z., HellstenU., Hildebrand M., Jenkins B.D., Jurka J.,
Kapitonov V.V., Kréger N., Lau W.W.Y., Lane T.W., Larimer F.W., Lippmeier J.C., Lucas S.,
Medina M., Montsant A., Obornik M., Parker M.S., Palenik B., Pazour G.J., Richardson P.M.,
Rynearson T.A., Saito M.A., Schwartz D.C., Thamatrkoln K., Valentin K., Vardi A., Wilkerson
F.P. et Rokhsar D.S.(2004). The genome of the diatoiirhalassiosira Pseudonanaecology,
evolution, and metabolisnscience306: 79-86.

Arpigny J.L. et Jaeger K.E. (1999). Bacterial lipolytic enzymes: classificatiand propertiesBiochemical
Journal 343 Pt 1: 177-83.

Asamizu E., Nakamura Y., Sato S., Fukuzawa H. et Tata S.(1999). A large scale structural analysis of
cDNAs in a unicellular green alg&hlamydomonas reinhardtil. Generation of 3433 non-redundant
expressed sequence taDdlA Research6: 369-73.

Au-Young J. et Fielding C.J. (1992). Synthesis and secretion of wild-type andtamt human plasma
cholesteryl ester transfer protein in baculovimassfected insect cells: the carboxyl-terminal sags
required for both lipoprotein binding and catalysfdransfer Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amer8¥9): 4094-8.

Bairoch A., Boeckmann B., Ferro S. et Gasteiger E2004). Swiss-Prot: juggling between evolution and
stability. Briefings in Bioinformatics5(1): 39-55.

222



Baldauf S.L., Roger A.J., Wenk-Siefert I. et Doolile W.F. (2000). A kingdom-level phylogeny of eukaryotes
based on combined protein dea@ience290(5493): 972-7.

Ban S., Burns C., Castel J., Chaudron Y., ChristolE., Escribano R., Fonda Umani S., Gasparini S.,
Guerrero Ruiz F., Hoffmeyer M., lanora A., Kang H.-K., Laabir M., Lacoste A., Miralto A., Ning
X., Poulet S., Rodriguez V., Runge J., Shi J., StaM., Uye S.-i. et Wang Y.(1997). The paradox of
diatom-copepod interactionslarine Ecology Progress Seriek57: 287-93.

Bendtsen J.D., Nielsen H., von Heijne G. et BrunalS. (2004). Improved prediction of signal peptides:
SignalP 3.0Journal of Molecular Biology340(4): 783-95.

Benson D.A., Karsch-Mizrachi 1., Lipman D.J., Ostel J. et Wheeler D.L. (2007). GenBankNucleic Acids
Research35(Database issue): D21-5.

Bereziat G. (1996). [Diversity of phospholipases And their functions]Comptes Rendus des Séances de la
Société de Biologie et des ses Filial&80(4): 409-16.

Bergé J.-P.(1996).Optimisation de la production en mass&kieletonema costatuf@rev.) Cleve. sur une eau
souterraine salée en vue de sa valorisation: @rsation des lipides et recherche de substances a
activité biologique.Thése de doctordhiversité de Nante241.

Bhat T.N., Bourne P., Feng Z., Gillland G., Jain § Ravichandran V., Schneider B., Schneider K., Thaki
N., Weissig H., Westbrook J. et Berman H.M(2001). The PDB data uniformity projedducleic
Acids Research29(1): 214-8.

Bigogno C., Khozin-Goldberg I., Boussiba S., VonstaA. et Cohen Z. (2002a). Lipid and fatty acid
composition of the green oleaginous aRgrietochloris incisathe richest plant source of arachidonic
acid.Phytochemistry60(5): 497-503.

Bigogno C., Khozin-Goldberg I. et Cohen Z(2002b). Accumulation of arachidonic acid-richatylglycerols
in the microalg@arietochloris incisgTrebuxiophyceaeChlorophytg. Phytochemistry60(2): 135-43.

Bilinski E., Antia N.J. et Lau Y.C. (1968). Characterization of phospholipase C froarine planktonic alga
(Monochrysis lutheji Biochimica and Biophysica Acta59: 496-502.

Birnboim H.C. et Doly J. (1979). A rapid alkaline extraction procedure $mreening recombinant plasmid
DNA. Nucleic Acids Researcfi(6): 1513-23.

Borodovsky M. et Mclninch J. (1993). GeneMark: parallel gene recognition fothbDNA strandsComputers
& Chemistry 17(19): 123-33.

Bligh E.G. et Dyer W.J.(1959). A rapid method of total lipid extractiondapurification.Canadian Journal of
Biochemistry and Physiolog®7: 911-917.

Block R.C., Harris W.S., Reid K.J., Sands S.A. et &rtus J.A. (2007). EPA and DHA in blood cell
membranes from acute coronary syndrome patientscanttols. Atherosclerosisin Press, Corrected
Proof.

Brady L., Brzozowski A.M., Derewenda Z.S., Dodson E Dodson G., Tolley S., Turkenburg J.P.,
Christiansen L., Huge-Jensen B., Norskov L. et etla(1990). A serine protease triad forms the
catalytic centre of a triacylglycerol lipaseature 343(6260): 767-70.

Brown L.M. et Philipon P. (1999). Microalgues, gazole et effet de seBiefutur, 1999(195): 28.

223



Brzozowski A.M., Derewenda U., Derewenda Z.S., Dods G.G., Lawson D.M., Turkenburg J.P.,
Bjorkling F., Huge-Jensen B., Patkar S.A. et Thim L (1991). A model for interfacial activation in
lipases from the structure of a fungal lipase-iitbibtcomplex.Naturg 351(6326): 491-4.

Brzozowski A.M., Savage H., Verma C.S., Turkenburgl.P., Lawson D.M., Svendsen A. et Patkar S.
(2000). Structural origins of the interfacial aefiiwon in ThermomycegHumicolg lanuginosalipase.
Biochemistry 39(49): 15071-82.

Castresana J.(2000). Selection of conserved blocks from mudtiplignments for their use in phylogenetic
analysisMolecular and Biological Evolutionl7(4): 540-52.

Castresana J.(2007). Topological variation in single-gene plgdoetic treesGenome Biology3(6): 216.

Cavalier-Smith T. (1998). A revised six-kingdom system of lifBiological Reviews of The Cambridge
Philosophical Society73(3): 203-66.

Chalon S. (2006). Omega-3 fatty acids and monoamine neursingssion.Prostaglandins, Leukotrienes and
Essential Fatty Acids75(4-5): 259-69.

Chandra S., Heinstein P.F. et Low P.S(1996). Activation of Phospholipase A by Plant &efe Elicitors.
Plant Physiology110: 979-86.

Chenchik A., Diachenko L., Mogadam F., Tarabykin V, Lukyanov S. et Siebert P.D(1996). Full-length
cDNA cloning and determination of mMRNA 5' and 3derby amplification of adaptor-ligated cDNA.
Biotechniques21(3): 526-34.

Chisti Y. (2007). Biodiesel from microalgaBiotechnology Advance25(3): 294-306.

Chu K.H., Qi J., Yu Z.G. et Anh V. (2004). Origin and phylogeny of chloroplasts rdedaby a simple
correlation analysis of complete genomdslecular and Biological Evolutior21(1): 200-6.

Claros M.G. et von Heijne G.(1994). TopPred II: an improved software for meamta protein structure
predictionsComputer Applications in The Biosciend€¥6): 685-6.

Cohen Z., Khozin-Goldberg 1., Adlerstein D. et Biggno C. (2000). The role of triacylglycerol as a reservoir
of polyunsaturated fatty acids for the rapid prdahuc of chloroplastic lipids in certain microalgae.
Biochemical Society Transactiqrz8(6): 740-3.

Combet C., Jambon M., Deleage G. et Geourjon 2002). Geno3D: automatic comparative molecular
modelling of proteinBioinformatics 18(1): 213-4.

Craik C.S., Roczniak S., Largman C. et Rutter W.J(1987). The catalytic role of the active site aipacid
in serine proteaseScience237(4817): 909-13.

Cygler M., Schrag J.D., Sussman J.L., Harel M., Sihan |, Gentry M.K. et Doctor B.P. (1993).
Relationship between sequence conservation anc-tineensional structure in a large family of
esterases, lipases, and related proté&irstein Science2(3): 366-82.

Danielo O.(2005). Fuel based on algal dliofutur, 255: 33-6.

Delwiche C.F. (1999). Tracing the Thread of Plastid Diversityotigh the Tapestry of LifeAmerican
Naturalist 154(S4): S164-77.

Derelle E., Ferraz C., Rombauts S., Rouze P., WordeA.Z., Robbens S., Partensky F., Degroeve S.,
Echeynie S., Cooke R., Saeys Y., Wuyts J., Jabb#i, Bowler C., Panaud O., Piegu B., Ball S.G.,
Ral J.P., Bouget F.Y., Piganeau G., De Baets B.,cBid A., Delseny M., Demaille J., Van de Peer

Y. et Moreau H. (2006). Genome analysis of the smallest freedivlukaryoteOstreococcus tauri

224



unveils many unique featureBroceedings of the National Academy of Sciencéiseofnited States of
Americag 103(31): 11647-52.

Derewenda U., Brzozowski A.M., Lawson D.M. et Dereanda Z.S.(1992a). Catalysis at the interface: the
anatomy of a conformational change in a triglycetigase Biochemistry 31(5): 1532-41.

Derewenda U., Swenson L., Green R., Wei Y., YamadhicS., Joerger R., Haas M.J. et Derewenda Z.S.
(1994a). Current progress in crystallographic stsidif new lipases from filamentous funBicotein
Engineering 7(4): 551-7.

Derewenda U., Swenson L., Wei Y., Green R., KobosN?., Joerger R., Haas M.J. et Derewenda Z.S.
(1994b). Conformational lability of lipases obseatvén the absence of an oil-water interface:
crystallographic studies of enzymes from the fublgimicola lanuginosaand Rhizopus delemar
Journal of Lipid ReseargtB5(3): 524-34.

Derewenda Z.S. et Derewenda U(1991). Relationships among serine hydrolasesieenie for a common
structural motif in triacylglyceride lipases andezasesBiochemistry and Cell Biology69(12): 842-
51.

Derewenda Z.S., Derewenda U. et Dodson G.G1992b). The crystal and molecular structure o th
Rhizomucor miehdiriacylglyceride lipase at 1.9 A resolutiadournal of Molecular Biology227(3):
818-39.

Devedijiev Y., Dauter Z., Kuznetsov S.R., Jones T.lLet Derewenda Z.S.(2000). Crystal structure of the
human acyl protein thioesterase | from a single)Xdata set to 1.5 /Structure 8(11): 1137-46.

Devos M. (2005).Applications des lipases pour la valormatile I'acide docosahexaénoique de la microalgue
Isochrysis galbandhése de doctoraDépartement Génie Biologique, IUT de Laval, Uniitérglu
Maine.144.

Devos M., Poisson L., Ergan F. et Pencreac'’h G2006). Enzymatic hydrolysis of phospholipids from
Isochrysis galbandor docosahexaenoic acid enrichmeghzyme and Microbial Technolog$9(4):
548-54.

Douglas S., Zauner S., Fraunholz M., Beaton M., Pay S., Deng L.T., Wu X., Reith M., Cavalier-Smith
T. et Maier U.G. (2001). The highly reduced genome of an enslaigal aucleusNaturg 410(6832):
1091-6.

Douglas S.E. et Penny S.L(1999). The plastid genome of the cryptophyte ,ataillardia theta complete
sequence and conserved synteny groups confirmoitsmon ancestry with red algadournal of
Molecular Evolution 48(2): 236-44.

du Bois T.M., Deng C. et Huang X.-F.(2005). Membrane phospholipid composition, aliers in
neurotransmitter systems and schizophreRragress in Neuro-Psychopharmacology and Biological
Psychiatry 29(6): 878-88.

Edgar R.C. (2004). MUSCLE: multiple sequence alignment witbhhaccuracy and high throughpducleic
Acids Researgt32(5): 1792-7.

Edvardsen B., Eikrem W., Green J.C., Andersen R.A.van der Stayy S.Y.M. et Medlin L.K. (2000).
Phylogenetic reconstructions of the Haptophytarief from 18S ribosomal DNA sequences and

available morphological datBhycologia 39: 19-35.

225



El-Kouhen K., Blangy S., Ortiz E., Gardies A.-M., Ferte N. et Arondel V. (2005). Identification and
characterization of a triacylglycerol lipase Arabidopsishomologous to mammalian acid lipases.
FEBS Letters579(27): 6067-73.

Fischer M. (2004).Die Lipase Engineering Database systenmetismalyse familienspezifischer eigenschaften
und der sequenz-struktur-funktionsbeziehung von-hgflfolasen.Thése de doctordnstitut fir
Technische Biochemie der Universitat Stuttgans.

Fischer M. et Pleiss J.(2003). The Lipase Engineering Database: a ndwigand analysis tool for protein
families.Nucleic Acids ResearcB1(1): 319-21.

Fuchs R. (1993). Block searches on VAX and Alpha computgstems. Computer Applications in The
Bioscience®(5): 587-91.

Fujiwara S., Tsuzuki M., Kawashi M., Minaka N. et Inouye I. (2001). Molecular phylogeny of the
haptophyta based on the rbcL gene and sequenaioarin the spacer region of the rubisco operon.
Journal of Phycology37: 121-29.

Gachon C.M.M., Day J.G., Campbell C.N., Proschold T Saxon R.J. et Kupper F.C.(2007). The Culture
Collection of Algae and Protozoa (CCAP): A biolagicesource for protistan genomi€ene 406(1-
2): 51-7.

Galtier N., Gouy M. et Gautier C. (1996). SEAVIEW and PHYLO_WIN: two graphic toolsrfsequence
alignment and molecular phylogeryomputer Applications in The Biosciende$6): 543-8.

Glockner G., Rosenthal A. et Valentin K.(2000). The structure and gene repertoire of arieahred algal
plastid genomelournal of Molecular Evolution51(4): 382-90.

Gouet P., Courcelle E., Stuart D.l. et Metoz F(1999). ESPript: analysis of multiple sequencgratients in
PostScriptBioinformatics 15(4): 305-8.

Gribskov M., McLachlan A.D. et Eisenberg D.(1987). Profile analysis: detection of distantjated proteins.
Proceedings of the National Academy of Sciencésedf/nited States of Americd4(13): 4355-8.

Grochulski P., Li Y., Schrag J.D., Bouthillier F., Smith P., Harrison D., Rubin B. et Cygler M. (1993).
Insights into interfacial activation from an opetrusture of Candida rugosalipase. Journal of
Biological Chemistry268(17): 12843-7.

Grossman A.R.(2005). Paths toward algal genomietant Physiology137(2): 410-27.

Grossman A.R.(2007). In the grip of algal genomicddvances in Experimental Medicine and Biolo§$6:
54-76.

Guesnet P., Alessandri J.-M., Vancassel S., Denisett Lavialle M. (2005). Acides gras omega 3 et fonctions
cerebralesNutrition Clinique et Metabolisme 9(3): 131-4.

Guindon S., Lethiec F., Duroux P. et Gascuel OQ2005). PHYML Online--a web server for fast maximu
likelihood-based phylogenetic inferendducleic Acids ResearcB3(Web Server issue): W557-9.

Guschina I.A. et Harwood J.L. (2006). Lipids and lipid metabolism in eukaryoétgae.Progress in Lipid
Research45(2): 160-86.

Hackett J.D., Yoon H.S., Soares M.B., Bonaldo M.F.Casavant T.L., Scheetz T.E., Nosenko T. et
Bhattacharya D. (2004). Migration of the Plastid Genome to the lus in a Peridinin Dinoflagellate.
Current Biology 14(3): 213-8.

226



Harper J.T., Waanders E. et Keeling P.J(2005). On the monophyly of chromalveolates usngjx-protein
phylogeny of eukaryotegnternational Journal of Systematic and EvolutionMicrobiology, 55(Pt 1):
487-96.

Harris R.P. (1996). Coccolithophorid dynamics: the europEamiliania huxleyiprogramme, EHUXJournal of
Marine Systems9: 1-11.

Hasan F., Shah A.A. et Hameed A(2006). Industrial applications of microbial liggsEnzyme and Microbial
Technology39: 235-51.

Henderson R.J. et Tocher D.T.(1992). Thin-layer chromatography. Lipids analysi& practical apporach.
Hamilton R.J.etHamilton $xford Oxford University Press65-111.

Henikoff J.G., Pietrokovski S., McCallum C.M. et Hanikoff S. (2000). Blocks-based methods for detecting
protein homologyElectrophoresis21(9): 1700-6.

Hide W.A., Chan L. et Li W.H. (1992). Structure and evolution of the lipase sigmily. Journal of Lipid
Research33(2): 167-78.

Holmquist M. (2000). Alpha/Beta-hydrolase fold enzymes: striegu functions and mechanisnSurrent
Protein and Peptide Scienci(2): 209-35.

Holmquist M., Martinelle M., Clausen 1.G., Patkar S., Svendsen A. et Hult K.(1994). Trp89 in the lid of
Humicola lanuginosdipase is important for efficient hydrolysis oftutyrin. Lipids, 29(9): 599-603.

Hong K.H., Jang W.H., Choi K.D. et Yoo 0.J.(1991). Characterization of Pseudomonas fluorescen
carboxylesterase: cloning and expression of ther&st gene in Escherichia cogricultural and
Biological Chemistry55(11): 2839-45.

Hubbard C.D. et Shoupe T.S.(1977). Mechanisms of acylation of chymotrypsinghenyl esters of benzoic
acid and acetic acidournal of Biological Chemistr252(5): 1633-8.

lanora A., Poulet S.A., Miralto A. et Grottoli R. (1996). The diatoriThalassiosira rotulaaffects reproductive
success in the copepddartia clausi Marine Biology 125(2): 279-86.

lleperuma N.R., Marshall S.D., Squire C.J., Baker HM., Oakeshott J.G., Russell R.J., Plummer K.M.,
Newcomb R.D. et Baker E.N.(2007). High-resolution crystal structure of plaz@arboxylesterase
AeCXE1, from Actinidia eriantha and its complex with a high-affinity inhibitor poxon.
Biochemistry 46(7): 1851-9.

Iltomura M., Hamazaki K., Sawazaki S., Kobayashi M. ,Terasawa K., Watanabe S. et Hamazaki T2005).
The effect of fish oil on physical aggression ilm@alchildren -- a randomized, double-blind, placebo
controlled trial.The Journal of Nutritional Biochemistr§6(3): 163-71.

Jackson A., Jiao P.E., Ni l. et Fu G.K(2003). Agarose gel size fractionation of RNA foe cloning of full-
length cDNAs Analytical Biochemistry323: 252-5.

Jenkins C.M., Mancuso D.J., Yan W., Sims H.F., Gilmn B. et Gross R.W.(2004). Identification, cloning,
expression, and purification of three novel humaiciam-independent phospholipase family
members possessing triacylglycerol lipase and b&mdgol transacylase activitiesJournal of
Biological Chemistry279(47): 48968-75.

Jensen R.G., Rubano Galluzzo D. et Bush V.J1990). Selectivity is an important characterigifclipases

(acylglycerol hydrolasesBiocatalysis 3: 307-316.

227



Jiang Y., Chen F. et Liang S.-Z.(1999). Production potential of docosahexaenoid by the heterotrophic
marine dinoflagellat€rypthecodinium cohniProcess BiochemistyB4(6-7): 633-7.

Joerger R.D. et Haas M.J.(1994). Alteration of chain length selectivity @Rhizopus delemdipase through
site-directed mutageneslspids, 29(6): 377-84.

Jordan R.W. et Chamberlain A.H.L. (1997). Biodiversity among haptophyte algd&iodiversity and
Conservation6: 131-52.

Kang H.Y., Kim J.F., Kim M.H., Park S.H., Oh T.K. et Hur C.G. (2006). MELDB: a database for microbial
esterases and lipas€€BS Letters580(11): 2736-40.

Kawachi M., Inouye I., Maeda O. et Chihara M. (1991). The haptonema as a food-capturing device :
observations o@hrysochromulina hirtgPrymnesiophycedePhycologig 30(6): 563-73.

Keeling P.J.(2006).http://tbestdb.bcm.umontreal.ca/searches/organiggrgID=IS

Keeling P.J., Archibald J.M., Fast N.M. et Palmer JD. (2004). The evolution of modern eukaryotic
phytoplanktonScience306.

Keeling P.J., Burger G., Durnford D.G., Lang B.F.,Lee R.W., Pearlman R.E., Roger A.J. et Gray M.W.
(2005). The tree of eukaryotégends in Ecology & Evolutiqr20(12): 670-6.

Khozin-Goldberg 1., Shrestha P. et Cohen Z.(2005). Mobilization of arachidonyl moieties from
triacylglycerols into chloroplastic lipids followinrecovery from nitrogen starvation of the micr@alg
Parietochloris incisaBiochimica et Biophysica Acta738(1-3): 63-71.

Kim K.K., Song H.K., Shin D.H., Hwang K.Y., Choe S. Yoo O.J. et Suh S.W(1997). Crystal structure of
carboxylesterase fronPseudomonas fluorescensn alpha/beta hydrolase with broad substrate
specificity. Structure 5(12): 1571-84.

Kraut J. (1977). Serine proteases: structure and mechaoifistatalysis.Annual Review of Biochemistr}6:
331-58.

Kulikova T., Akhtar R., Aldebert P., Althorpe N., Andersson M., Baldwin A., Bates K., Bhattacharyya S.
Bower L., Browne P., Castro M., Cochrane G., DuggaiK., Eberhardt R., Faruque N., Hoad G.,
Kanz C., Lee C., Leinonen R., Lin Q., Lombard V., lopez R., Lorenc D., McWilliam H.,
Mukherjee G., Nardone F., Pastor M.P., Plaister S.Sobhany S., Stoehr P., Vaughan R., Wu D.,
Zhu W. et Apweiler R. (2007). EMBL Nucleotide Sequence Database in 200&cleic Acids
Research35(Database issue): D16-20.

Kyte J. et Doolittle R.F. (1982). A simple method for displaying the hydnbpa character of a proteidournal
of Molecular Biology157(1): 105-32.

La Claire J. (2006). Analysis of Expressed Sequence Tags fioenHarmful Alga,Prymnesium parvum
(Prymnesiophyceaélaptophytd. Marine Biotechnology8(5): 534-46.

Larsson Forsell P.K., Kennedy B.P. et Claesson H.E1999). The human calcium-independent phosphdaipas
A, gene multiple enzymes with distinct propertiesnfra single geneEuropean Journal of
Biochemistry 262(2): 575-85.

Larsson P.K., Claesson H.E. et Kennedy B.P(1998). Multiple splice variants of the human aate-
independent phospholipase And their effect on enzyme activityournal of Biological Chemistry
273(1): 207-14.

228



Leblond J.D. et Chapman P.J.(2000). Lipid class distribution of highly unsated long chain fatty acids in
marine dinoflagellateslournal of Phycology36: 1103-1108.

Lee H.Y., Bahn S.C., Kang Y.M., Lee K.H., Kim H.J.,Noh E.K., Palta J.P., Shin J.S. et Ryu S.§2003).
Secretory low molecular weight phospholipasgpfays important roles in cell elongation and shoot
gravitropism inArabidopsis Plant Cel| 15(9): 1990-2002.

Lehner R. et Verger R.(1997). Purification and characterization of aqiwe liver microsomal triacylglycerol
hydrolaseBiochemistry 36(7): 1861-8.

Li S., Nosenko T., Hackett J.D. et Bhattacharya D(2006). Phylogenomic analysis identifies red alyahes
of endosymbiotic origin in the chromalveolatbklecular and Biological Evolutiari23(3): 663-74.

Liu C.-P. et Lin L.-P. (2001). Ultrastructural study and lipid formatiohlsochrysis spCCMP1324 Botanical
Bulletin of Academia Sinica&2: 207-14.

Longhi S. et Cambillau C. (1999). Structure-activity of cutinase, a smaftlolytic enzyme.Biochimica et
Biophysica Actal441(2-3): 185-96.

Lotti M., Tramontano A., Longhi S., Fusetti F., Brocca S., Pizzi E. et Alberghina L.(1994). Variability
within the Candida rugosdipases familyProtein Engineering7(4): 531-5.

Mancheno J.M., Pernas M.A., Martinez M.J., Ochoa B.Rua M.L. et Hermoso J.A.(2003). Structural
Insights into the Lipase/esterase Behavior inGha@dida rugosda.ipases Family: Crystal Structure of
the Lipase 2 Isoenzyme at 1.97 A Resolutitournal of Molecular Biology332(5): 1059-69.

Mancuso D.J., Jenkins C.M. et Gross R.W(2000). The genomic organization, complete mRNAuseace,
cloning, and expression of a novel human intratailutnembrane-associated calcium-independent
phospholipase A Journal of Biological Chemistn275(14): 9937-45.

Mannesse M.L., Cox R.C., Koops B.C., Verheij H.M.de Haas G.H., Egmond M.R., van der Hijden H.T.
et de Vlieg J.(1995). Cutinase frorRusarium solanpisi hydrolyzing triglyceride analogues. Effect of
acyl chain length and position in the substrateemue on activity and enantioselectiviBiochemistry
34(19): 6400-7.

Margulis L. (1992). Biodiversity: molecular biological domairsymbiosis and kingdom originBiosystems
27(1): 39-51.

Martinelle M., Holmquist M., Clausen I.G., Patkar S., Svendsen A. et Hult K(1996). The role of Glu87 and
Trp89 in the lid oHumicola lanuginosdipase.Protein Engineering9(6): 519-24.

Martinelle M., Holmquist M. et Hult K. (1995). On the interfacial activation Gandida antarcticdipase A
and B as compared withumicola lanuginosdipase.Biochimica et Biophysica Actd258(3): 272-6.

Martinez C., Nicolas A., van Tilbeurgh H., Egloff M.P., Cudrey C., Verger R. et Cambillau C.(1994).
Cutinase, a lipolytic enzyme with a preformed oxgarhole.Biochemistry 33(1): 83-9.

Martz E. (2002). Protein Explorer: easy yet powerful maasteoular visualizationTrends in Biochemical
Sciences27(2): 107-9.

Maso M. et Garces E.(2006). Harmful microalgae blooms (HAB); problema&nd conditions that induce
them.Marine Pollution Bulletin 53(10-12): 620-30.

Matsuzaki M., Misumi O., Shin-i T., Maruyama S., T&kahara M., Miyagishima S.-Y., Mori T., Nishida K.,
Yagisawa F., Nishida K., Yoshida Y., Nishimura Y.Nakao S., Kobayashi T., Momoyama Y.,
Higashiyama T., Minoda A., Sano M., Nomoto H., OishK., Hayashi H., Ohta F., Nishizaka S.,

229



Haga S., Miura S., Morishita T., Kabeya Y., Terasaw K., Suzuki Y., Ishii Y., Asakawa S.,
Takano H., Ohta N., Kuroiwa H., Tanaka K., Shimizu N., Sugano S., Sato N., Nozaki H.,
Ogasawara N., Kohara Y. et Kuroiwa T.(2004). Genome sequence of the ultrasmall unieelhed
algaCyanidioschyzon merold) D.Nature Publishing Group428: 653-7.

McNamara R.K. et Carlson S.E.(2006). Role of omega-3 fatty acids in brain depetent and function:
Potential implications for the pathogenesis andvemdon of psychopathologyProstaglandins,
Leukotrienes and Essential Fatty Acids(4-5): 329-49.

Merchant S.S., Prochnik S.E., Vallon O., Harris E.H, Karpowicz S.J., Witman G.B., Terry A., Salamov
A., Fritz-Laylin L.K., Marechal-Drouard L., Marshal | W.F., Qu L.H., Nelson D.R., Sanderfoot
A.A., Spalding M.H., Kapitonov V.V., Ren Q., FerrisP., Lindquist E., Shapiro H., Lucas S.M.,
Grimwood J., Schmutz J., Cardol P., Cerutti H., Chafreau G., Chen C.L., Cognat V., Croft
M.T., Dent R., Dutcher S., Fernandez E., Fukuzawa K Gonzalez-Ballester D., Gonzalez-Halphen
D., Hallmann A., Hanikenne M., Hippler M., Inwood W., Jabbari K., Kalanon M., Kuras R.,
Lefebvre P.A., Lemaire S.D., Lobanov A.V., Lohr M.,Manuell A., Meier I., Mets L., Mittag M.,
Mittelmeier T., Moroney J.V., Moseley J., Napoli C, Nedelcu A.M., Niyogi K., Novoselov S.V.,
Paulsen I.T., Pazour G., Purton S., Ral J.P., RianBachon D.M., Riekhof W., Rymarquis L.,
Schroda M., Stern D., Umen J., Willows R., Wilson N Zimmer S.L., Allmer J., Balk J., Bisova
K., Chen C.J., Elias M., Gendler K., Hauser C., Larb M.R., Ledford H., Long J.C., Minagawa J.,
Page M.D., Pan J., Pootakham W., Roje S., Rose &tahlberg E., Terauchi A.M., Yang P., Ball
S., Bowler C., Dieckmann C.L., Gladyshev V.N., GreeP., Jorgensen R., Mayfield S., Mueller-
Roeber B., Rajamani S., Sayre R.T., Brokstein P., Wibchak I., Goodstein D., Hornick L., Huang
Y.W., Jhaveri J., Luo Y., Martinez D., Ngau W.C., Qillar B., Poliakov A., Porter A., Szajkowski
L., Werner G., Zhou K., Grigoriev L.V., Rokhsar D.S. et Grossman A.R. (2007). The
Chlamydomonagenome reveals the evolution of key animal andtfiamctions.Science 318(5848):
245-50.

Misumi O., Matsuzaki M., Nozaki H., Miyagishima S.¥., Mori T., Nishida K., Yagisawa F., Yoshida Y.,
Kuroiwa H. et Kuroiwa T. (2005). Cyanidioschyzon merolagenome. a tool for facilitating
comparable studies on organelle biogenesis inoslnthetic eukaryote®lant Physiology137: 567-
85.

Mu H. et Porsgaard T. (2005). The metabolism of structured triacylglyder Progress in Lipid Research
44(6): 430-48.

Murphy D.J. (2001). The biogenesis and functions of lipid lesdin animals, plants and microorganisms.
Progress in Lipid Researchd0(5): 325-438.

Murphy J.C., Fox G.E. et Willson R.C. (2001). RNA isolation and fractionation with consian agents.
Analytical Biochemistry295: 143-8.

Myers M., Richmond R.C. et Oakeshott J.G,(1988). On the origins of esterasbtlecular and Biological
Evolution 5(2): 113-9.

Nagasaki K., Tarutani K. et Yamaguchi M. (1999). Growth characteristics bfeterosigma akashiwairus
and its possible use as a microbiological agentréat tide control.Applied and Environmental
Microbiology, 65(3): 898-902.

230



Nardini M. et Dijkstra B.W. (1999).a/B Hydrolase fold enzymes: the family keeps growi@grrent Opinion
in Biotechnology9: 732-737.

Narvaez-Vasquez J., Florin-Christensen J. et Ryan @. (1999). Positional specificity of a phospholipase
activity induced by wounding, systemin, and oligadaride elicitors in tomato leaveBlant Cell
11(11): 2249-60.

Nieminen L.R.G., Makino K.K., Mehta N., Virkkunen M ., Kim H.Y. et Hibbeln J.R. (2006). Relationship
between omega-3 fatty acids and plasma neuroastareids in alcoholism, depression and controls.
Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatt&&5(4-5): 309-14.

Noble M.E., Cleasby A., Johnson L.N., Egmond M.R.teFrenken L.G. (1993). The crystal structure of
triacylglycerol lipase froniPseudomonas glumaeveals a partially redundant catalytic aspar@EBS
Letters 331(1-2): 123-8.

Ollis D., Cheah E., Cygler M., Dijkstra B.W., Frolow F., Franken S., Harel M., Remington S., Silman L,.
Shrag J., Sussman J., Verschueren K. et Goldman A1992). Thea/B hydrolase fold.Protein
Engineering 5: 197-211.

Page R.D.(1996). TreeView: an application to display phyaogtic trees on personal computeZemputer
Applications in The Bioscienc&g(4): 357-8.

Palenik B., Grimwood J., Aerts A., Rouze P., SalanwA., Putnam N., Dupont C., Jorgensen R., Derelle.E
Rombauts S., Zhou K., Otillar R., Merchant S.S., Pdell S., Gaasterland T., Napoli C., Gendler
K., Manuell A, Tai V., Vallon O., Piganeau G., Janek S., Heijde M., Jabbari K., Bowler C., Lohr
M., Robbens S., Werner G., Dubchak I., Pazour G.JRen Q., Paulsen I., Delwiche C., Schmutz
J., Rokhsar D., Van de Peer Y., Moreau H. et Grigaev L.V. (2007). The tiny eukaryote
Ostreococcugrovides genomic insights into the paradox of kian speciationProceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdt@snericg 104(18): 7705-10.

Patterson G.W. (1970). Effect of culture temperature on fattydaciomposition ofChlorella sorokiniana
Lipids, 5(7): 597-600.

Peet M. (2003a). Eicosapentaenoic acid in the treatmensabfizophrenia and depression: rationale and
preliminary double-blind clinical trial result®rostaglandins, Leukotrienes and Essential Fattidéc
69(6): 477-485.

Peet M. (2003b). Nutrition and schizophrenia: An epidemiptal and clinical perspectivéNutrition and
Health, 17(3): 211-219.

Pencreac'h G. et Baratti J.C.(1996). Hydrolysis op-nitrophenyl palmitate im-heptane by th®seudomonas
cepacialipase: a simple test for the determination ofdi@ activity in organic medi&nzyme and

Microbial Technology18: 417-22.

Pencreac'h G., Devos M., Poisson L. et Ergan F2004). Les microalgues marines: source alteraeatlacide
eicosapentaenoique (EPA) et d'acide docosahexagn(@HA). Oléagineux, Corps Gras, Lipide$1:
118-22.

Peters G.H., Svendsen A., Langberg H., Vind J., Pledr S.A., Toxvaerd S. et Kinnunen P.K.(1998). Active
serine involved in the stabilization of the actigde loop in theHumicola lanuginosalipase.
Biochemistry 37(36): 12375-83.

231



Pistillo D., Manzi A., Tino A., Boyl P.P., GrazianiF. et Malva C. (1998). TheDrosophila melanogaster
lipase homologs: a gene family with tissue and Wgraental specific expressiorlournal of
Molecular Biology 276(5): 877-85.

Pleiss J., Fischer M., Peiker M., Thiele C. et Schich R.D. (2000). Lipase engineering database:
Understanding and exploiting sequence-structuretiom relationshipsJournal of Molecular Catalysis
B: Enzymatic 10(5): 491-508.

Pohnert G. (2002). Phospholipase,factivity triggers the wound-activated chemical efesie in the diatom
Thalassiosira rotulaPlant Physiology129: 103-11.

Poisson L.(1999).Valorisation enzymatique de lipides: 1. tBgse de cires a partir de la matiére grasserkitie
2. Production et traitements d'acides gras polyiméa de microalgues.Thése de doctdp@partement
Génie Biologique, IUT de Laval, Université du Maihal.

Poisson L. et Ergan F.(2001). Docosahexaenoic acid ethyl esters figothrysis galbanaJournal of
Biotechnology91: 75-81.

Portilla D., Crew M.D., Grant D., Serrero G., BatesL.M., Dai G., Sasnher M., Cheng J. et Buonanno A.
(1998). cDNA cloning and expression of a novel fgmdf enzymes with calcium-independent
phospholipase Aand lysophospholipase activitiekurnal of the American Society of Nephrolofy
1178-86.

Reith M. et Munholland J. (1993). A High-Resolution Gene Map of the ChloegplGenome of the Red Alga
Porphyra purpureaPlant Cell 5(4): 465-75.

Rhodes L., Smith J., Tervit R., Roberts R., Adamsod., Adams S. et Decker M(2006). Cryopreservation of
economically valuable marine micro-algae in the s&és bacillariophyceae chlorophyceag
cyanophyceaalinophyceaghaptophyceageprasinophyseaeandrhodophyceaeCryobiology 52: 152-

6.

Ris H. et Plaut W. (1962). Ultrastructure of DNA-containing areastire chloroplast ofChlamydomonas
Journal of Cell Biology13: 383-91.

Robert J.-M. (1983).Fertilité des eaux des claires ostreicaleserdissement: utilisation de l'azote par les
diatomées dominantes.Thése de doctdraiversité de Nantes.

Robert R., Connan J.P., Leroy B., Chrétiennot-DinetM.J., Le Coz J.R., Moal J., Quéré C., Martin-
Jézéquel V., Le Gourrierec G., Nicolas J.L., Bernat E., Kaas R. et Le Déan L.(2004).
Amélioration des productions phytoplanctoniques éefoserie de mollusques : caractérisation des
microalgues fourrage. Rapportfremer/DRV/RA/LPI Argenton, Laboratoire de Physgie des
Invertébrés Marins144.

Roessler P.G. (1990). Environmental control of glycerolipid mietdism in microalgae: commercial
implications and future research directiodsurnal of Phycology26: 393-399.

Rusch D.B., Halpern A.L., Sutton G., Heidelberg K.B, Williamson S., Yooseph S., Wu D., Eisen J.A,,
Hoffman J.M., Remington K., Beeson K., Tran B., Snth H., Baden-Tillson H., Stewart C.,
Thorpe J., Freeman J., Andrews-Pfannkoch C., Vented.E., Li K., Kravitz S., Heidelberg J.F.,
Utterback T., Rogers Y.H., Falcon L.I., Souza V., Bnilla-Rosso G., Eguiarte L.E., Karl D.M.,
Sathyendranath S., Platt T., Bermingham E., Gallard V., Tamayo-Castillo G., Ferrari M.R.,
Strausberg R.L., Nealson K., Friedman R., Frazier M et Venter J.C. (2007). The Sorcerer I

232



Global Ocean Sampling expedition: northwest Atlatirough eastern tropical PacifleLoS Biology
5(3): e77.

Saitou N. et Nei M.(1987). The neighbor-joining method: a new metfadreconstructing phylogenetic trees.
Molecular and Biological Evolutiar4(4): 406-25.

Sambrook J., Fritsch E.F. et Maniatis T.(1989). Molecular cloning : A laboratory Manu&pld Spring
Harbor Laboratory Press

Sanchez Puerta M.V., Bachvaroff T.R. et Delwiche €. (2004). The complete mitochondrial genome
sequence of the haptophyEmiliania huxleyiand its relation to heterokonts (supplememNA
Research11(1): 67-8.

Sanchez Puerta M.V., Bachvaroff T.R. et Delwiche €. (2005). The complete plastid genome sequence of
the haptophyt&miliania huxleyi a comparison to other plastid genoni2dA Research12(2): 151-6.

Sarda L. et Desnuelle P(1958). Action de la lipase pancréatique sur kere en émulsiorBiochimica and
Biophysica Acta30: 513-521.

Sayari A., Mosbah H. et Gargouri Y. (2007). Importance of the residue Asp 290 on clemgth selectivity
and catalytic efficiency of recombinaBtaphylococcus simulafipase expressed ia. coli. Molecular
Biotechnology36(1): 14-22.

Sayle R.A. et Milner-White E.J. (1995). RASMOL: biomolecular graphics for allrends in Biochemical
Sciences20(9): 374-6.

Scala S., Carels N., Falciatore A., Chiusano M.L.téBowler C. (2002). Genome properties of the diatom
Phaeodactylum tricornutuniPlant Physiology129(3): 993-1002.

Schaller M., Borelli C., Korting H.C. et Hube B. (2005). Hydrolytic enzymes as virulence factorCahdida
albicans Mycoses48(6): 365-77.

Schmid R.D. et Verger R.(1998). Lipases: interfacial enzymes with attraetapplications. Angewandte
Chemie International Editigr37: 1608-1633.

Schofield D.A., Westwater C., Warner T. et Balish E (2005). Differential Candida albicans lipase gene
expression during alimentary tract colonization arfdction.FEMS Microbiology Letters244(2): 359-
65.

Schrag J.D., Li Y.G., Wu S. et Cygler M.(1991). Ser-His-Glu triad forms the catalytic sifethe lipase from
Geotrichum candidumNature 351(6329): 761-4.

Sedgwick S.G. et Smerdon S.J1999). The ankyrin repeat: a diversity of intéi@ts on a common structural
framework.Trends in Biochemical Scien¢éxl(8): 311-6.

Selosse M.A(2006). Animal ou végétal : une distinction obsel®our La Science350.

Selosse M.A. et Loiseaux-de Goér §1997). Evolution et endosymbiodea Rechercheg296.

Sene C., Girot P., Boschetti E., Plassat J.L., Blbcl. et Egly J.M. (1982). Purification of polyadenylated
mRNA on three oligo(dT)-substituted gels: a compeeastudy.Journal of Chromatography248(3):
441-5.

Sigrist C.J., Cerutti L., Hulo N., Gattiker A., Falquet L., Pagni M., Bairoch A. et Bucher P.(2002).
PROSITE: a documented database using patterns eofdep as motif descriptorsBriefings in
Bioinformatics 3(3): 265-74.

233



Simo R. (2001). Production of atmospheric sulfur by oceaplankton: biogeochemical, ecological and
evolutionary linksTrends in Ecology & Evolutigrl6(6): 287-94.

Six D.A. et Dennis E.A.(2003). Essential G&independent role of the group IVA cytosolic phosijrase A
C2 domain for interfacial activitylournal of Biological Chemistr278(26): 23842-50.

Skovgaard A., Legrand C., Hansen P.J. et Granéli §2003). Effects of nutrient limitation on food age in
the toxic haptophyt@rymnesium parvunfquatic Microbial Ecology31: 259-265.

Spolaore P., Joannis-Cassan C., Duran E. et IsambefA. (2006). Commercial applications of microalgae.
Journal of Bioscience and Bioengineerii@1(2): 87-96.

Stoesser G., Baker W., van den Broek A., Camon E3arcia-Pastor M., Kanz C., Kulikova T., Lombard
V., Lopez R., Parkinson H., Redaschi N., Sterk PStoehr P. et Tuli M.A. (2001). The EMBL
nucleotide sequence databasacleic Acids ResearcR9(1): 17-21.

Stothard P. (2000). The sequence manipulation suite: JavaSgrggrams for analyzing and formatting protein
and DNA sequenceBiotechniques28(6): 1102, 1104.

Suga M. et Hatakeyama T.(2001). High efficiency transformation &chizosaccharomyces pomtretreated
with thiol compounds by electroporatioreast 18(11): 1015-21.

Sukenik A., Carmeli Y. et Berner T.(1989). Regulation of fatty acid composition bsa@tiance level in the
eustigmatophyt&annochloropsisp.Journal of Phycology?5: 686-92.

Svendsen A(2000). Lipase protein engineeri@jochimica et Biophysica AGtad543(2): 223-38.

Tanaka H., Takeya R. et Sumimoto H.(2000). A novel intracellular membrane-bound aaitindependent
phospholipase ABiochemical and Biophysical Research Communicatidi2(2): 320-6.

Tateno Y., Miyazaki S., Ota M., Sugawara H. et Gojbori T. (2000). DNA data bank of Japan (DDBJ) in
collaboration with mass sequencing tealscleic Acids ResearcR8(1): 24-6.

Thompson J.D., Higgins D.G. et Gibson T.J(1994). CLUSTAL W: improving the sensitivity of ggressive
multiple sequence alignment through sequence wagghposition-specific gap penalties and weight
matrix choiceNucleic Acids ResearcR2(22): 4673-80.

Tillmann U. (1998). Phagotrophy by a plastidic haptophifiymnesiumpatelliferurn Aquatic Microbial
Ecology 14: 155-60.

Tillmann U. (2003). Kill and eat your predator: a winning tgy of the planktonic flagellatBrymnesium
parvum Aquatic Microbial Ecology32: 73-84.

Tsai I.-H., Wang Y.-M., Chen Y.-H., Tsai T.-S. et T M.-C. (2004). Venom phospholipases 8f bamboo
viper (Trimeresurus stejnegéri molecular characterization, geographic variatiand evidence of
multiple ancestrieBBiochemistry Journal377: 215-23.

Uppenberg J., Hansen M.T., Patkar S. et Jones T.A1994a). The sequence, crystal structure detetimma
and refinement of two crystal forms of lipase Bnir@andida antarcticaStructure 2(4): 293-308.

Uppenberg J., Patkar S., Bergfors T. et Jones T.A1994b). Crystallization and preliminary X-ray diges of
lipase B fromCandida antarcticaJournal of Molecular Biology235(2): 790-2.

Van de Peer Y. et De Wachter R(1997). Evolutionary relationships among the eydtic crown taxa taking
into account site-to-site rate variation in 18S MRNournal of Molecular Evolutior45(6): 619-30.

van Leeuwen W., Okresz L., Bogre L. et Munnik T.(2004). Learning the lipid language of plant siing.
Trends in Plant Scienc®: 378-84.

234



van Pouderoyen G., Eggert T., Jaeger K.E. et Dijksd B.W. (2001). The crystal structure Bacillus subtilis
lipase: a minimal alpha/beta hydrolase fold enzyinernal of Molecular Biology309(1): 215-26.

Vancassel S(2004). Oméga 3 et neurotransmission céréb@dtagineux, Corps Gras, Lipidef1(1): 58-65.

von Schacky C. et Harris W.S.(2007). Cardiovascular benefits of omega-3 fattyda Cardiovascular
Research73(2): 310-15.

Wada M., Hara Y., Kato M., Yamada M. et Fujii T. (1987). Diurnal appearance, fine structure, arehtgbal
composition of fatty particles iHeterosigma akashiwgRaphidophycegeProtoplasma137(2): 134-9.

Wahlund T.M., Hadaegh A.R., Clark R., Nguyen B., Faelli M. et Read B.A.(2004). Analysis of Expressed
Sequence Tags from Calcifying Cells of Marine Cditlbophorid Emiliania huxleyj. Marine
Biotechnology6(3): 278-90.

Wheelan S.J., Church D.M. et Ostell J.M.(2001). Spidey: a tool for mRNA-to-genomic aligmte Genome
Research11(11): 1952-7.

Winkler F.K., D'Arcy A. et Hunziker W. (1990). Structure of human pancreatic lipdsature 343(6260):
771-4.

Winstead M.V., Balsinde J. et Dennis E.A(2000). Calcium-independent phospholipase: Atructure and
function.Biochimica et Biophysica Actd488(1-2): 28-39.

Wong H. et Schotz M.C.(2002). The lipase gene familjournal of Lipid Researgh3(7): 993-9.

Yadav R.P., Saxena R.K., Gupta R. et Davidson W.%1998). Rapid zymogram for lipasBiotechniques
24(5): 754-6.

Yooseph S., Sutton G., Rusch D.B., Halpern A.L., Wiamson S.J., Remington K., Eisen J.A., Heidelberg
K.B., Manning G., Li W., Jaroszewski L., Cieplak P, Miller C.S., Li H., Mashiyama S.T.,
Joachimiak M.P., van Belle C., Chandonia J.M., Sogel D.A., Zhai Y., Natarajan K., Lee S.,
Raphael B.J., Bafna V., Friedman R., Brenner S.EGodzik A., Eisenberg D., Dixon J.E., Taylor
S.S., Strausberg R.L., Frazier M. et Venter J.C(2007). The Sorcerer Il Global Ocean Sampling
expedition: expanding the universe of protein fasilPLoS Biology5(3): e16.

Yoshida M., Noél M.-H., Nakayama T., Naganuma T. elnouye |. (2006). A haptophyte bearing siliceous
scales: ultrastructure and phylogenetic position H§alolithus neolepis gen. et sp. nov.
(Prymnesiophyceaélaptophyta. Protist, 157; 213-34.

Zhao G., Etherton T.D., Martin K.R., Vanden HeuvelJ.P., Gillies P.J., West S.G. et Kris-Etherton P.M.
(2005). Anti-inflammatory effects of polyunsaturtéatty acids in THP-1 cellsBiochemical and
Biophysical Research Communicatip886(3): 909-17.

235



