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Figure 1 : Arbre phylogénétique des lignées eucaryotes d’'apres Keeling, 2013.

Les relations entre les différentes lignées eucaryotes ont été établies apres

synthese de différentes études basées sur des analyses phylogénomiques a
grande échelle, ou des caractéristiques génomiques rares. Les lignes pointillées
représentent les relations particulierement litigieuses au sein de la communauté

scientifique. Les différentes possibilités faisant débat ont été tracées. La lignée

des diatomées a laquelle appartient Phaeodactylum fricornutum a été

encadrée en rouge.
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1 Synthese bibliographigue

1.1 Microalgues

Les microalgues forment un groupe polyphylétiquerginismes microscopiques et
photosynthétiques. Ce terme regroupe des organitiees/ariés, aussi bien unicellulaires que
pluricellulaires, répartis sur des phylums tre$édénts allant de la cyanobactérie (procaryote) aux
microalgues eucaryotes. Apparues il y a environ Rjliard d’années sous la forme de
cyanobactéries, elles ont ensuite évolué au gréeddscytoses, apparaissant puis se répartissant
dans les différents embranchements de 'arbre gléylétique des eucaryotes. Actuellement, seul le
supergroupe des Unikontes, auquel appartienneminiesaux, est exempt de microalguggure
1; Keeling, 2013).

Les diatomées ou Bacillariophycées, sont des mguwea eucaryotes unicellulaires
appartenant au groupe des Straménopiles. Il sthgit des groupes phytoplanctoniques les plus
riches comprenant une population estimée entre 0806t 100 000 especes (Mann and
Vanormelingen, 2013). Les diatomées sont appalyes €nviron 280 millions d’années a la suite
d’'un événement endosymbiotiquggre 2 ; Medlin, 2000; Moustafa et al., 2009).

Eucaryote

hétérotrophe
Plantes terrestres

Eucaryote
hétérotrophe

““;}:» Premiére endosymbiose Cyanobactérie

Algue verte

Transfert génétique
horizontal Algue rouge

" _ Seconde endosymbiose ,_j,"/ Stramenopiles
N - (Diatomées)

Figure 2 : Origine endosymbiotique présumée des diatomées d'apres Keeling, 2013 et
Moustafa et al., 2009.
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Figure 3 : Structure du frustule des diatomées.

A = Schéma représentant la structure pariétale des diatomées d'apres Zurzolo and
Bowler, 2001.

B = Photographie en microscopie optique de la diatomée Diploneis beyrichiana
dont le frustule s'est ouvert accidentellement. Image extraite du site
http://www.diatomloir.eu/Site%20Diatom/
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De maniere intéressante, les analyses génétiqaiesers chez les diatomées ont révélé une
proximité inattendue avec les Metazoa (animauxy4@o and Bowler, 2001). Ainsi, d’apres les
analyses de données phylogénomiques et ultrastalesy les diatomées sont placées dans un
phylum proche de celui des Alveolates et éloigm@&sdignées vertes et rouges (Baldauf et al., 2000;
Keeling, 2013). On peut ainsi pratiquement considdes diatomées comme des animaux
photosynthétiques, plutdét que des plantes unieatks (Zurzolo and Bowler, 2001). Leur position
phylogénétique, a mi-chemin entre les plantessgtgs et les animaux, en font des organismes trés
intéressants pour I'étude de I'évolution des défdes voies métaboliques (Mathieu-Rivet et al.,
2014).

1.2 Diatomées
1.2.1  Structure Globale

Selon I'espéce considérée, les diatomées peuvesemier une taille cellulaire allant de 5um
a 5mm. Certaines de ces algues sont aussi capiblgassocier en formant des chaines ou des
colonies (Lee, 1999). A I'exception de quelquesidigs, seules les gametes males sont flagellés
chez les diatomées. Chaque cellule est entouréairpamparoi appelée frustule. Ce dernier est
caractérisé par un squelette de silice amorpheX&if®) (Martin-Jezequel et al., 2000; Wetherbee,
2002) associé a une enveloppe organique essem@ritecomposée de polysaccharides et de
protéines (Hecky et al., 1973). Ce frustule est pas® de deux parties imbriquées I'une dans
l'autre : une plus grande, I'épithéque, qui chevwuane plus petite, 'hypotheque, a la maniere
d'une boite de Pétri. Chaque theque est ainsi ceé®pa@ la fois d’'une valve (épivalve ou
hypovalve), qui correspond au fond de la boiteluetingulum, formé d’'un ou plusieurs anneaux
de silice, qui correspond a la paroi verticdlgufe 3). La forme du frustule est trés variable en
fonction de I'espéce considérée. Doté de nanosireEgénétiguement déterminées (Kroger, 2007),

le frustule est devenu un critére pour l'identifioa et la classification des especigure 4).



Figure 4 : Diversité de la structure pariétale des diatomées.

Prises de vue globales et ultrastructurales du frustule de différentes especes de
diatomées en microscopie électronique a balayage (Kréger and Poulsen,
2008).

Les diatomées ont ainsi été séparées en deuxsggamapes facilement distinguables : d’'un
cOté, les diatomées centriques qui possedent umétsg radiale, et d'un autre coté, les diatomées
pennées qui possedent une symétrie bilatéraleorigesmismes modeles utilisés pour représenter ces
grandes classes sont respectivenmidmatiassiosira pseudonarea Phaeodactylum tricornutunbes
classifications centriqgue et pennée sont elles-rsé&mnbdivisées en deux groupes : les diatomées
centriques radiales et polaires, et les diatoméaaéges raphidées et araphiddagure 5; Kroger
and Poulsen, 2008).

Centrique Radiale Centrique Polaire Penné Raphidé Penné Araphidé

Figure 5 : Classement structural des diatomées.

Photographies en microscopie électronique a balayage (Kréoger and Poulsen,
2008).
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1.2.2 Ultrastructure et composition pariétale

La paroi cellulaire des diatomées observée au suome électronique présente trois
couches : une couche externe organique onduléebé@mrde mucilage sécrété, une couche
intermédiaire minéralisée silicifiée contenant denhatiere organique, et une derniere couche

organique interne : le diatotepufig(rre 6 ; Borowitzka and Volcani, 1978)

plasmalemma

diatotepum
silica shell

Figure é : Organisation ultrastructurale de la paroi des diatomées.

Photographie en microscopie électronique & fransmission du morphotype oval de
P. tricornutum (GUgi et al., 2015). EPS = Extracellular polymeric substances.

Cependant, bien que ces couches apparaissentibigctds, il semble tres difficile de les
séparer par traitement physique ou chimique (Bdakaiand Volcani, 1978). La couche organique
externe est la premiere a apparaitre pendant haatoon pariétale, puis les deux autres vont venir
se déposer en dessous. La couche du milieu contiensitice semble ainsi étre la paroi mature,
tandis que le diatotepum, se situant au contalst dembrane plasmique, a été décrit comme étant
composé de matériel fibrillaire avec une matriceogohe, correspondant vraisemblablement a la
zone de dépdbt de la paroi nouvellement synthé{iBéeowitzka and Volcani 1978). Difféerentes
études ont été menées afin de connaitre la congogériétale des diatomées. Cependant, les
interactions fortes présentes entre les différeateshes rendent difficile I'attribution spécifique
d’'un composé a lI'une ou l'autre des couches. Amsijs envisagerons pour la suite du descriptif la
paroi dans sa globalité.

Afin de réaliser la couche de biosilice qui complese frustule, les diatomées importent de
I'acide monosilicique Si(OH)présent naturellement dans les ocdnéguer et al., 1995)ia des
transporteurs Nadépendant (SIT = Sllicon Transportdfiildebrand et al., 1997, 1998)a
formation de la biosilice se déroule ensuite dasswsicules intracellulaires spécifiques, les SDVs

(Silica Deposition Vesicles), ou elle va précipiteependant, les mécanismes reliant le transport de



la silice a sa polymérisation, a savoir le stockagéacide silicique soluble ainsi que son mode de
transport dans les SDVSs, restent encore méconmssSDVs vont ensuite aller fusionner avec la
membrane cellulaire afin de libérer leur contenuniaeau de la parqiSumper and Kroger, 2004)

La paroi des diatomées n’est pas uniquement constitaésilice, on y retrouve aussi des protéines
et des polysaccharides. Trois principales famdkeprotéines ont pu étre identifiées : les frustdi

les pleuralines et les silaffines. En plus de camidres, de trés longues chaines de polyamines
(LCPASs) ont été mises en éviden&uper and Kroger, 2004)es silaffines et les polyamines
exercent une grande influence sur la formatioradglicein vitro en catalysant sa polymeérisation
sous forme de billes (Wetherbee, 2002), elles @msent ainsi directement impliquées dans la
biogenése de la silice. Les silaffines et les poiy@s sont étroitement associées avec la siline et
peuvent étre resolubilisées qu’en éliminant congphént la silice (Sumper and Krdger, 2004). Ces
polyamines pariétales sont les plus longues traidées la nature, et chaque espece de diatomée
en possede une collection spécifique variant p&orgueur de leur chaine ou par leurs motifs de
méthylation. Les LCPAs sont ainsi constituées dgl@s chaines linéaires d’oligopropyleneimines
lies a des propylenediamines, putrescines, omsgiaes. Leurs atomes d’azote peuvent présenter
différents degrés de méthylation, permettant dansins cas la création d’azote quaterndigeife

7 ; Krbger, 2007).
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Figure 7 : Structure des LCPAs retrouvées chez les diatomées.

Les groupements propyldiamine, spermidine et putrescine sont représentés
respectivement en rouge, vert et bleu. Les valeurs associées aux n et m indiquent
le nombre de répétition propyleneimine (Kréger and Poulsen, 2008).
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La reproduction fidele de l'architecture des frissuentre les cellules d’'une méme espéce
semble indiquer une transmission génétique. Chagpéce de diatomée possédant son propre jeu
de polyamines, et sachant que la longueur desehdim polyamine est liée a la taille des billes de
silice polymérisée (Kroger et al., 2000), les vwias de structure des LCPAs entre les différentes
especes seraient probablement un des liens ergémé&ique et la formation des motifs pariétaux
espece-spécifiques (Zurzolo and Bowler, 2001). &edes menées par microscopie électronique a
transmission ont montré que les frustulines (Polale 1999)et les pleuralines (Kroger and
Wetherbee, 2000) se retrouvent associées a lditdoseulement apres sa formation, ce qui laisse
penser gu’elles ne sont pas impliquées dans sageBkes auraient plutot un réle structural, ainsi
gu’une implication dans le développement du frustul

Chez les diatomées, la partie organique de la patoaussi composée de polysaccharides
polyanioniques (Chiovitti et al., 2005; McConvi#éal., 1999; Round et al., 1990). La composition
monosaccharidique pariétale a été étudiée chegreliffes diatomées montrant que les frustules
contiennent une gamme assez large de monosacchaadec des sucres neutres (comme du
glucose, mannose, galactose, xylose, arabinosepyndse, fucose), des sucres acides (acide
glucuronique, acide galacturonique, acide 2-O-nigthguronique, acide mannuronique) et des
sucres neutres  O-méthylés  (2-O-méthylrhamnose, n3@wlrhamnose, 2,3-di-O-
méthylrhamnose, 3-O-méthylxylose, 4-O-méthylxyloé&bdullahi et al., 2006; Chiovitti et al.,
2005). Ces études montrent que le mannose estile majoritaire, sa fraction molaire pouvant
dépasser parfois les 60%, supposant ainsi qudysgozharide pariétal principal serait un mannane
(Chiovitti et al., 2005; Ford and Percival, 198ba aussi été mis en évidence la présence daehiti
(poly-N-acétyl-D-glucosamine) cheZyclotella et Thalassiosira (Blackwell et al., 1967).
Cependant, il y a actuellement tres peu d’infororatidisponibles quant a la structure détaillée des
polysaccharides hydrolysés pour obtenir ces cortiposi(Gugi et al., 2015).

Beaucoup de données concernant la composition tglariesont disponibles pour
P. tricornutumqui possederait dans sa paroi de I'arabinoseychsg, du galactose, du glucose, du
rhamnose, du xylose, de I'acide mannuronique etad&le galacturonique (Gugi et al., 2015).
Cependant, Ford et Percival (1965) ont montré quealoi deP. tricornutumest principalement
composée de mannose, d'acide glucuronique et depegmeents sulfate, formant ainsi du
glucuronomannane sulfaté. Ce polysaccharide sanasi composé d’'une chaine principale de
mannopyranoses lies en 1,3 ramifiée par des chaifeesde glucopyranosyluronique (1-3)
mannopyranose, ou d’acide glucopyranosyluroniqu®) (lhannopyranosyl (1-2) mannopyranose
(figure 8).
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Figure 8 : Structure putative des polysaccharides pariétaux retrouvés chez
P. tricornutum (Gugi et al., 2015).

Bien que les liaisons entre monosaccharides soient représentées en a, I'anomérie
n'est pas encore déterminée. A = représentation de la chaine principale d'1,3-
mannopyranose ; B = ramifications d'acide glucopyranosyluronique (1-3)
mannopyranose, et d'acide glucopyranosyluronique (1-3) mannopyranosyl (1-2)
mMannopyranose.

Méme si cela n’est pas encore complétement confite@mblerait que ces chaines latérales
puissent étre liées au niveau du carbone 2 demerteannoses de la chaine principale, tout comme
les groupements sulfatésbdullahi et al., 2006)Cette hypothese peut étre appuyée par des travaux
réalisés sur le glucuronomannane d’une autre dieégRinnularia viridis, qui montrent que cette
diatomée posséde des chaines latérales liées canblene 2, et des sulfatations sur les carbones 2
et/ou 4 de certains mannoses de sa chaine priedijgaire 9 ; (Chiovitti et al., 2005)).

CH,OH CH,OH
O O
H 8|
H H
RO O RO o=
HO ~0;380 \q
H H H H
R=H or SO;~ R =805~ or glycosyl
substitution
Figure 9 : Représentation des structures hypothétiques rencontrées chez Pinnularia
viridis (Chiovitti et al., 2005).
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1.2.3 Reproduction

La division cellulaire des diatomées se produtles souvent selon un processus de division
mitotique asexuel. Cependant, a cause de la ggiditeur paroi silicieuse s’opposant a I'expansion
cellulaire, les deux cellules filles vont devoirfeemer a l'intérieur de la cellule mére (Hoek ket a
1995; Pickett-Heaps et al., 1984). Chez les diagmndéa division cellulaire est donc semi-
conservative. Chaque cellule fille va hériter d’'uhes theques parentales et former une seule
nouvelle theque. Ainsi, une des cellules filles reattiliser I'épitheque de la cellule mére et
synthétiser une nouvelle hypotheque correspondantiautre va réutiliser I’hypotheque de la
cellule mére en épithéque pour synthétiser une elmutaypothéquefigure 10). Ce processus de
division implique donc que la taille d’'une des deeXules soit plus petite que celle de la cellule
mere, et donc que la taille de la population déskaiDes lors, I'hétérogénéité et la varianceade |
population vont augmenter au fur et a mesure dasiains cellulaires. Ainsi, lorsque la taille aftei
un seuil critique d’environ 30-40% de la taille nmagle, la majorité des espéces vont procéder a

une reproduction sexuée afin de restaurer la @itlagine (Hoek et al., 1995; Mann, 1993).

Epithéque parentale

Hypothéques filles

Hypothéque parentale
=Epitheque fille

Figure 10 : Synthese des hypotheques lors de la division cellulaire des diatomées.

Photographie prise en microscopie électronique & fransmission du morphotype
fusiforme de Phaeodactylum tricornutum, d'apres Tesson et al., 2009. Ra = Raphé,
Fi = matériel fibrillaire.




1.2.4 Sexualite

Le fait d’atteindre la taille critique n’est pasdeul éléement déclencheur de la sexualité chez
les diatomées. Différents signaux environnemenfaewwent en étre aussi a I'origine comme la
lumiére, la salinité, des interactions biotigues@des bactéries (Nagai and Imai, 1998), et dans
guelques cas le stress nutritif (Chepurnov et 2004). L'intervention de phéromones a été
récemment mise en évidence dans la sexualité destkes (Sato et al., 2011). Elles permettent
ainsi de stimuler la sexualisation et jouent le i chimioattractant, favorisant de fait la patb
de rencontre entre deux gamefiggufe 11). La premiére structure de phéromone de diatonééé a
mise en évidence a partir d’'une culture de la dig@® penné&eminavis robusteet correspond a
de la diproline (Gillard et al., 2013; Moeys et @016). Peu de choses sont actuellement connues
concernant son origine et son mécanisme d’actibb@.peovient probablement d’une conversion a

partir de glutamate puis serait relarguée danslleurpar I'algue.
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Gametogene5|s and  Mate finding and pairing
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Auxospores

Figure 11 : Cycle de vie de la diatomée Seminavis robusta (Moeys et al., 2014).

Lorsque la taille des cellules passe en dessous d'un seuil critique, les cellules de type
sexuel MT- et MT* vont débuter la production de phéromones induisant la sexualité,
respectivement SIP- et SIP*. Sous I'influence de ces phéromones, les MT- vont sécréter
comme phéromone attractive de la diproline, et les MT* expriment probablement un
récepteur a cette méme phéromone. Ce mécanisme va permettre la rencontre des
cellules de type sexuel opposé afin de générer un zygote.
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La sexualité semble différer entre les diatoméasricgies et les diatomées pennées. Ainsi,
toutes les centrigues sont oogames (elles produisenovule et un spermatozoide), ou ont
abandonné l'allogamie (zygote issu des gameétes ailx dhdividus) pour des processus de
reproduction asexuée comme l'automixie (zygote idsula fusion de deux cellules haploides
provenant d’un unique individu femelle) ou I'apomiXclonage) (Mann, 199347 contrariqg les
diatomées pennées sont généralement isogames €gaiaientiques) et non flagellées (Sato et al.,
2011). Pour certains scientifiques, la présenagadecte male flagellé est méme devenue un critére
de distinction des diatomées centriques vis-a-ets diatomées pennées (Hasle, 1983). De facon
étonnante, les spermatozoides des diatomées ca#nmg possedent qu’'un seul flagelle dépourvu
de la paire de microtubules centraux habituellementontrée dans les axonénfésnsen et al.,
2003; Manton, 1966). Les deux gamétanges prodait$ ainsi s’accoupler, libérant chacun deux
gametes qui vont fusionner pour former deux zygqtesont croitre a I'intérieur d’'une auxospore
(Figure 11; Mann, 1993). Contrairement aux diatomées camgq les diatomées pennées
possédent une grande variété d’auxosporulatiorgoas&es en 4 grandes classes basées sur le
nombre d’auxospores produites par la cellule médanfq, 1993). Apres germination, cette
auxospore va former une cellule initiale qui vawtesse diviser par mitose afin de produire une

nouvelle génération de cellules végétatives.

1.2.5 Division cellulaire

Ce processus a été observé au niveau ultrastruatiez de nombreuses especes de
diatomées, les étapes clés pouvant étre résumideslseschéma présenté surHegure 12 Les
noyaux des cellules filles vont migrer chacun \tessextrémités de la cellule, puis un centrosome
va venir se positionner entre le noyau et I’hypqtlenouvellement formée. Une SDV va venir se
former entre le plasmalemme et le centrosome, gllgis/a s’allonger de maniére tubulaire. Elle va
ensuite s’étendre perpendiculairement pour fornmer @norme vésicule du cété de I'hnypothéque.
La nouvelle valve va ainsi se former dans la SD&lgitransport ciblé de silice, de protéines et de
polysaccharides (Zurzolo and Bowler, 2001). Dureatprocessus, la lumiere de la SDV va
s’acidifier pour permettre la polymérisation dsilece (Vrieling et al., 1999). Une partie du masér
organique va venir recouvrir la structure siliceusindis qu’une autre partie va étre impliquéesdan
le dépdbt de la silice (Zurzolo and Bowler, 2001helois la synthése de la valve terminée, cette
derniere sera exocytée par fusion de la membrasenpiue avec la membrane de la SDV, appelée
aussi silicalemme. Ainsi, la face interne du alketnme va devenir la nouvelle membrane

plasmique. Les cellules possederont ainsi sur cethee naissante un nouveau raphé qui sera



conservé sur I'hypothéque, tandis que l'autre ragiisarait de I'épithéque par un mécanisme

encore inconnu (Tesson et al., 2009).

Overlap region —I:
Exocytosis of Hypotheca
girdle band

Figure 12 : Biogenése de la paroi cellulaire des diatomées d’apres Zurzolo and Bowler,
2001 ; Kroger and Poulsen 2008.
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Au niveau moléculaire, bien que les deux thequésnsonorphologiquement identiques,
leur composition protéique différe. En effet, ét& montré par immunolocalisation une implication
des pleuralines dans le développement cycliquewiuie (Kroger and Wetherbee, 2000). Durant
l'interphase, ces protéines se trouvent associédggiement au niveau des bandes pleurales de
I'épitheque, zone de chevauchement avec I'hypothe@ependant, au moment de la division
cellulaire, lors de la conversion de I'hypothequeemtale en épithéque de la cellule fille, il est
possible d'observer la présence des pleuralinesieau des nouvelles bandes pleurales de
'hypothéque. La synchronie de ces événements mdimnplication de ces protéines dans le

contrble de la différentiation hypothéque-épitheque
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Suite a ces événements, les deux cellules fillas esuite se séparer, puis elles vont croitre
de maniere unidirectionnelle selon I'axe de divisiellulaire. Comme le frustule est tres rigide, la
croissance cellulaire durant l'interphase n'estspme qu’en augmentant la distance entre
I'épitheque et I’hypotheque. Ainsi, au fur et a omesde la croissance cellulaire, de nouvelles bande
de silice vont étre synthétisées au niveau du tumgugrace au processus de SDVs décrit
préecédemment. Ces vésicules vont fusionner avewfabrane I'une apres l'autre afin d’éviter la
formation d’ouverture au niveau latéral de la pamlulaire, seule partie extensible du frustule
(Sumper and Kréger, 2004). Une fois que la celdulteint la taille requise, un nouveau cycle de

division cellulaire peut recommencer.

1.3 La diatomée Phaeodactylum tricornutum
1.3.1 Histoire

Parmi toutes les diatomées recensées jusqu’@®otdcornutumest une diatomée atypique
du fait de son pléomorphisme unig@®tte capacité est liée en partie a sa paroi faiahe silicifiee
par rapport aux autres diatomédéswin et al., 1958)ui permettant trés certainement une plus
grande plasticité morphologig@Borowitzka and Volcani, 1978)De ce fait, elle a la particularité

de présenter naturellement trois morphotypes diffésr: ovale, fusiforme et triradiEigure 13).

Ovale Fusiforme Triradié

N\ 4

>
o BN - BN .

Figure 13 : Présentation des trois morphotypes de P. tricornutum.

Photographies prises en microscopie optique en lumiére transmise dans le cadre
de ce doctorat.

Ces trois morphotypes ont la méme ultrastructultalage a I'exception de leur paroi et de
leur organisation vacuolaire (Borowitzka and Voli¢d878). Le morphotype triradié fut le premier
a avoir été isolé par Bohlin en 1897 a partir dadillons provenant de Plymouth (Grande-
Bretagne) et des vasques naturelles de la megBaltprobablement grace a sa forme originale (De
Martino et al., 2007). Allen and Nelson (1910) &eht ensuite le morphotype fusiforme, qui de

par sa morphologie et sa ressemblance avec le ¢étaschia fut alors qualifie comme étant



Nitzschia closterium f. minutissim@/ilson a le premier, en 1946, décrit la nature payphique
deP. tricornutum(sous le nom dilitzschia closterium minutissima, et révélé I'existence de trois
morphotypes appartenant a la méme espece. Pama owasion, il attira I'attention sur la grande
ressemblance entre ses observations du morphotyeelié¢ et les études précédentes de
P. tricornutum Ce n’est qu’un peu plus tard en 1954 qu’Hendeg fiapprochement entre les deux
et démontra que les études précédentes étaiemsbaséait sur une espéece unigie tricornutum
(Hendey et al., 1954 ependant, la présence de leucosine, I'abseng®tiité observée alors, et

la structure pariétale silicifiee dre tricornutum,ont mené a la conclusion que cette algue ne pbuvai
pas appartenir a la classe des diatom@dsndey et al., 1954)mais plutét a celle des
Chrysophyceae. Ce n’est qu'aprés observation diphé silicifié dans la forme ovale que Lewin
(Lewin, 1958)a assigné€haeodactylunaux Bacillariophycead?. tricornutumest actuellement la
seule représentante du sous-ordre Phaeodactylin€aenille Phaeodactylacea, genus
PhaeodactylunfLewin, 1958; Lewin et al., 1958 ette algue ne semble pas tres abondante dans
la nature, bien que cosmopolite. C’est une espétiere essentiellement retrouvée au niveau des
estuaires et des vasques nature{l2e Martino et al., 2007)En arrivant a tirer parti de ces
environnements trés fluctuants, aussi bien en teleniempérature que de salini,tricornutum

fait preuve d’'une grande adaptabilité probablentiéeta son polymorphism@®e Martino et al.,
2007) Depuis le siécle dernie. tricornutum a étéisolée a partir de différentes zones
géographiques a travers le monde, et 10 souchesjaes (Pt1-Pt10) ont été caractérisées par De
Martino et al. (2007), qui par séquencage de lorelJ S2 ont déterminé quatre génotypes : A, B,
C et D, définis selon le polymorphisme génétiqueetee région chromosomique. Historiquement,
les souches Pt1.8.6 et Pt3 ont été isolées a mhéthantillons provenant respectivement de
Blackpool et Plymouth (Grande-Bretagr{f®e Martino et al., 2007)La souche Pt3 dérive de la
souche Pt2 isolée aux environs de 1910 par E.ldnAAinsi, Pt3 a été obtenue dans les années
1930 par un isolement clonal de Pt2 capable deseowans de I'eau douce. La souche Pt1.8.6 est
guant a elle une des neuf cultures monoclonaldisééa a partir de la souche Ptl isolée en 1956
par S. Coughlan.

1.3.2 Particularité de sa plasticité morphologique

La plasticité morphologique d&. tricornutumlui permet de pouvoir survivre en I'absence
de silice dans le milie(De Martino et al., 2007Peu de publications documentent les étapes de la
transformation/passage d’un morphotype a un gteeMartino et al., 2007, 2011; Gutenbrunner
et al., 1994; Lewin et al., 1958; Tesson et alQ®Wilson, 1946)Ainsi, P. tricornutumprésente

3 morphotypes majoritaires qui sont les morphotypesle, fusiforme et triradié. Plus rarement,
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trois autres morphotypes peuvent étre observés migrphotypes cruciform@He et al., 2014;
Wilson, 1946) boomerang et ron(De Martino et al., 2011)Les morphotypes cruciforme et
boomerang semblent étre plutdt des états trarestemtre deux des morphotypes principaux, tandis
gue le morphotype rond posséde les caractéristitjuas cellule en dormance (paroi épaisse, corps
lipidiques, chloroplaste désorganisé). Cette vdii@abmorphologique ne semble pas dépendre du
génotype, bien qu'il semble que certaines souch&septent des prédispositions pour un
morphotype particulierfigure 14 ; (De Martino et al., 2007)Ainsi, parmi les 10 souches de
P. tricornutum les souches Pt3 et Pt9 semblent posséder dégisgmsitions pour le morphotype
ovale, la souche Pt8 plutdt pour le morphotypedii, et les autres pour le morphotype fusiforme.
Cependant, le morphotype fusiforme a déja été vbsdans les 10 souches Be tricornutum
appartenant aux 4 génotypes différgite Martino et al., 2007 Malgré le flou qui entoure encore
la sexualité déhaeodactylumla morphogenese ne semble pas provenir d’'uneaitee entre un
stade haploide et diploide de la microalgDarley, 1968) Les trois morphotypes majoritaires
possédent la méme ultrastructure a I'exceptiordeparoi cellulaire ainsi que de leur organisation
vacuolaire(Borowitzka and Volcani, 1978xe qui leur permet d’avoir une flottabilité diféte

(De Martino et al., 2011; Lewin et al., 1958; Witsd 946)

Accession name Genotype Morphology

Fusiform morphotype

Ptl
Pt2
Pt3
Pt4
Pt5
Pt6
Pt7
Pt8
Pt9
Pt10

Oval morphotype

Pt3
Pt9

Triradiate morphotype
Pt8 D

QP00 w>» > >

> >

B FUI

Figure 14 : Prédisposition morphologique des 10 souches de P. tricornutum.

D’apres De Martino et al., 2007.




1.3.3 Structure
1.3.3.1 Génerale

Phaeodactylunposséde des organites dont l'ultrastructure esitasie a celles des autres
diatomées. AinsiPhaeodactylunposséde un unique chloroplaste central situé thud=l’épivalve
(figure 15). Ce plaste présente un seul pyrénoide traversé@a< thylakoides. Le noyau se
retrouve habituellement au centre a coté du chlastg. Son enveloppe nucléaire est reliée au
réticulum endoplasmique qui entoure le chloropla&téinterphase, selon les coupes observées, la
microalgue peut présenter de un a quatre appardé(§olgi toujours proche(s) de la membrane
nucléaire, ainsi qu’une a plusieurs mitochondiies. extrémités distales de la cellule sont occupées
par de larges vacuoles qui comblent la différeneevolume entre les différents morphotypes

(Borowitzka and Volcani, 1978).

Figure 15 : Ultrastructure des trois morphotypes de P. tricornutum.

Photographies prises en microscopie électronique a fransmission d'apres De Martino et al.,
2011 ; Borowitzka et Volcani, 1978. A et B = morphotype Triradiée ; C = morphotype Ovale ; D
et E = morphotype Fusiforme respectivement en section longitudinale et tfransversale. Pl =
plastide ; pyr = pyrenoid ; n = noyau ; m = mitochondrie, ep = épivalve ; hyp = hypovalve.
Echelle noire = 1,5um (Photo B) ; échelle blanche = 1um (Photos A et D); échelle grise =
0,3um (Photos C et E).
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Figure 16 : Structure des trois morphotypes de P. tricornutum.

Photographies prises en microscopie électronique a balayage, Tesson et al., 2009.

A-C = morphotype Oval avec différents degrés de silicification : (A) seulement le raphé est
silicifie ; (C) la valve entiere est silicifiee ; (B) silicification intermédiaire entre (A) et (C).D =
morphoype triradié. E = morphotype fusiforme. Ra = Raphé ; Si = structure silicifiée.

1.3.3.2 Fusiforme

Le morphotype fusiforme possede une forme de fuségarement incurvé mesurant
généralement de 25 a 35uRidure 16). Parfois possédant une taille plus petite, iloegtendant
rare d’en observer au-dela de 35um. Le tiers diemde la cellule est bombé, puis le diameétre
cellulaire diminue en allant vers les extremitégales, formant ainsi deux prolongations appelées
aussi « bras » de la cellule. On pourra noter laéoarrondie des extrémités de I'algue. La partie
bombée de la cellule va contenir le noyau, le dplaste, ainsi que la majorité des organites, alors
gue les bras sont comblés par des vacy@gison, 1946) Le morphotype fusiforme a été observé
comme étant la forme la plus stalfiélcani, 1981) Ce morphotype est effectivement la forme
majoritairement isolée dans la nature, ainsi quéolése dans les cultures en laboratoire, représentan
plus de 95% de la population pour 7 des 10 sou@edartino et al., 2007)



1.3.3.3 Ovale

Comme le suggére son nom, le morphotype ovale pies@e forme ovoide qui ne possede
pas de brasfigure 16). De ce fait, contrairement aux autres morphotypeis possedent des
extrémités comblées par des vacuoles, le volumeededernieres est trés restreint donnant
limpression que la majorité du volume intracelltégest occupé par le chloroplaéiéilson, 1946)
P. tricornutumest classée comme une diatomée pennée raphidiseemeealité, seule sa forme
ovale possede un rapfieewin et al., 1958)Ce morphotype est celui qui se rapproche le géss
autres diatomées. Il est le seul a posséder uri@blércoque de silice située généralement sur
I’hypothéque ou se trouve le raphéRldricornutum(De Martino et al., 2007; Tesson et al., 2009)
Dailleurs, une des particularités de la forme ev@P. tricornutumest de ne posséder qu’une seule
des deux valves silicifiédewin et al., 1958)Bien que de maniere surprenante les morphotypes
ovale et fusiforme contiennent la méme quantitéitiee (0,4-0,5 % de la masse sechewin et
al., 1958) elle est, chez I'ovale, utilisée pour la créatinstructures comme le raphé. Ceci peut
expliquer la sensibilité de ce morphotype a |'alogatte silice dans le milieu contrairement aux deux
autres morphotypes. En effet, il a été observé Ehemrphotype ovale, une diminution du taux de
croissance de 50% lorsqu’il est cultivé dans unemiexempt de silic€De Martino et al., 2007)
Le degré de silicification chez ce morphotype esiable, il peut aller d’'un simple raphé a une
valve entiere.Comme chez les autres diatomées, la valve est asdapd’'une partie interne
organique située a I'extérieur de la membrane le@l) attachée a une portion externe silicifiée
contenant le raphé placé en son centre. Cette eauganique correspond vraisemblablement a la
paroi cellulaire observée chez les morphotypeddumse et triradié. La présence de silice au niveau
de sa valve permet ainsi a la forme ovale d’avoé plus grande résistance mécanique que les deux
autres morphotypes (Francius et al., 2008). De, jdugrésence du raphé chez ce morphotype lui
permet de sécréter plus facilement une substancpobsmérique (EPS) qui lui permet de se
mouvoir en glissant sur les surfaces (Dugdale.eP@06; Higgins et al., 2003). Similairement aux
autres diatomées, cette substance confére au nigpehmvale des propriétés d’adhésion, favorisant
ainsi la formation de colonies par agrégation ¢l (Stanley and Callow, 2007). Les cellules
entourées de ce mucilage peuvent alors adhéresatixces comme par exemple la paroi des
flasques de culture (De Martino et al., 2007; Wilsb946). Le morphotype ovale posséde une plus
grande vitesse de sédimentation que les deux auigephotypes, phénomene amplifié par
'agrégation cellulaire (De Martino et al., 2011ewvin et al., 1958). Ce morphotype est donc
préférentiellement benthique, alors que les monglest fusiforme et triradié sont retrouvés plus

fréquemment avec le plancton (De Martino et alg72Round et al., 1990).
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Figure 17 : Transition du morphotype fusiforme vers le morphotype ovale.
Photographies prises en microscopie électronique a balayage (A-F) et
microscopie confocale (G) de différentes étapes de la transition. Les
photographies de I'image (G) ont été réalisées sur une souche trangénique
exprimant un marqueur de la voie de sécrétion : Sec4-YFP.

Echelle = Tum. D’aprées De Martino et al., 2011 ; Tesson et al., 2009.

Figure 18 : Transition du morphotype triradié vers le morphotype ovale.
Photographies prises en microscopie optique a lumiéere fransmise (A-D) et

microscopie électronique a balayage (E et F) de différentes étapes de la
fransition.

D’apres De Martino et al., 2011 ; Tesson et al., 2009.




Les échantillonnages effectués lors d’analysesrennementales étant majoritairement prélevés
dans la colonne d’eau, il est probable que la digaet la répartition d®haeodactylummecensées
dans les océans soient sous-estimées (De Martalg 2007).

1.3.3.4 Triradié

Bien que plus faiblement représenté, le morphotyaié a pu étre observé aussi bien dans
des échantillons prélevés sur le terr@ohlin, 1897; De Martino et al., 2007; Johanse®91t
Wilson, 1946) que dans des cultures en laboratBerowitzka and Volcani, 1978; De Martino et
al., 2007; Wilson, 1946)Ce morphotype a une organisation trés proche apmotype fusiforme,
exception faite qu’il possede trois bras au liedéex figure 16). De plus, la longueur des bras est
plus petite que chez le fusiforme, mesurant entte&um chez le triradié (parfois de longueur
inégale), contre 10um chez le fusiforme. Les tamigles créés par les bras sont rarement égaux et
sont tres variables en fonction des indivi@slson, 1946) Le morphotype triradi€, tout comme le
fusiforme, ne présente pas de coque de silice. pawi est essentiellement organique a I'exception
de quelgues bandes de silice qui sont enchassésdaaatériel organique. Le nombre de ces
bandes peut aller de 0 a 10. Situées habituelleaenitveau de la ceinture de I'algue, il est pdssib
d’en retrouver au niveau de I'hypotheque des cetllés plus vieillegBorowitzka and Volcani,
1978)

1.3.4 Morphogenese
1.3.4.1 Transition

Par le passé, différents travaux ont tenté de cengpe le polymorphisme de cette
microalgue et les conditions menant a I'apparitierchaque morphotype. Bien que les mécanismes
moléculaires régissant la morphogenéese restentrenceconnus, des observations de ces
interconversions ont été relatées dans différeftiedes. Ce processus semble difficile a suivre, et

seules certaines étapes de cette morphogenése étreprécisément observées.

1.3.4.1.1 Transition des morphotypes fusiforme et triradié vers le morphotype ovale
Lors de la transition vers le morphotype ovalecddule mére, qu’elle soit fusiforme ou

triradiée, va enfler en son centre afin de poupoaduire dans cette région la nouvelle cellule
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Figure 19 : Schéma des mitoses acytocinétiques impliquées dans la formation du
morphotype ovale (Tesson et al., 2009).

A = cellule parentale ; B = premiere mitose acytocinétique, un noyau dégénere et
une nouvelle valve est synthétisée ; C = seconde mitose acytocinétique, un noyau
dégénere et une seconde valve est synthétisée ; D = nouvelle cellule ovale dans la
cellule parentale. n = noyau ; wd = paroi de la cellule ovale ; wp = paroi cellulaire
parentale.

Figure 20 : Transformation du morphotype fusiforme en morphotype ovale (Tesson
et al., 2009).

Photographies prises en microscopie optique en lumiere fransmise (A, C, D-G et )
et en épifluorescence (B et H). Les images de fluorescence ont été réalisées sur
des cellules marquées au PDMPO. Echelle = 10um.




ovale figures 17 et 18. Cette derniere va ensuite se diviser au sein enéenla cellule mere
aboutissant & une paire de cellules ovales corgediaies le frustule parentd@e Martino et al.,
2007; Gutenbrunner et al., 1994; Lewin et al., J98&st actuellement supposé que la formation
de la premiere cellule ovale viendrait d’'une susmesde deux mitoses acytocinétiquiegure 19 ;
(Gutenbrunner et al., 1994)es cellules filles vont ensuite étre relaché&essde milieu par rupture
de la paroi parentale au niveau de la jonctiordees valvesf{gure 17-F, figure 20-I). Cependant,
avant la libération, plusieurs divisions successides cellules ovales peuvent se produire au sein
de la cellule merdigure 20-D a F; De Martino et al., 2011Afin de pouvoir aboutir a la formation
de cellules ovales a partir des morphotypes fusiéoet triradié, le protoplasme de la cellule
parentale va se rétracter a partir des apex pomwagjiner jusqu’a la portion médiane de la cellule.
L'implication de la vacuole a notamment été dém@amttans ce processus de différentiatiigu e
18-B, figure 20-A, B, C, G, H; (De Martino et al., 2007De maniere coordonnée, I'espace libéré
entre la paroi et le plasmalemme va étre comblénak@riel fibrillaire, qui va finir par enrober la
nouvelle cellule ovale. La synthése de cette sabstéibrillaire pourrait d’un cété participer a la
rétractation du protoplaste, tout en stabilisamdavelle cellule au centre de la cellule parentale
(De Martino et al.,, 2011)Cette méme substance peut étre aussi obsen&aldota division
mitotique « normale » deéhaeodactyluniBorowitzka and Volcani, 1978fependant I'origine de
ce matériel fibrillaire reste encore méconnue. Aaima deux hypothéses ont été formulées. Selon
la premiere, ce matériel fibrillaire pourrait promed’une excrétion de la nouvelle cellule ovale, a
l'instar de ce qui a déja été observé pour les BR%verse, la deuxieme explication pourrait étre
une désorganisation du diatotepum de la paroi merest composé de mateériel fibrilla{feesson

et al., 2009) Cette substance fibrillaire n'adhére cependastqa cellules ovales, puisque ces
dernieres seront relachées dans le milieu rapideapzas la rupture du frustule de la cellule mére.

1.3.4.1.2 Transition du morphotype ovale vers les morphotypes fusiforme et triradié

Le processus inverse de transformation du morpleotypale vers les deux autres
morphotypes ne semble pas utiliser les mémes nsnani Ainsi, la morphogenése ne sera pas
géneérée suite a une mitose, mais plus simplemerél@agation progressive de bras a partir de la

cellule ovale figure 21 ; Wilson, 1946)
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Figure 21 : Conversion du morphotype ovale en morphotype triradié et fusiforme
d’aprés Tesson et al., 2009 ; De Martino et al., 2011.

Photographies prises en microscopie optique en lumiéere transmise. A = conversion
vers le morphotype triradié ; B = conversion vers le morphotype fusiforme.
Echelle grise = 10um ; échelle blanche 2um.

1.3.4.1.3 Transition du morphotype triradié vers le morphotype fusiforme

La transformation du morphotype triradié vers lephotype fusiforme, ou inversement, va
passer par différentes formes intermédiaires asigneés ({igure 22). La forme triradiée va ainsi
commencer par rétracter progressivement un derasgusqu’a le résorber complétement menant
ainsi a la formation d’un morphotype intermédiage forme de boomeran@orowitzka and
Volcani, 1978; De Martino et al., 2007; Wilson, 834La cellule va ensuite se redresser pour
finalement aboutir au morphotype fusiforme. Lestiehs entre les morphotypes peuvent donc se

résumer selon le schéma suivdigyre 23).

Figure 22 : Etapes de la conversion du morphotype triradié en morphotype fusiforme
d’aprés De Martino et al., 2007; De Martino et al., 2011.

A-D = Photographies de cellules exprimant une eYFP cytosolique : & gauche = bright-
field ; au milieu = autofluorescence chloroplastique ; & droite = eYFP. Echelle = 3um.
E-F = Photographies en microscopie électronique a balayage. Echelle = Tum.
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Figure 23 : Résumé des relations intermorphotypes de P. tricornutum d’apres De Martino et
al., 2011.

P. tricornutum présente trois morphotypes principaux : ovale (g), fusiforme (d) et triradié
(a). Le morphotype triradié peut se tfransformer en morphotype fusiforme en adoptant des
formes infermédiaires (boomerang ; b, c). En conditions de stress, les morphotypes
fusiforme et friradié se convertissent en ovale par division cellulaire acytocinétique (e, f). Le
processus inverse s'effectue par un allongement de la cellule (h, 1). Lors d’un stress
prolongé, le morphotype ovale peut adopter un morphotype rond (i) et former des
agrégats (j) qui peuvent générer des biofilms (k). Un morphotype plus rare peut étre
observé, le morphotype cruciforme (n), qui ne possede pas de position clairement établie
dans ce schéma.
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1.3.4.2 Physiologie
1.3.4.2.1 Fusiforme

Etant la forme prédominante retrouvée aussi bies anature qu’en culture, le morphotype
fusiforme a été défini comme étant le morphotypertimal” de Phaeodactylun{Volcani, 1981;
Wilson, 1946). C’est donc sur ce principe que lephotype fusiforme cultivé dans des conditions
standard a servi de référence pour différenteseétuin utilisant des approches biochimiques,
certains changements structurels ont pu étre miévatence par rapport au morphotype ovale.
Ainsi, il a été noté qu'apres coloration au bleutdieidine, qui colore les structures chargées
négativement comme les acides nucléiques, lesquigtgannes, ou encore les polysaccharides
sulfatés ou phosphorylés, le morphotype fusiformésgnte une plus faible coloration que le
morphotype ovale. Ce résultat corrobore les préaédebservations montrant, chez le morphotype
ovale, une plus grande excrétion d’EPS qui posaséztdgrdonc des composés négativement charges.
De plus, il a été montré par électrophorése SDSPAE ces deux morphotypes n’ont pas le méme
profil protéique, et que lorsqu’une lignée ovaletrmaivait convertie en fusiforme, cette derniere
adoptait le profil protéique caractéristique desfirmes. Cette étude montre ainsi que le protéome
de la microalgue subit de grandes modifications ti cette transition d’'un morphotype a l'autre
(Gutenbrunner et al., 1994)

1.3.4.2.2 Ovale

La présence du morphotype ovale dans les culterable étre corrélée avec I'apparition de
conditions défavorables poRhaeodactylunfDe Martino et al., 2007; Johansen, 1991). Enteffe
la transformation des cellules ovales est souMaeseivable dans des cultures non agitées, sur milieu
solide, ou encore en phase stationnaire de cul@meksey and Cooksey, 1974; Gutenbrunner et
al., 1994). La température a laquelle sont culsvéss cellules semble aussi étre un facteur
influencant la morphogenese. Ainsi, lorsque lesuces sont placées en deca des températures de
culture recommandées (15-25°C ; Kudo et al., 20003, été observé une augmentation de la
population ovale a la défaveur des autres morplestyge méme phénoméne a aussi été observé
lorsque Phaeodactylumest cultivée dans un milieu hyposalin, favorisane nouvelle fois la
formation du morphotype ovale (De Martino et aD12). Ces observations laissent donc penser
gue la forme ovale d@haeodactylunserait une forme résistante de I'algue, plus &oite au stress,
et donc plus & méme de survivre a des conditiortsiliere défavorables. Ceci est corroboré par le
fait que le morphotype ovale est capable de swrvéviun faible éclairage, ainsi qu’a un milieu

pauvre en nutriments, contrairement aux autres hwodypes (De Martino et al., 2007). Ces



particularités, associées a une vitesse de séditimntplus élevée, rendent ce morphotype
particulierement adapté a la vie benthique.

Des études transcriptomiques basées sur des E®téardalisées sur les trois morphotypes a partir
de trois souches différentes enrichies en chaquphotype : Pt3 = 80% ovale ; Pt8 = 65% triradié ;
Pt1.8.6 > 95% fusiforme (Maheswari et al., 2009®0Le morphotype ovale chez Pt3 ayant été
obtenu en cultivant les cellules en milieu hypasdlihacune des librairies a été comparée aux deux
autres ainsi gu’'a 13 autres librairies généréesrtir ple la souche Pt1.8.6 cultivée dans différente
conditions (De Martino et al., 2011). Ainsi, partes genes différentiellement exprimés chez
'ovale, il a été logiqguement mis en évidence ksence de genes impliqués dans le stress salin chez
les plantes. Ces derniers agissent notamment suen®delage membranaire, la régulation
osmotique, la signalisation, les canaux et trarispos ioniques, ainsi que la photoprotection. On
retrouve aussi certains genes qui coderaient pesiledzymes potentiellement impliquées dans la
fixation du carbone en C4, ainsi que dans le mé&abe de 'ammonium. Les termes GO les plus
sur-représentés sont ceux appartenant a la catédormétabolisme des lipides, tandis que le
domaine InterPro le plus observé correspond antéll&aNa+/H+ antiporter NhaC impliquée dans

’lhoméostase du pH, ainsi que I'extrusion du sod{@ Matrtino et al., 2011).

1.3.4.2.3 Triradié

Par opposition au morphotype ovale, I'apparition morphotype triradié semble étre
favorisée par des conditions hypersalines et alesliaussi bien en culture (Bartual et al., 2008) g
dans la nature (Johansen, 1991). Cependant, |ehtioms d’obtention de ce morphotype restent
peu déterminées. Il est d’ailleurs admis que cepimatiype est le plus difficile a maintenir en cudtur
(Lewin et al., 1958). Néanmoins, il a été obsemnvé g morphotype triradié est le plus sensible a
I'hyposalinité, et que la plupart des cellules neetirdans ces conditions. La salinité semble donc
pouvoir étre un facteur de la morphogenese, qudoeation de sa concentration, favorise soit la
formation du morphotype ovale, soit la formationndarphotype triradié (De Martino et al., 2011).
Cette derniére étude s'oppose donc aux observair@egdentes qui n’ont pas su clairement mettre
en évidence de lien entre morphogeneése et salitiullahi et al., 2006; Borowitzka and Volcani,
1978; Gutenbrunner et al., 1994). Ces contradistlaissent penser que d’autres facteurs puissent
€galement entrer en jeu dans la morphogenése.

Le morphotype triradié est le morphotype qui présela plus grande flottabilité,
probablement di a son volume vacuolaire plus inapbrtAinsi, tout comme le morphotype

fusiforme, le morphotype triradié semble plus adapla zone pélagique. Les morphotypes triradié
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et ovale apparaissent donc étre les formes legfdignées d'un point de vue biologique, et settaien

donc des formes acclimatées a des conditions emeroentales opposees (De Martino et al., 2011).
Les analyses d’EST chez le triradié montrent unaeqrésentation des termes GO et domaines
InterPro relatifs aux transports membranaires, gim'a des régulateurs de transcription impliqués

dans le choc thermique, et des protéines impligdées des processus liés a I'’ADN.

Ainsi, en dépit de ces différentes analyses résissur les trois morphotypes de
Phaeodactylumles connaissances sur I'induction du polymorpkisie cette diatomée restent
limitées. Des études plus approfondies seraient duécessaires afin de mieux cerner les
mécanismes moléculaires impliqués dans la difféagiopa cellulaire et les mécanismes de
régulations spécifiques aboutissant a chaque mtypéo

1.3.5 P. fricornutum : un organisme de référence

Les microalgues, et les diatomées en particuliesgitent depuis 2000 un intérét grandissant
pour la communauté scientifiquigglure 24).
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Figure 24 : Nombre de publications par années avec le mot clé « Diatom ».
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Elles font I'objet d’études non seulement pour mieomprendre leur role dans
I'écosystéme, mais aussi pour leur potentiel dandomaine des biotechnologies. La grande
capacité d’'adaptation des diatomées face aux i@arsaenvironnementales leur a permis de
peupler un grand nombre de niches écologiquesreliiftés. Elles ont ainsi conquis la plupart
des habitats aquatiques, et sont une des esperasamtes du phytoplancton océanique. Les
diatomées sont non seulement un des composantsirmaje réseau trophique océanique
(Worden et al., 2015), mais elles contribuent ajissiu’a 45% a la production primaire
océanigue, soit environ 20% de la production priengiobale (Field et al., 1998; Mann, 1999).
Leur implication écologique ne s’arréte pas lasguien plus d’étre impliquées dans le cycle
du carbone, elles interviennent aussi dans le dyidgéochimique de la silice (Yool and
Tyrrell, 2003), et peuvent étre utilisées pouralptytoremédiation (Bozarth et al., 2009).

De plus, les diatomées présentent un grand poteptier différents domaines
industriels. En effet, ce sont des sources naagallantioxydants, de lipides insaturés, de
vitamines et de pigments, ce qui attire particeldent I'attention des industries cosmétiques
et agroalimentaires (Becker, 2007; Kuczynska et 2015; Moreno et al., 1979). La
composition de leur frustule silicifié intéresseak&gnent I'industrie pharmaceutique, en tant
gue vecteur de médicament (Zhang et al., 2013)ndustrie des nanotechnologies, comme
dispositif microélectronique ou biosensor (Bozatlal., 2009; Parkinson and Gordon, 1999).
A la recherche de nouvelles énergies renouveldeléemaine de I'énergétique se tourne aussi
vers les diatomées. L’intérét porté a ces orgarsgonevient de leur haute teneur naturelle en
huile, propice a la fabrication de biodiesel, maissi en sucres permettant la synthese de
bioéthanol, ou encore en protéines pour de la Hioanésation (Bozarth et al., 2009;
Dillschneider et al., 2013; Mata et al., 2010).

En plus de leur composition naturellement avantsgeles diatomées présentent un
grand potentiel comme usine cellulaire. En effedcg au génie génétique, il est aujourd’hui
possible de faire produire a ces cellules des astiglues ou encore des composés a haute valeur
ajoutée comme des anticorps ou des vaccins (Hezhpk| 2011a, 2011b; Vanier et al., 2015).
Ces premiers résultats trés prometteurs laisseposer une ouverture a la production d’autres
molécules économiquement intéressantes, comme atesohes ou des enzymes, qui sont
actuellement produites par des cellules bactérgradeelevures, de mammiferes, ou encore de
plantes. La production de ces molécules chez Esmiées présente de nombreux avantages
par rapport aux systemes de production existantsffet, les diatomées associent la facilité de
culture et un taux de croissance éleve, qui peldteatretrouves chez les bactéries, a la capacité

d’ajouter des modifications post-traductionnellssestielles a I'activité des protéines les plus
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complexes, que I'on retrouve chez les eucaryotesplDs, les diatomées sont aussi moins
colteuses a produire que les cellules de mammitdresuvent étre considérés comme des
organismes GRAS (Generally Recognized As Safeucpermet de s’affranchir des contréles
gualité onéreux associés a la contamination crazétant entre les pathogenes de cellules de
mammiféres et les cellules humaines. Les diatorpéesent étre cultivees dans différents
environnements y compris dans les déserts (Winckainet al., 2015), ce qui évite d’empiéter
sur les terres agricoles, et ainsi de rentrer empétition avec l'industrie agroalimentaire. Elles
présentent également 'avantage de pouvoir étrievéak dans des photobioréacteurs, ce qui
rend possible le contréle de la dissémination tipsea transgéniques dans I'environnement, et
permet d’'occuper moins d’espace que les plantasdémiques qui nécessitent un confinement
dans d’énormes serres pour un méme niveau de t®éddapendant, malgré les avantages
evidents que proposent les diatomeées, il existeeletment plusieurs verrous scientifiques qui
limitent la généralisation de leur utilisation pdarproduction de protéines recombinantes a
I'échelle industrielle. On peut noter par exemm@ddible niveau d’expression des protéines
recombinantes par rapport aux systémes mammifefes pptimisés, ou encore la
méconnaissance des mécanismes de modifications fpaductionnelles, comme la
N-glycosylation, qui peuvent avoir un impact surd@mi-vie et I'activité biologique des
protéines a intérét thérapeutique (Lingg et alL,l220ou encore leur immunogénicité (van Beers
and Bardor, 2012).

Ainsi, afin d’approfondir les connaissances sur bimlogie des diatomées, la
communauté scientifique a di développer de nouveatils. Dans ce context®, tricornutum
s’est naturellement imposée comme organisme mauelel'étude des diatomées grace a sa
facilité de culture, sa capacité a étre transfor(A@eet al., 1996), et son petit génome (27,5Mb)
totalement séquenceé et disponible sur le site thi Benome Institute (Bowler et al., 2008).
Selon la derniére version annotée du génome (ve®id°. tricornutumpossederait 12 178
génes codants et 177 genes non codants répart®tsthiromosomes. Plusieurs outils sont
maintenant disponibles pour cette microalgue, dotamment une base de données numérique
de I'expression des genesketricornutum Elle a été générée a partir de plus de 130 000 ES
(Expressed Sequence Tag) obtenues a partir déesetuitivées dans 16 conditions différentes
(Maheswari et al., 2009, 2010). Des approches geesicage haut débit (RNA-Seq) ont aussi
été utilisées lors d’études menées sur des culié@étées en nutriments afin d’'observer d’'une
part les différences d’expression des ARN messagerfonction des conditions de culture
(Valenzuela et al., 2012), et ont permis d’ideatifi’autre part des microRNAs spécifiques de

P. tricornutum(Huang et al., 2011).



Afin de mieux comprendre les mécanismes molécwateellulaires, des vecteurs de
sur-expression et de répression des genes par RNAété élaborés (De Riso et al., 2009) avec
un choix de résistance a plusieurs antibiotiquess@ection (Nourseothricin, Puromycin,
Chloramphenicol, Erythromycin, Zeocin, Phleomychpt et al., 1996; Falciatore et al., 1999),
et la possibilité d’'induire spécifiqguement I'expses du transgene (Hempel et al., 2011a). De
plus, trois méthodes de transformation sont acedht décrites poWR. tricornutum Parmi
celles-ci, la biolistique est la méthode de tramefttion la plus répandue poRr tricornutum
(Apt et al., 1996; Falciatore et al., 1999), quekgarticles font état d’une transformation par
électroporation (Miyahara et al., 2013; Niu et &Q12; Zhang and Hu, 2013) et plus
récemment, une méthode trés prometteuse de trénsf@ar conjugaison bactérienne a été
mise au point (Karas et al., 2015).

En plus de l'accessibilité de son génome et deidpodibilité d’outils de biologie
moléculaire, les caractéristiques particuliere® digicornutumen font un organisme de choix
pour de multiples domaines d'étude. En effet, cditdoméeest la seule a posséder une
silicification conditionnelle de sa paroi, ce qai tend tres intéressante pour I'étude des
mécanismes liés a la synthese du frustule. Ellsgutesune teneur et une productivité élevée en
lipides (Mata et al., 2010), ce qui intéresse paligrement les recherches sur la production de
biodiesel. Et pour finir, sa grande capacité d’'aaapn et son pléomorphisme sont des sujets
d’étude intéressants pour mieux comprendre lesegsus de morphogenese et d’acclimatation
des diatomées face a leur environnement ainsiepiprbcessus de biologie cellulaire comme

la N-glycosylation.

1.4 Processus de N-glycosylation dans les systémes eucaryotes

La N-glycosylation est une modification co- et posttretionnelle acquise par les
protéines qui empruntent le systéme endomembragisécrétion. Cette modification est une
étape clé dans la maturation de certaines protélEkss consiste en l'ajout de structures
glucidiques qui permettront aux protéines d’acquétir conformation fonctionnelle, ainsi que
des fonctions supplémentaires. L'avantage appamt&gite modification a fait qu’au cours de
I'évolution eucaryotique, IaN-glycosylation est devenue la modification protéda plus
répandue (Aebi, 2013). A titre d’exemple, il exigans le glycoprotéome Al thaliana2 186
sites deN-glycosylation, 2 229 sites ch& melanogasteret il est possible de retrouver dans
le glycoprotéome de la souris plus de 2 300 prethglycosylées avec au-dela de 5 000 sites
deN-glycosylation (Zielinska et al., 2010, 2012).



Synthese bibliographique

La N-glycosylation se déroule spécifiguement dans adewmpartiments cellulaires : le
réticulum endoplasmique (RE) et I'appareil de Golig processus est initié dans le RE ou les
protéines transloquées co-traductionellement vanivpir subir les premieres étapes de la
N-glycosylation selon un procédé trés conservé tderucaryotes. Les glycoprotéines vont
ensuite étre adressées a I'appareil de Golgi e8 slibiront éventuellement une maturation de
leurs N-glycannes. Ce processus métabolique fait intervedie nombreuses
glycosyltransférases et glycosidases qui vont vagir de maniére séquentielle, permettant

d’aboutir a la synthése d’ux-glycanne mature dit complexe.

1.4.1 Voie de biosynthese du reticulum endoplasmique
1.4.1.1 Synthese du précurseur
1.4.1.1.1 Etapes cytosoliques

Le point de départ de IN-glycosylation prend place sur la face cytosoligieela
membrane du RE, ou un précurseur oligosaccharidigué&tre synthétisé sur une ancre
lipidique, le dolichol pyrophosphate (Dol-Pliglre 25; Aebi, 2013). Ce précurseur est
assemblé par [I'ajout successif de trois monosamgsr différents que sont la
N-acétylglucosamine (GIcNAc), le mannose (Man) eiGleicose (Glc). Ces trois résidus
proviennent du métabolisme primaire sous formevéetide nucléotides-sucres (Aebi et al.,
2010). Les UDP-GIcNAc, GDP-Man, et UDP-Glc vont sairservir de substrat & des
glycosyltransférases spécifiques appelées ALG (rgpae Linked Glycosylation), qui sont

retrouvées a la surface de la membrane du RE.

La voie de synthése du précurseur oligosacchagdigudébuter par le transfert d’'un
résidu GIcNAc-P sur un Dol-P transmembranaire, Igséa par I'action d’une
N-acétylglucosaminyl-phosphate-transférase (ALG@pusissant a la formation d’un dolichol
pyrophosphate-GIcNAdifure 25; Aebi, 2013). Un second résidu GIcNAc va étregférée
par I'action de deux protéines, les ALG13 et ALGBickel et al., 2005; Wang et al., 2008).
Ces deux protéines permettant le transfert de Gtcdoht associées sous forme d’un complexe
protéique ou I'ALG14 joue le rble de sous-unitéamgatrice (Lu et al., 2012; Noffz et al.,
2009).

L’ajout des cing résidus mannose suivants va se &laide de trois enzymes utilisant
du GDP-Man comme substrat. De la méme maniéere eegemment, ces trois enzymes vont
elles aussi former un complexe protéique (Gao.e2@0b4). Le premier Man va étre ajouté au
GIcNAc.-PP-Dol par Ig-1,4-mannosyltransférase ALG1 (Couto et al., 1984),va servir

d’accepteur pour l'ajout de deux autres résidus .Mzes deux résidus vont étre greffés de



maniére successive, @Rl,3, puis enu-1,6 respectivement par la méme enzyme : 'ALG2

(Kampf et al., 2009; O’Reilly et al., 2006). L’élgation de I'oligosaccharide va ensuite se

poursuivre par I'addition successive de deux nouxezsidus Man par 'ALG11, ce qui

permettra d’aboutir a la formation du M&cNAc>-PP-Dol, produit final de la biosynthese du

précurseur au niveau cytosolique (Cipollo et &QD).
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Figure 25 : Voie de biosynthése du précurseur oligosaccharidique GlcaMansGIcNAc:2

d’'apres Aebi ,2013.

Ce processus est catalysé par différentes glycosyltransférases spécifiques nommées ALG
(Asparagine Linked Glycosylation) indiquées sur le schéma. Les glycosyliransférases actives sur
la face cytosolique de la membrane du Réticulum Endoplasmique (RE) qui ufilisent I'UDP-
GlcNAc et le GDP-Man forment deux complexes enzymatiques représentés chacun par des
rectangles respectivement bleu et vert. Les lettres a, b et ¢ désignent les frois antennes du
précurseur oligosaccharidique final GlcsMansGIcNAc2. Un agrandissement indiquant les

différentes liaisons de ce composé est représenté dans le cadre rouge.

1.4.1.1.2 Etapes luminales

Les étapes suivantes de la biosynthese du préculggasaccharidique vont se dérouler

sur la face luminale de la membrane du RE. Cenéeassiter un changement d’orientation du

glycolipide, qui va ainsi étre transloqué par ururament de flip-flop résultant de I'action de
la flippase RFT1 (Helenius et al., 2002; Snider Roders, 1984). La maturation luminale du
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précurseur consiste a ajouter quatre résidus maretdsois résidus glucose supplémentaires.
De maniére intéressante, bien que la lumiere dodbit pas dépourvue de nucléotides-sucres,
les glycosyltransférases catalysant ces réactions wtiliser comme substrat respectivement
du Dol-P-Man et du Dol-P-Glc. Cette particularigééte probablement I'origine procaryotique
de cette voie biologique (Schwarz and Aebi, 20TJgs deux composeés sont initialement
synthétisés sur la face cytosolique de la membdariRE, puis vont ensuite étre transloqués a
travers la membrane afin d'étre utilisés comme tsabslans la lumiére du RE (Rush and
Waechter, 1995; Rush et al., 1998; Sanyal and Me2@0). Le Dol-P-Man est ainsi le produit
d’'une réaction catalysée par la Dol-P-Man syntHaBé11, au cours de laquelle un résidu
mannose issu d'un GDP-Man est ajouté sur un DdDReén et al.,, 1988). De maniéere
analogue, le Dol-P-Glc va étre synthétisé par apjunh résidu glucose provenant d’un
UDP-GIc sur un Dol-P grace a la Dol-P-Glc synthak&5 (Heesen et al., 1994).

Une fois I'oligosaccharide transféré sur la paltiminale de la membrane du RE, un
premier mannose va étre ajouté sur le précurseuradtion de lb-1,3-mannosyltransférase
ALGS3, aboutissant a la synthése de bGIcNAc>-PP-Dol (Aebi et al., 1996). Un second
mannose va étre greffé enl,2 sur le précédent par I'action de-I[,2-mannosyltransférase
ALG9, formant ainsi I'antenne « b » de I'oligosaadde (Frank and Aebi, 2005). L'élongation
de I'antenne « ¢ » va pouvoir ensuite étre inipée I'action de la-1,6-mannosyltransferase
ALG12. La mannosylation du précurseur va se termip& l'intervention de h-1,2-
mannosyltransférase qui va ajouter le dernier mserte la chaine « ¢ », aboutissant a la
formation du glycoterpéne MegBIcNAc,-PP-Dol (Burda et al., 1999; Frank and Aebi, 2005).
Suite a cela, la maturation du précurseur va pows®iterminer par une derniere étape de
glucosylation assurée par trois enzymes différehi@premiere a intervenir est 'ALG6 qui va
permettre d'initier la glucosylation de I'antenna « de I'oligosaccharide (Reiss et al., 1996).
Un second résidu Glucose va pouvoir ensuite éafiégena-1,3 sur le précédant sous I'action
de la glucosyltransférase ALG8 (Stagljar et al94)9Et enfin, la derniére enzyme a intervenir
est 'ALG10 qui va permettre de catalyser I'ajoetglucose en-1,2 sur le précédent résidu,
finalisant ainsi la synthése du précurseur sotisrfae GlgMansGIcNAc.-PP-Dol (Burda and
Aebi, 1998). Ce dernier glucose aura une importgrazéculiere pour la reconnaissance de
I'oligosaccharide par I'OST lors du transfert saiprotéine (Aebi, 2013).



1.4.1.2 Transfert du précurseur par I'OST

Une fois le précurseur oligosaccharidique syntkg¢tes dernier va étre transfére en bloc,
de maniere co-traductionelle, par I'oligosacchaaylsférase (OST) sur les sites consensus de
N-glycosylation des protéines en cours de synth@igaré 26). Cette enzyme forme un
complexe multimérique composé d’enzymes transmemaings situées au niveau du RE
(Mohorko et al., 2011; Yan and Lennarz, 1999). 4@ss-unités du complexe protéique peuvent
varier en fonction des organismes, mais la souguBiTT3, responsable de Iactivité
catalytique, est hautement conservée chez tousuearyotes (Schwarz and Aebi, 2011).
L’OST va utiliser le précurseur GMarnGIcNAc>-PP-Dol comme substrat donneur, et les
protéines contenant un site consensuddgycosylation comme substrat accepteur (Bause,
1983; Breton and Imberty, 1999; Helenius and A&0i04). L'OST va ainsi catalyser la
formation d’une liaisoN-osidique entre le précurseur oligosaccharidigua f&inction amide
de la chaine latérale d’'une asparagine appartedaohe séquence consensus Asn-X-
Ser/Thr/Cys (ou X peut étre n'importe quel aciderenexcepté la proline) d’'un polypeptide
(Imperiali and Hendrickson, 1995; Zielinska et 2010).
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Figure 26 : Transfert de I'oligosaccharide précurseur Glc3Man9GIcNAc2 sur un
polypeptide en cours d’élongation par I'oligosaccharyliransférase (OST) d’'apres
Schwarz and Aebi, 2011.

L'OST posséde une spécificité de substrat tréesvéélepour le précurseur
oligosaccharidiqgue (Shrimal et al.,, 2013), dontstaucture est trés conservée chez les
eucaryotes. Il a cependant été déternmnétro que le motif minimal du précurseur pouvant

étre accepté par 'OST est de la forme GlchR®-Dol (Tai and Imperiali, 2001), bien qu’
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vivo la préférence de I'enzyme va nettement pour ladarcharide entierement assemblé
(Aebi, 2013; Burda et al., 1999). Il a en effet @éénontré que le résidul,2-glucose terminal

de la chaine « a » était un élément important j[gorgconnaissance du substrat par I'OST, alors
gue les résidus mannose des chaines « b » et semt>d’'une importance bien plus limitée
(Aebi, 2013; Burda et al., 1999). Il a cependaétd&montré que 'OST de certains protistes a
la capacité de transférer des précurseurs non ghésy voir dépourvus de certains mannoses
(Kelleher et al., 2007).

Contrairement a sa haute spécificité de reconnassaavec le précurseur
oligosaccharidique, I'OST posséde une spécifidiié pouple pour le substrat accepteur. Cette
propriété lui permet ainsi de s'adapter a la graret@té de protéines empruntant le systéme
endomembranaire de sécrétion. Cependant, malgetazgiacité d’adaptation a des molécules
aux propriétés physico-chimiques différentes, I'Qfdst capable d’ajouter un oligosaccharide
gu’'aux sites déN-glycosylation définis par la séquence Asn-X-Ser/Ht plus rarement par
Asn-X-Cys, malgré la disponibilité d’'une grande aisité de séquences polypeptidiques
(Breuer et al., 2001). Des études menées sur tes dioccupation des glycoprotéines ont
néanmoins observé une préférence de 'OST pouities Asn-X-Thr plutdt que pour les sites
Asn-X-Ser (Chen et al., 2007; Gavel and von Heijr890). Cette spécificité de séquence peut
étre expliguée au niveau moléculaire par la nétgedsine torsion a 180°C du peptide, avec un
acide aminé hydroxylé a la position +2 du site ptmer, permettant au peptide d’étre reconnu
par le site de liaison de I'OST situé dans une pdommée par 'enzyme. Cette région située
sur la sous-unité STT3 de 'OST est formée par otiftWWDYG hautement conserveé (Lizak
et al., 2011; Yan and Lennarz, 2002).

En complément, il est important de noter iquvivo, tous les sites potentiels de
N-glycosylation ne sont pas forcément glycosylésetfet, il a été estimé que seulement 2/3
de ces sites sont utilisés comme substrat par I'Qlveiler et al., 1999; Zielinska et al.,
2010). Ces variations dd-glycosylation seraient influencées par les ségeemprotéiques
entourant les sites consensus (Petrescu et aB),280lexibilité de la région (Lizak et al., 2011
Whitley et al., 1996), par la proximité de domairensmembranaire ou d’'un autre siteNde
glycosylation (Nilsson and Von Heijne, 1993).

Le transfert du précurseur oligosaccharidique @8 T va ainsi permettre de donner
naissance a une glycoprotéine, modifiant les pétgsi biophysico-chimiques de la protéine
cible, et affectant par conséquence son repliedefacon directe (Culyba et al., 2011; Hanson
et al., 2009; Shental-Bechor and Levy, 2008) ouréute (Helenius and Aebi, 2004).



1.4.2 Conftréle qualité des glycoprotéines

Apres son transfert sur la protéineNglycanne va étre rapidement restructuré par des
glycosidases résidentes du RE. Dans un premierstelfofigosaccharide GidlansGIcNAC,
va subir I'élimination de son glucose distal paction de l'a-glucosidase Ifigure 27 ; Barker
and Rose, 2013; Hettkamp et al., 1984; Shailubtali €1991). Cette-1,2-exoglucosidase est
une protéine membranaire de type Il associée mplexe de translocation, a proximité de
'OST (Deprez et al., 2005). Tout comme la formeglticosylée du précurseur,
I'oligosaccharide GlgvlanoGIcNAC; fixé sur la protéine posséde une demi-vie trésteoln
effet, aprés I'élimination du glucose terminalglgcanne di-glucosylé va rapidement servir de
substrat pour i-glucosidase Il qui va hydrolyser le second glug@&ada and Dubach, 1984;
Kaewmuangmoon et al., 2013). Ceitel,3-exoglucosidase forme un hétérodimére soluble
composé d’'une sous-unitécatalytique, et d’une sous-uniérégulatrice (Trombetta et al.,
1996; Watanabe et al., 2013). Cependant, bien gtte derniére sous-unité ne soit pas
indispensable a I'activité catalytique, elle estessaire pour la maturation de la protéine, sa

solubilité et sa stabilité, et contient le signalrdtention dans le RE (Lamriben et al., 2015).

L’oligosaccharide ainsi modifié va servir de tickiéntrée a la protéine pour le cycle
de repliement et de contréle qualité. En effetNeagycannes jouent un rble essentiel dans ces
processus. Bien que toutes les protéines ne smandépendantes deNaglycosylation pour
adopter leur conformation native, il a été obsémvwétro un effet direct debl-glycannes sur le
repliement de protéines glycosylées (Imperiali &@onnor, 1999; Kern et al., 1993). Il a
aussi été montrin vivo qu’aprées traitement de cellules par la tunicamg/ginhibiteur de la
N-glycosylation), des protéines s’agrégeaient danRE et que certaines protéines qui
arrivaient a étre excrétées perdaient leur fondtidelenius, 1994; Paulson, 1989). Ainsi, les
N-glycannes permettent aux protéines d’adopter denformation fonctionnelle, notamment
grace a leur forme monoglucosylée qui va étre negempar des lectines chaperonnes localisées
dans le RE (Hahn et al., 1998; Molinari et al.,£200

La forme GlcMaeGIcNAc, résultant de I'action des-glucosidases | et 1l va ainsi étre
reconnue par deux chaperonnes, la calnexine ealtéticuline figure 27), qui associees
chacune a une co-chaperonne ERp57, vont favoagepliement des glycoprotéines (High et
al., 2000). Ces deux chaperonnes présentent la méjarisation générale, exception faite que
la calnexine est une protéine transmembranairgpdelt ce qui lui permettra d’interagir plutot

avec les glycoprotéines proches de la membranas ajoe la calréticuline est une
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Figure 27 : Repliement et cycle de contréle qualité des glycoprotéines N-liées dans le
réticulum endoplasmique (RE) d'apres Williams, 2006 ; Lamriben et al., 2015.

Ces processus impliquent deux lectines chaperonnes que sont la calnexine et la
calréticuline, ainsi que la co-chaperonne ERp57. Cette voie est initiée par la
déglucosylation de la glycoprotéine parles Glucosidases | et lI. Les protéines pourront ainsi
enfrer dans le cycle de la calnexine (lectine tfransmembranaire) et de la calréticuline
(lectine soluble) impliquant I'action de la glucosidase I et de ["'UDP-Glucose :
Glycoprotéine Glucosyliransférase (UGGT). Les glycoprotéines mal repliées seront
dégradées par I'intermédiaire du systeme EDEM/ERAD/Protéasome. Les glycoprotéines
natives pourront transiter vers I'appareil de Gogi gréce a l'intervention de la mannosidase
| du RE.




protéine soluble, qui va plutét venir s’associez@des glycoprotéines luminales (Lamriben et
al., 2015; Pieren et al., 2005; Wada et al., 1996% deux protéines comprennent chacune trois
domaines : un domaine globulaifd-terminal, un domaineC-terminal, et un domaine
central riche en proline. Le domairdterminal est celui qui possede l'activité lectine

permettant la liaison aN-glycanne mono-glucosylé (Schrag et al., 2001).diees de liaison

de ce domaine seraient notamment régulés par destenrs comme I'ATP et le calcium (Li
et al., 2001; Wijeyesakere et al., 2015). Les mégidterminales des deux protéines divergent
mais contiennent toutes deux le signal de rétemtzos le RE (Lamriben et al., 2015). Et enfin,
le domaine riche en proline situé au centre dugeptide va former le « bras » de la protéine.
Ce domaine est constitué d’'une série de motifs eséigpis permettant I'interaction avec
'oxidoréductase ERp57, impliquée notamment dan®taation des ponts disulfure sur les

peptides en cours de synthese (Frickel et al., ;2002ov et al., 2006).

L’interaction entre le polypeptide et la calnexioe, calréticuline, va se terminer avec
le clivage du dernier résidu glucose pat-glucosidase Il qui va générer la structure
ManoGIcNAc, (Ellgaard and Helenius, 2001). Les protéines agaquis leur conformation
native vont pouvoir étre hydrolysées par wamannosidase du RE qui va retirer axi,2-
mannose préférentiellement sur I'antenne « b setigdsaccharide (Mast and Moremen, 2006;
Wilson, 2012). Aprés avoir recu cette approbatiorsgstéeme de controle qualité, les protéines

correctement repliées vont pouvoir ensuite étresprartées vers I'appareil de Golgi.

A Tinverse, les glycoprotéines n‘ayant pas acdaig conformation native vont étre
reconnues par 'UDP-glucose : glycoprotéine gluttemysférase (UGGT) qui a pour fonction
de remettre un glucose a la place de celui hydégbgs la-glucosidase Il (Sousa and Parodi,
1995). Cette protéine soluble possede a son ex@&dépAierminale le domaine catalytique
glucosyltransférase, et a son extrémiterminale un grand domaine qui lui permet de détec
les protéines mal repliées (Aebi et al., 2010; @Guand Parodi, 2003; Tessier et al., 2000).
vitro, il a été montré que l'un des facteurs de recosaaie principal de 'UGGT était
'exposition de clusters d’acides aminés hydroplolser la glycoprotéine mal repliée
(Caramelo et al., 2003). L'UGGT est ainsi capabdedetecter des défauts de repliement
hautement localisés, et par ce fait, de re-gluepsyhiquement les chaines Neglycannes
présentes dans les régions mal repliées (RitteHatehius, 2000). Une fois reglucosylées, les
protéines non conformes vont pouvoir étre réintégrdans un nouveau cycle de controle
gualité grace a la reconnaissance du précurseuroghaosylé par les calnexine et

calréticuline. Ce nouveau contact avec les chapesdonne a la glycoprotéine une nouvelle
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chance d’adopter sa conformation fonctionnelle. gggoprotéines vont ensuite étre de
nouveau libérées du complexe par-dilucosidase Il, qui par son action opposée emre e
compétition avec 'UGGT. Ainsi, les protéines mepli€ées ne pourront sortir de ce cycle de
contrble que si elles ne sont pas reglucosyléeeBpaGT. Cette enzyme a donc un réle décisif
dans le RE puisqu’elle va permettre soit d’orietgs glycoprotéines vers I'appareil de Golgi,
soit de les renvoyer dans le cycle de contréleigudl’action de 'UGGT, associée a la

rétention exercée par les chaperonnes, permet @diigier la circulation de protéines non

fonctionnelles, et potentiellement néfastes, erodetiu RE (Ellgaard and Helenius, 2003).

Les protéines mal repliées rejetées par 'UGGTrsmbil’hydrolyse de deux mannoses
par I'a-1-2-mannosidase | (Aikawa et al., 2014), ce gulievat permettre d’étre reconnues par
la protéine EDEM (ER Degradation-Enhancing Mannasés), puis d’étre transloquées a
travers la membrane pour étre dégradées par lénsgsERAD (ER Associated protein
Degradation) couplé aux protéasomes dans le cpoggMaattanen et al., 2010; Meusser et
al., 2005; Olivari et al., 2006; Parodi, 2000)

1.5 Voie de biosynthése de I'appareil de Golgi

Les glycoprotéines ayant acquis leur conformatiomnt ypouvoir sortir du RE pour étre
ameneées dans l'appareil de Golgi via le compartinetermédiaire RE-Golgi (ER-Golgi
intermediate compartment; ERGIC) par transporticusire (Satoh et al., 2014).
L’acheminement des glycoprotéines a l'intérieur désicules de transport est réalisé grace a
l'intervention de deux lectines réceptrices, ERGIEet VIP36, qui capturent les protéines via
leurs chaines glycanniques grace a leurs domaires retonnaissance lectiniques
(Carbohydrate-Recognition Domains ; CRDs) strudiemeent semblables a celui de la
concanavaline A (Fiedler et al., 1994; Hauri et 2000). Les glycoprotéines ayant atteint
l'appareil de Golgi vont poursuivre la maturatioe deurs N-glycannes, sous réserve
d’accessibilité de ceux-ci par les enzymes de ratitur golgiennes (Czlapinski and Bertozzi,
2006; Faye et al., 1986; Lu and Wold, 1991).

Ces enzymes de maturation golgiennes sont desnEstitansmembranaires de type |l
possédant une courte queue cytosolique en rédri@nminale, un domaine transmembranaire
et une tige luminale e@-terminal figure 28). Ces différentes parties forment la région CTS
(Cytoplasmic-Transmembrane-Stem) impliquée notanirdens I'adressage de ces protéines
a l'appareil de Golgi (Saint-Jore-Dupas et al.,®00Qa régionC-terminale contient quant a
elle le domaine catalytique de I'enzyme (BretorQ2@reton and Imberty, 1999; Schoberer et
al., 2013).
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Figure 28 : Structure d'une glycosyltransférase golgienne, protéine membranaire
de type Il (Czlapinski and Bertozzi, 2006).

Par opposition aux mécanismes trés conserveés duaRmBaturation golgienne des
N-glycannes a divergé au cours de I'évolution, pétanéainsi la création de structures espece-
spécifiqgues (Paulson, 1989). Cette diversité glgapre provient de Il'acquisition et de
'expression d’un répertoire bien spécifique decgbyltransférases et glycosidases propres a
chaque organisme. L’intervention de ces différenéezymes va se faire de maniére
séquentielle en empruntant deux voies possiblepnsdes espéces: une voie
N-acétylglucosaminyltransférase | (GnT I) dépendamiaine voie GnT | indépendantig(re
29). La deuxiéme voie, plus rarement observée, abpati exemple a la formation d¢
glycannes oligomannosidiques pouvant posséderreiiffe motifs glucidiques et groupements
meéthyl, comme chez la microalg@e reinhardtii (figure 29 ; Mathieu-Rivet et al., 2013), ou
encore a debl-glycannes hyperglycosylés, comme chez la ledireerevisiagqui peuvent
posséder jusqu’a une centaine de résidus mannosbaiae oligosaccharidique (De Pourcq et
al., 2010). Cependant, la majorité des organismeargotes étudiés jusqu’a présent, comme
les mammiferes, les plantes ou les invertébrésguesnt une voie de maturation golgienne des
N-glycannes qui dépend de la GnT |. Ainsi, ces asgaes vont faire intervenir une-
mannosidase | golgienne (Lal et al., 1994 ; Kajieral., 2010). Cette enzyme va permettre
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I'hydrolyse de un a quatre résidus mannose digtishccharide Man-8/9, permettant d’aboutir
a la formation dé\-glycannes oligomannosidiques possédant de 8 sidluggmannose (Sturm
et al., 1987; Szumilo et al., 1986). L'oligomanmissfinal a 5 résidus mannose va ainsi pouvoir
étre utilisé comme substrat par la GnT |, enzymgermettant d’initier la voie de biosynthese
desN-glycannes complexes. En effet, chez les eucaryagsut d’'un résidu GIcNAc efi-1,2
sur le mannose-1,3 du Man-5 (Tezuka et al., 1992; Vella et 884) est un pré-requis pour
I'action ultérieure de toutes les enzymes golgisnimervenant dans la maturation dés
glycannes complexes (Johnson and Chrispeels, 1R QnT | a ainsi une importance toute
particuliere, car contrairement auX-glycannes oligomannosidiques, dont le rdle est
essentiellement structurel, Idsglycannes complexes vont permettre de conférepeatéines
des fonctions biologiques supplémentaires. Ainszdles mammiféres, tout comme l'absence
de N-glycosylation, la mutation de la GnT | endogeneessbryo-létale (Marek et al., 1999;
Metzler et al., 1994). De plus, il est admis queNeglycannes complexes sont impliqués en
tant que ligands dans de nombreux processus diotten protéine/sucre intervenant par
exemple dans le ciblage, I'adhésion cellulaire wcoee la signalisation (Varki, 1993).

Suite a I'action de la GnT I,d-mannosidase Il va hydrolyser successivement les de
résidus mannose liés aidl,6-mannose du Man-5 (Altmann and Méarz, 1995; Kalst al.,
1990; Strasser et al., 2006). lls seront remplpeésin deuxieme résidu GIcNAc ajoutéfen
1,2 par la N-acétylglucosaminyltransférase 1l (AT aboutissant a la formation du core
glycannique de structure GlcNAansGIcNAc. (Johnson and Chrispeels, 1987; Strasser et al.,
1999). Cet oligosaccharide est la derniére straaglycannique commune rencontrée chez les

plantes et les mammiféres (Lerouge et al., 1998).

Difféerentes glycosidases et glycosyltransférasespnes a chaque organisme et
exprimées de maniére spécifique dans chaque trssi,ensuite intervenir. L'action de ces
enzymes permet d’aboutir a dékglycannes complexes présentant un core glycannique
bi-antenné décoré de motifs glucidiques spécifiquasgrande biodiversité dé&glycannes
complexes est ainsi liée d’'une part a I'ajout de ssidus glucidiques par une sélection de
glycosyltransférases, telles que les fucosyltransés (FucT), les galactosyltransférases
(GalT), les xylosyltransférases (XylT) ou les dimbnsférases, mais aussi a la suppression de
résidus catalysé par des glycosidases comme |leséminidases qui peuvent hydrolyser les
résidus GIcNAc terminaux. Afin d’illustrer ce pr@seis nous allons nous intéresser aux
N-glycannes complexes produits par les plantesehBmmiferes qui sont parmi les structures
les mieux caractérisées actuellemdigiufe 30 ; Schiller et al., 2012).
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Figure 30 : Exemples de structures N-glycanniques complexes rencontrées chez différents
eucaryotes, d'apres Schiller et al., 2012.

Les N-glycannes de mammiferes et de plantes cités en exemple ont été encadrés en rouge.
Légende : CCM = core chitobiose modification, EINP = ethanolamine phosphate,
Me = methyl, PC = phosphorylcholine, PMe = methylphosphate, S = sulphate.
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Chez les plantes, la maturation du core glycannigioeite par I'intervention deof1,3-
fucosyltransférase et de ffal,2-xylosyltransférase qui catalysent respectivéniajout d’'un
résidu fucose en-1,3 sur la GIcNAc proximale et d’un résidu xylesep-1,2 sur le premier
mannose du core (Breton et al., 1998a; JohnsorCamndpeels, 1987; Lerouge et al., 1998;
Wilson, 2002). Des maturations tardives faisargrwgnir unep-1,3-galactosyltransférase et

une o-1,4-fucosyltransférase vont ensuite pouvoir égalisées, permettant d’aboutir a la




formation d’épitope LewryBreton et al., 1998a; Fitchette-Lainé et al.,1;9@elo et al., 1997;
Strasser et al., 2007).

Concernant les mammiféres, leudsglycannes matures font preuve d’'une grande
variété, pouvant présenter des structures possédat@ux a quatre antennes et/ou une GICNAc
bissectrice liée efi-1,4 au premier mannose du core (Takahashi 2@09). Ces différentes
structures sont biosynthétisées grace a l'interoerides N-acétylglucosaminyltransférases lll
a VI sur l'oligosaccharide GIcNAMansGIcNAc: (Brockhausen and Schachter, 1996). Sur ces
différentes antennes vont pouvoir venir se grefiffierents résidus comme du galactose qui
peut étre ajouté ef-1,4 aux GICNAc distales, contrairement aux plardasce résidu est
retrouve lié erp-1,3 (Breton et al., 1998b; Imberty et al., 1999¢s résidus galactose sont
généralement modifiés par l'ajout d’acides sialigerea-2,3- ou a-2,6 catalysé par des
sialyltransférases (Audry et al., 2011; Choi et2014; Jeanneau, 2004). De plus, contrairement
aux plantes qui présentent un fucose li@-€n3 sur la GIcNAc proximale, la fucosylation du
core glycannique chez les mammiferes est catalpséeunea-1,6-fucosyltransférase qui
permet I'ajout d’'un résidu fucose lié efl,6 (Breton et al., 1998a; Voynow et al., 1991|360

et al., 1976). De méme, une fucosylation des GlcHiatales peut avoir lieu enl,3.

1.6 Localisation subcellulaire des glycosyliransférases golgiennes

L’action séquentielle des glycosyltransférases lgtogidases golgiennes peut étre
expliquée d'une part par leur spécificité d'accaptet de substrat, mais aussi par leur
distribution golgienne qui est organisée telle cingine de montage. En effet, ces enzymes sont
compartimentées dans les différentes sacculesegwigs créant ainsi un gradient partant de la
sacculecis, ou se situent les étapes les plus précoces matlaration, jusqu’au TGN (Trans
Golgi Network) qui contient ledl-glycannes les plus maturegg(re 31; Schoberer et al.,
2013; Wildt and Gerngross, 2005). Ainsi, les étudedocalisations subcellulaires, menées
principalement via des techniques de surexpres#ogenes en fusion avec des étiquettes,
suggerent que les enzymes intervenant en amontadeoie de biosynthese comme
I a-mannosidase | golgienne, la GnT h-thannosidase II, la GnT II, les FucT, ainsi que la
XylIT chez les plantes et les GnT Ill & V chez lemmmmiferes, seraient plutét localisées dans
les citerneis et médian de I'appareil de Golgi (Pagny et alQ205choberer and Strasser,
2011; Strasser, 2016). Plus tardivement vont emgutiervenir les sialyltransférases permettant
la sialylation dedN-glycannes de mammifere ou bien [&4,3-galactosyltransférases et les

a-1,3/-1,4-fucosyltransférases responsables de la foomade I'épitope Lewds chez les
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plantes. Ces derniéres enzymes semblent plutétidéea au niveau des citerngans
golgiennes, voire dans le TGN (Fitchette et al929Schaub et al., 2008; Schoberer and
Strasser, 2011; Wildt and Gerngross, 2005). Desinai@gns post-golgiennes peuvent ensuite
se dérouler dans la vacuole des plantes, ou ermonmgiveau de la membrane plasmique
(Castilho et al., 2014; Liebminger et al., 201XaSser et al., 2007). Ainsi, il a été observé chez
A. thaliana la présence d@-N-acetylhexosaminidases catalysant le clivage dedNA&t
terminales, aussi bien dans la vacuole qu’au nidesla membrane plasmique (Liebminger et
al., 2011, Strasser et al., 2007).
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Figure 31 : Localisation subcellulaire des glycosyltransférases et glycosidases
golgiennes impliquées dans la maturation des N-glycannes complexes d’aprés
Wildt and Gerngross, 2005 ; Schoberer et al., 2013.

A = Répartition des enzymes golgiennes au sein du systeme sécrétoire de
mammifere.

B = Répartition des enzymes golgiennes dans les différents compartiments de
I'appareil de Golgi des plantes.




Les mécanismes d’adressage et de rétention défiggentes glycosyltransférases dans
les différents compartiments golgiens, et ce mdlgn@ortant trafic vésiculaire bidirectionnel,
restent encore méconnus. Cependant, certaines p@teinvestiguées, notamment celles liées
a I'implication éventuelle de la région CTS de pestéines transmembranaires. En effet, il a
été montré chez les plantes qu'une augmentatida lIdegueur du domaine transmembranaire
(TMD) de l'o-mannosidase | permettait de relocaliser I'enzyraasdla sacculérans de
'appareil de Golgi (Saint-Jore-Dupas et al., 20@» plus, il existe chez les champignons et
les mammiferes des différences en longueur et emposition des TMD de
glycosyltransférases qui dépendent du compartimans lequel elles sont localisées (Sharpe
et al., 2010). La composition du TMD ne sulffit gaslle seule a expliquer la compartimentation
des enzymes deN-glycosylation. En effet, la queue cytosolique uefice aussi le
positionnement de ces protéines le long de la geisécrétion, et une enzyme tronquée sur
cette portion verra sa localisation affectée (Saome-Dupas et al.,, 2006). De plus, la
composition lipidique de la membrane semble égaitméuencer I'organisation des enzymes
deN-glycosylation résidentes de I'appareil de Golgi.gifet, il a été observé, chez les cellules
de mammifere, qu'un changement de la compositionmionanaire golgienne en
phosphatidylinositol-4-phosphate induit une mauv#salisation de la GnT | ainsi que de-I’
mannosidase |1l (Cheong et al., 2010). Ces résuttatstrent qu’en plus de la structure des
enzymes, la régulation spatiale des phospholipigesible étre un facteur clé dans
'organisation golgienne. Ainsi, la concentratiamtdlisée des enzymes dkglycosylation
semble impliquer de multiples mécanismes qui né@essésencore d’étre completement

élucidés.

1.7 Fucosylation des N-glycannes

1.7.1 Fucosyltransférases

La fucosylation est 'une des principales étapemdwuration a I'origine de la diversité
desN-glycannes complexes. Elle consiste en I'ajout désidu L-fucopyranose (6-deoxy-L-
galactose), a partir de GDP-fucose, sur une GIcHAdN-glycanne. Cette modification est
réalisée grace a I'action de fucosyltransférasesixypes de fucosylation ont été observées
jusqu’a aujourd’hui sur le-glycannes complexes. L’ajout du résidu fucose paat effectué
sur les GIcNAc terminales enl,3 chez les mammiféres (de Vries et al., 200thet certains
insectes (Kubelka et al., 1993; Kurz et al., 20b6)ena-1,4 chez les plantes (Lerouge et al.,

1998). Cette fucosylation sur les antennesNdglycanne est appelée « Lewis type », avec
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'appellation « Lewis A » pour un fucose lié efl,4, et « Lewis X » pour un fucose lié @n
1,3. Un second type de fucosylation peut étre egsau niveau des GIcNAc proximales du
core glycannique, appelé de fait « core type »uCese est alors lié en-1,3 chez les plantes
(Johnson and Chrispeels, 1987)0eri,6 chez les animaux (Miyoshi et al., 1999), etiefh,3
et a—1,6 chez certains invertébrés, présentant ainsibifneosylation de leurdl-glycannes
(Staudacher and Marz, 1998). La fixation du fucesen-1,6 est catalysée par uiel,6-
fucosyltransférase appartenant a la famille des35T2:-1,3-fucosyltransférase, responsable
de la fucosylation du core enl,3, et lesu-1,3/4-fucosyltransférases fixant le fucose sur les
branches terminales dirglycanne appartiennent a la méme famille des ghylt@nsférases
GT10. Ces dénominations « GT » désignent des ernesmé glycosyltransférases regroupées
sous forme de familles basées sur des critéredrdetises et de domaines fonctionnels
communs. Les différentes familles existantes peu@er retrouvées sur la base de données
CAZy (http://www.cazy.org) qui regroupe et classifiensemble des enzymes relatives a la
maturation de polysaccharides.

Structurellement, les GT10 eucaryotigues sont dagines transmembranaires de type
Il avec une topologie typique des glycosyltransdésagolgiennes. Les comparaisons de
séquences protéiques des enzymes appartenane dareite ont montré la présence de cing
motifs conservédigure 32 ; Both et al., 2011; Mollicone et al., 2009).

variable segment constant segment
! 1L ]
N Icyt.tail | TM| stem l catalytic domain C
1 \ \Y;
—
Acceptor Donor
binding binding

Figure 32 : Représentation schématique des séquences des fucosyltransférases
eucaryotiques GT10 montrant les positions relatives des motifs conservés décrits
dans la littérature selon Mollicone et al. 2009 (Bleu) et Both et al., 2011 (jaune).

N = extrémité N-terminale ; cyt. tail = queue cytosolique ; TM = domaine frans-
membranaire ; C = extrémité C-terminale.

En effet, il a par exemple été montré chez la Flithumaine, que le motif Il est
impliqué dans la spécificité de I'enzyme (Dupuykt 1999). Ainsi, lorsque le résidu Trpl11l
de sa séquence protéique est remplacé par und’érgyme va catalyser la formation d’'un
épitope Lewis X au lieu d'un épitope Lewis A. Caangement d’acide aminé implique ainsi

non seulement une modification de la spécifici®advis du substrat accepteur (nécessite un



B-1,4-Gal au lieu d'urB-1,3-Gal lié a la GIcNAc), mais aussi un changententa liaison du
fucose ajouté—-1,3 au lieu dex—1,4). De plus, la spécificité de substrat acceppewr un
méme type de fucosyltransférase peut varier entitomcles organismes. En effet, il a été
observé pour deux-1,3-fucosyltransférases du core glycannique, ETFLdeC. elegan%t la
FucT-A d’A. thaliang que la premiere accepte Mglycannes paucimannosidiques, alors que
la seconde nécessite au moins un résidu GIcNAdnatrPaschinger et al., 2004; Wilson et
al., 2001). Le motitx—1,3-FucT retrouvé dans les-1,3/4-fucosyltransférases, correspondant
au motif conservé V, possede différents degré®dsearvation entre les espéces. Il est constitué
de 19 acides aminés, dont 10 sont conservés cheze® membres de la famille GT10 (Jost,
2004; Oriol et al., 1999). Certains de ces réssdud impliqués directement dans la liaison avec
le substrat donneur en formant des liaisons hyaregeec le GDP-Fuc. C’est le cas notamment
des résidus Tyr246, Glu249 et Lys250, observés ehErncT dH. pylori cristallisée (Sun et
al., 2007). Bien que n’étant pas un des motifs exvés chez les GT10, I'extrémiBéterminale
desa-1,3-FucT du core est tres importante pour I'actiahzymatique. En effet, la délétion
des 113 derniers résidus de la FucT-A, ou des fdflate de la FucT-1, cause une diminution
supérieure a 99% de leur activité (Both et al., 1301Structurellement, lesi—1,3-
fucosyltransférases eucaryotiques présentent liemegnt GT-B, domaine protéigue composé
de deux sous-domaines Rossmann impliqués daradariaux nucléotides et qui ne présente

aucun signe évident de liaison a un ion métallidigere 33 ; (Breton, 2005).

Vo oo

)
~“GDP-fucose

Figure 33 : Cristallographie de l'interaction entre I'a-1,3-FucT d’H. pylori et son substrat
donneur, le GDP-fucose, d’'aprés Sun et al., 2007.

Le complexe est représenté sous forme de diagramme en ruban, avec les feuillets p des
domaines Rossmann  représentés en cyan pour celui de I'extrémité
N-terminale, et en jaune pourI'extirémité C-terminale. Les liaisons hydrogenes entre le GDP-
fucose (représenté en boule et batons) et la protéine sont illustrées en lignes pointillées.
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Malgré cela, il a été montré que I'ajout d’ion dast augmente l'activité de 'enzyme,
et accroit I'affinité pour le récepteur oligosacttimue (Palma et al.,, 2004). Différents
cofacteurs ont ainsi été identifies comme le Mn@g(ll), Ni(ll) et le Co(ll), ainsi que des
inhibiteurs comme le Cu(ll) et le Zn(ll) (Both dt,&011; Léonard et al., 2005; Murray et al.,
1997). L’'activité des GT10 est aussi impactée parésence de glycosylations sur sa partie
protéiqgue. En effet, comme beaucoup de protéindgiegmes, les fucosyltransférases
eucaryotiques sonN-glycosylées, pouvant posséder de 2 a 5 sitedN-gdgycosylation
(Christensen et al., 2000; de Vries et al., 20Bign que la présence déglycannes ne soit
pas essentielle, elle possede un grand impactstivité des GT10. En effet, une étude menée
sur la FucT-Aa-1,3-FucT possédant trois sites potentieldlegycosylation, a montré que la
mutation d’'un seul de ses sites Mgjlycosylation pouvait causer jusqu’a 80% de réiduct
d’activité. Cependant, le triple mutant compléetetragglycosylé conserve tout de méme une
activité résiduelle de I'ordre de 5% (Both et 2011). Ces fucosyltransférases impliquées dans
la maturation dedl-glycannes complexes font ainsi I'objet de difféesnétudes, motivées en

partie par le role de la fucosylation dans diffésgarocessus biologiques.

1.7.2 Implication biologique

LesN-glycannes complexes ont un réle moins vital pawdllule que lebl-glycannes
oligomannosidiques, cependant ils prennent towteiteportance lorsque I'on s’intéresse aux
organismes multicellulaires. En effet, contraireiraumx N-glycannes oligomannosidiques qui
ont un réle cellulaire crucial dans l'acquisitioa kh conformation native des glycoprotéines,
les N-glycannes complexes sont surtout impliqués danintesactions protéine/protéine, et
donc cellule/cellule. Ainsi, bien que les lignéesllidaires mammiféres dépourvues de
glycannes fucosylés soient viables et ne préserastde perturbation de leur division
(Malphettes et al., 2010), un défaut de fucosyhatlans un organisme peut causer, ou étre le
résultat, de graves dysfonctionnements. En effigiz tes mammiféres, une augmentation de la
fucosylation, aussi bien au niveau distal que de gtycannique, a été observée dans difféerents
tissus cancéreux : ovarien, hépatique, prostatiguegncore colo-rectal (Holst et al., 2016;
Miyoshi et al., 1999, 2007; Vermassen et al., 200L&)fucosylation debl-glycannes est ainsi
devenue un biomarqueur pour certains cancers. xeane, la-foetoprotéine fucosylée au
niveau du core de sé&glycannes est reconnue par la FDA (Food and DrdigiAistration)
comme étant un marqueur trés spécifique du car@rupatocellulaire (Miyoshi et al., 2007).

Cependant, le cancer n'est pas le seul processus ldguel la fucosylation du core est



impliquée. En effet, les souris FUT8-/-, mutéeslauucosyltranférase permettant I'ajout de
fucose enu-1,6 chez les mammiféres, possédent un taux dealitérle 70% trois jours apres
la naissance, les survivantes présentant de sérgierds de croissance (Wang, 2005). Ces
retards sont probablement causés par l'inhibiti@n différentes voies de signalisations
impliquant des facteurs de croissance comme I'EBpidermal Growth Factor) ou encore
'HGF (Hepatocyte Growth Factor). En effet, il & &@émontré que la fucosylation au niveau
du core dedl-glycannes était nécessaire pour la liaison deFEBGon récepteur (Wang, 2005).
C’est ainsi que les souris FuT8-/- vont présenterdafaut de régénération du foie apres
hépatectomie, montrant ainsi I'implication de ladaylation du core dans la prolifération
cellulaire (Wang et al., 2015). Cependant, lessiat de croissance ne sont pas les seules voies
de signalisation affectées chez les souris FuTB+#i-effet, la fucosylation du core est aussi
cruciale pour l'activité du récepteur TGH; qui est impliqué dans le contrble de 'hnoméastas
de la matrice extracellulaire, provoquant ainsizch& souris FuT8-/- le développement
d’emphyséme (Wang, 2005). La fucosylation joue iauss6le important au niveau cérébral,
ou la FuT8 est tres exprimée, provoquant ainsi claezsouris FuT8-/- un phénotype
schizophréne, impliquant tres probablement un @ lié a la balance entre sérotonine et
dopamine (Fukuda et al., 2011). Un des réles dedasylation qui intéresse le plus les bio-
industries, dont notamment le domaine pharmaceeitigst 'implication de la fucosylation du
core dans le mécanisme ADCC (Antibody-Dependentu@elCytotoxicity). En effet, cette
attaque lytique réalisée sur les cellules ciblesdes anticorps est utilisée pour de multiples
actions thérapeutiques, en particulier en oncol@@ignes et al., 2000; Lewis et al., 1993). La
présence de fucose au niveau du core Nigdycannes portés par les chaines lourdes de
I'anticorps va modifier la conformation du fragmérat réduisant considérablement sa capacité
arecruter les lymphocytes NK (lida, 2006; Masuda.e2007). En effet, un anticorps dépourvu
de fucose sera 50 fois plus efficace pour initADICC que son homologue fucosylé (Shinkawa
et al., 2003). C’est pour cela que chez 'humabfodes IgGs circulants sont fucosylés au
niveau du core (Pucic et al., 2011), permettargiaia prévenir |'élicitation de réponse ADCC
destructive. Une dérégulation de ce systeme pewnama une maladie auto-immune si
’ADCC est excessive, ou a I'apparition de canc€AHCC est insuffisante (Lauc et al., 2014;
Scanlan et al., 2008). L’activité biologique dduaosylation eru-1,6 n’est pas la seule a étre
étudiée. En effet, les1,3-fucosyltransférases du core font aussi I'othjen intérét particulier,
puisqu’elles sont absentes chez les mammifereslaregers ne possedent pad\iglycannes
a-1,3-fucosylés au niveau du core. De fait, ce 1é€si&t reconnu comme épitope par le systeme

immunitaire des mammiferes, signalant ainsi la mdkE comme un élément étranger. Cette
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reconnaissance est notamment impliquée dans lesoptaéhes d’allergie au pollen, a la
nourriture, ou plus généralement vis-a-vis desapyeatéines produites chez les plantes ou les
insectes, ce qui représente un enjeu primordia dartontexte biotechnologique de production
de protéines recombinantes a intérét thérapeutigns ces systemes hétérologues (Bardor et
al., 2003; Hemmer et al., 2001; Wilson et al., 7998

1.8 Phaeodactylum tricornutum, un modele d'intérét pour I'étude de la
N-glycosylation

Les microalgues commE. tricornutumse positionnent comme une alternative trés
prometteuse pour la production de protéines recaambés a intérét thérapeutique. Ce systéeme
émergeant de production offre des perspectivesédaection des colts de production tres
intéressantes, couplées a une sécurité sanitareeacCependant, plusieurs questions doivent
étre résolues avant de pouvoir produire a I'échiali@strielle des biomédicaments obtenus a
partir de microalgues. Parmi ces interrogationstreave la question de la structure de
N-glycannes présents chez les microalgues. En eifatellement, la majorité des protéines
recombinantes a intérét thérapeutique commercedisgont glycosylées. La présence de
N-glycannes étant nécessaire pour la fonctionnddisdglycoprotéines, et leur structure pouvant
impacter leur demi-vie et générer des réactiomsgtiues, il est donc nécessaire de comprendre
comment sont synthétisés INsglycannes chez les microalgues. Avec sa facigé&udlture,
I’émergence de nouveaux outils de biologie moléreiket sa capacité a produire des protéines
recombinantes glycosyléd®, tricornutumse présente comme un sérieux modele pour I'étude
de la voie deN-glycosylation chez les microalgues. De plus, cdiddomée se situe dans une
région phylogénétique ou les voies de glycosylaties organismes environnants sont encore
méconnues. Les motifé-glycanniques étant espéce-spécifiques, la pogitigtogénétique de
cette microalgue, a mi-chemin entre les organistoes les voies d&l-glycosylation sont les
mieux connues, que sont les mammiferes et lesgdaan fait une candidate particuliéerement
intéressante pour I'étude évolutive de la voidNdglycosylation.

Les informations disponibles sur la voieglycosylation deP. tricornutumau début
de ma these ont été publiées dans une revue sgatitdtensemble des connaissances sur les
voies de biosynthese deéé-glycannes chez les microalgues, et clreztricornutum en

particulier. Cette revue est présentée ci-apres.
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Microalgae are currently used for the production of food compounds. Recently, few
microalgae species have been investigated as potential biofactories for the production
of biopharmaceuticals. Indeed in this context, microalgae are cheap, classified as
Generally Recognized As Safe (GRAS) organisms and can be grown easily. However,
problems remain to be solved before any industrial production of microalgae-made
biopharmaceuticals. Among them, post-translational modifications of the proteins need to
be considered. Especially, N-glycosylation acquired by the secreted recombinant proteins
is of major concern since most of the biopharmaceuticals are N-glycosylated and it is well
recognized that glycosylation represent one of their critical quality attribute. Therefore,
the evaluation of microalgae as alternative cell factory for biopharmaceutical productions
thus requires to investigate their N-glycosylation capability in order to determine to what
extend it differs from their human counterpart and to determine appropriate strategies for
remodeling the microalgae glycosylation into human-compatible oligosaccharides. Here,
we review the secreted recombinant proteins which have been successfully produced
in microalgae. We also report on recent bioinformatics and biochemical data concerning
the structure of glycans N-linked to proteins from various microalgae phyla and comment
the consequences on the glycan engineering strategies that may be necessary to render

contributed to the work.
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those microalgae-made biopharmaceuticals compatible with human therapy.
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Phaeodactylum tricornutum, endoplasmic reticulum, Golgi apparatus

INTRODUCTION

Nowadays, biopharmaceuticals on the market consists of 200
products yielding overall global revenue greater than US$100
billion (Walsh, 2010). Over the past 5 years, 140 biopharma-
ceuticals were approved in the European Union (EU) and the
United States (US) markets (Walsh, 2010). These biopharma-
ceuticals are produced in various systems ranging from bac-
teria to mammalian cell cultures (Wong, 2005; Demain and
Vaishnav, 2009; Huang et al., 2012). Among those, the Chinese
Hamster Ovary (CHO) cells are currently the predominant
industrial cell lines used for producing those drugs (Hossler
et al., 2009), covering about 50% of the market (Demain and
Vaishnav, 2009). However, the constant increasing needs for
large amount of such therapeutic proteins, their high produc-
tion cost in conventional expression systems and complicating
factors related to potential virus contamination have driven sci-
entists to explore new alternative production systems. In this
context, various plant expression systems have emerged, includ-
ing whole plants (Nicotiana, Alfalfa, Maize for examples) and
in vitro culture systems such as plant cell suspensions (Nicotiana
tabaccum, Lemna minor, Physcomitrella patens) and hairy roots

(Stoger et al., 2005; Drake et al., 2009; Colgan et al., 2010;
Decker and Reski, 2012; Parsons et al., 2012; Xu et al., 2012;
Schillberg et al., 2013; Twyman et al., 2013; Buyel and Fischer,
2014). Several plant-made biopharmaceuticals have been suc-
cessfully produced (De Muynck et al., 2010). This includes the
Cerezyme’s biosimilar (glucocerebrosidase) which has been pro-
duced in carrot cells (Shaaltiel et al., 2007) and was approved on
May 2012 by the US Food and Drug Administration (Maxmen,
2012). Despite those successes, there is an increasing interest to
use microalgae for biopharmaceutical production. Microalgae are
unicellular photosynthetic organisms which encompass between
40,000 and probably several billion species (Cadoret and Bernard,
2008; Mata et al., 2010). As plants, microalgae are classified in
Generally Recognized As Safe (GRAS) organisms. Moreover, they
are cheap and easy to grow, making them potentially attrac-
tive cell factories for the large-scale production of recombinant
proteins.

To date, microalgae have been mainly used for the pro-
duction of food compounds or high-value added compounds
like carotenoids (Spolaore et al., 2006; Sasso et al., 2012).
In addition, as photosynthetic organisms, microalgae are very
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Production of glycoproteins in microalgae

efficient in converting sunlight into chemical energy, making
them attractive for the production of carbohydrates, lipids, and
hydrogen. Therefore, algal biomass represents a great poten-
tial for generating new sources of bioenergy such as biofuels
(Beer et al., 2009; Lam and Lee, 2012; Merchant et al., 2012)
and biomaterials (Hempel et al., 2011a). Several microalgae
species have also been evaluated for their potential to express
recombinant proteins. Among them, the model Chlorophyceae
Chlamydomonas reinhardtii is currently the most investigated one
for such a biotechnological application, due to the availability
of genomic data and the existence of a powerful molecular
toolkit including vectors allowing nuclear or chloroplastic trans-
formation (Merchant et al., 2007; Harris, 2009). Additionally,
the diatom Phaeodactylum tricornutum is also considered as an
emerging system for such an application (Hempel et al., 2011b;
Hempel and Maier, 2012) as it can be genetically modified and
grown quite easily. Other species are also good candidates for
large-scale production of recombinant proteins, especially due
to their ease to obtain algal biomass and their growth rate.
For example, a marine green microalga from the class of the
Chlorophyceae, Dunaliella salina (Geng et al., 2003), but also
species from the genus Chlorella [i.e., Chlorella vulgaris, recently
renamed Coccomyxa sp. C-169 subellipsoidea (Blanc et al., 2010),
Chlorella ellipsoidea], which belongs to the Trebouxiophyceae,
are promising bio-factories for large-scale production of high-
value added proteins (Hawkins and Nakamura, 1999; Chen et al.,
2001; Kim et al., 2002; Bai et al., 2013). However, molecular
biology tools remain poorly developed for most of those microal-
gae even if genomic data became available (http://genome.
jgi.doe.gov/; http://www.phytozome.net/; http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genome).

Whatever the considered species, many problems have
still to be solved before any industrial production and
commercialization of microalgae-made biopharmaceuticals.
Among them, increasing the yield and secretion of recombinant
protein represents a crucial issue to make these organisms com-
petitive with traditionally used expression systems such as the
CHO cell lines. Furthermore, post-translational modifications
need to be considered. Especially, N-glycosylation acquired by the
secreted recombinant proteins is crucial for biopharmaceuticals
since more than one third of the approved ones are glycosylated
(Gomord et al., 2010) and it represents a critical quality attribute
for them (Lingg et al., 2012). Indeed, the presence and structures
of the N-glycans are required for their biological activity, stability
and half-life (Lingg et al., 2012). The evaluation of microalgae
as alternative cell factory for biopharmaceutical production thus
requires investigating their N-glycosylation capability in order
to determine to what extend their N-glycans differ from their
human counterpart. In this paper, we report on bio-informatic
and biochemical data concerning the structures of glycan N-
linked to endogenous proteins from various microalgae phyla.
Based on these recent findings, strategies for the engineering
of the glycosylation pathways in these new expression systems
are proposed to obtain microalgae-made biopharmaceuticals
that would carry oligosaccharides compatibles with human
therapies.

MICROALGAE AS ALTERNATIVE SYSTEMS FOR
PRODUCTION OF RECOMBINANT PROTEINS
AVAILABLE TOOLS FOR NUCLEAR TRANSFORMATION IN MICROALGAE
Chlamydomonas reinhardtii
Currently, most of the studies reporting the expression of recom-
binant proteins in microalgae have been performed in the green
alga Chlamydomonas reinhardtii. The majority of such pro-
ductions has been targeted to the chloroplast. This concerned
biopharmaceuticals such as the single-chain antibody directed
against the glycoprotein D of the herpes simplex virus (Mayfield
et al., 2003), but also the heavy and light chains of the antibody
83K7C, derived from a human IgG1 (Tran et al., 2009), human
erythropoietin, domains 10 and 14 of human fibronectin, inter-
feron p1, proinsulin, vascular endothelial growth factor (VEGEF),
high mobility group protein BI(HMGB1) (Rasala et al., 2010)
and two different immunotoxin proteins (Tran et al., 2012).
Recently, an attenuated form of the E7 oncoprotein of the human
papillomavirus (HPV) has also been produced in the same
organelle (Demurtas et al., 2013). Indeed, this strategy is the most
promising one to get high protein yields since C. reinhardtii pos-
sesses a large single chloroplast, representing about 40% of the
total cell volume, and the proteins expressed in this organelle
have been shown to represent 2—20% of total soluble proteins
(Rasala and Mayfield, 2011). Moreover, three proteins have been
shown to be expressed at levels which are sufficient for com-
mercial production (Rasala et al., 2010). In contrast, secreted
proteins produced from nuclear transformation in C. reinhardtii
generally failed to accumulate to an equivalent level as the one
observed in chloroplasts (Fuhrmann et al., 1999; Schroda et al.,
2000; Specht et al., 2010). The low proteolysis in chloroplast
could explain the high yields of recombinant proteins reached
in this organelle (Surzycki et al., 2009; Potvin and Zhang, 2010).
However, as far as glycosylated proteins such as biopharmaceu-
ticals are concerned, chloroplast lacks the enzymatic machinery
required for N-glycosylation. Therefore, for biopharmaceuti-
cal production, both nuclear expression and protein transport
through the secretory pathway of microalgae are required.
Despite recent progress, nuclear expression remains challeng-
ing in C. reinhardtii (Specht et al., 2010). Indeed, low levels of
expression usually observed could result from transgene silencing
(Cerutti et al., 1997; Shaver et al., 2010; Rasala et al., 2012). Its
GC-rich genome (Merchant et al., 2007) has been also thought to
be a hindrance to the expression of foreign genes since it intro-
duces a codon usage bias. Several strategies have been developed
during the last decade to circumvent these problems. Among
them, the necessity to optimize the coding sequence of the gene of
interest appears to be essential for improving the nuclear expres-
sion of the foreign protein (Fuhrmann et al., 1999). With regards
to promoter sequences, a few assays have been performed to
express reporter genes under the control of the plant constitu-
tive CaM V35S promoter (Ruecker et al., 2008; Diaz-Santos et al.,
2013) or of other viral sequences (Ruecker et al., 2008). Recently,
a high light-inducible promoter from Dunaliella has also been
investigated in C. reinhardtii. This promoter has been shown to
drive efficiently the expression of the luciferase reporter gene but
it has not been used for expression of any biopharmaceutical yet
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(Park et al., 2013). Currently, the major part of nuclear trans-
genes are expressed through a hybrid promoter, resulting from
the fusion of the photosystem I complex (PSAD) (Fischer and
Rochaix, 2001) or the Ribulose Bisphosphate Carboxylase Small
Subunit (RBCS2) (Kindle, 1998) promoters with the HSP70A
promoter which allows increasing the expression of the transgene
(Schroda et al., 2000). In addition, several regulatory sequences
have been included in the transgene coding sequence to enhance
its expression. Thus, the insertion of the first intron of RBCS2
(Lumbreras et al., 1998), but also of the second and third introns
(Eichler-Stahlberg et al., 2009) are required to increase the efficacy
of the HSP70A/RBCS2 promoter. Compared to the CaMV35S
promoter, these chimeric promoters remain actually the most
efficient to drive the constitutive expression of nuclear trans-
genes in C. reinhardtii (Ruecker et al., 2008; Eichler-Stahlberg
et al., 2009; Neupert et al., 2009; Rasala et al., 2012; Kumar
et al., 2013). However, with a yield of secreted EPO estimated
to 0.1 mg per liter of culture medium (Eichler-Stahlberg et al.,
2009), the expression level of EPO under the control of the
HSP70A/RBCS2A promoter remains too low for large scale
production.

Rasala et al. (2012) developed a new vector in which the gene
of interest is fused to the BLE gene of selection (which confers the
resistance to bleomycin) via the nucleotide sequence encoding the
foot-and-mouth-disease-virus 2A self-cleavage peptide (FMDV
2A) under the control of the HSP70A/RBCS2 promoter. The
resulting translated product is processed into two proteins, with
the 2A peptide fused to the C-terminal end of the first protein
as already described for other expressions using a 2A self-cleavage
peptide (Ho et al., 2013). This tandem expression allows the selec-
tion of transformants exhibiting a higher transgene expression.
Finally, Neupert et al. (2009) used UV mutagenesis to generate
new C. reinhardtii strains presenting the advantage to increase
the expression of nuclear transgenes. Indeed, using one of these
strains (UVM4) transformed with the specific vector pcCAgLUC
allowing the expression of the luciferase protein fused to the pre-
dicted signal peptide of the extracellular carbonic anhydrase 1
(CAH1), Lauersen and coworkers demonstrated that the amount
of secreted recombinant proteins could be significantly improved,
reaching up to 10 mg per liter of culture (Lauersen et al., 2013a).
However, despite these significant achievements, efforts are still
necessary to make C. reinhardtii competitive with CHO cell lines,
for which yield between 5 and 10 g/L of recombinant protein is
currently obtained (Demain and Vaishnav, 2009).

Other microalgae

Recently, other microalgae species have also been shown to be
of interest as new expression systems. For example, two recent
studies reported the expression of a monoclonal human IgG anti-
body against the Hepatitis B and its respective antigen in the
diatom P. tricornutum. This antibody was either secreted in the
culture medium or expressed in fusion to a DDEL (instead of
KDEL which is used as a standard ER retention signal in other
eukaryotes) sequence allowing its retention within the endoplas-
mic reticulum (ER) of Phaeodactylum tricornutum (Hempel et al.,
2011b; Hempel and Maier, 2012). In contrast to C. reinhardtii,
the codon usage in P. tricornutum is much closer to that of

human (Heitzer et al., 2007), which could give advantage to this
diatom for the production of biopharmaceuticals. In P. tricornu-
tum, nuclear expression of transgenes is usually mediated through
the promoter of the FCPA gene which encodes the fucoxanthin
chlorophyll a/c binding protein (Apt et al., 1996; Zaslavskaia et al.,
2000) or through the nitrate reductase promoter which is induced
when ammonium is replaced by nitrates as nitrogen source in
the culture medium (Poulsen and Kroger, 2005; Gonzalez et al.,
2011; Hempel et al., 2011b; Hempel and Maier, 2012; Stork
et al., 2012). This specific nitrate reductase inducible promoter
was used to express the fully-assembled human IgG antibody
against Hepatitis B leading to 1.5-2.5mg of recombinant anti-
body per liter of culture medium depending of the different clones
(Hempel and Maier, 2012) and 21 mg per gram of algal dry weight
for the ER-retained form of the antibody (Hempel et al., 2011b).

Expression of commercially relevant proteins in other species
of microalgae remains less reported, since tools for nuclear trans-
formation are still missing. As for C. reinhardtii, the CaMV35S
promoter has been shown to be efficient in several other green
microalgae, including C. ellipsoidea (Jarvis and Brown, 1991;
Chen et al.,, 2001; Kim et al., 2002), C. vulgaris (Hawkins and
Nakamura, 1999), Haematococcus pluvialis (Kathiresan et al.,
2009) and D. salina (Geng et al., 2003; Feng et al., 2009; Chai
et al., 2013) but in most of the cases, the expression levels
achieved remained low. Some studies reported the use of other
foreign promoters to drive the nuclear expression of heterologous
proteins in Chlorella sp., such as the C. reinhardtii RBCS2 pro-
moter which has been used successfully in Chlorella ellipsoidea
for transient expression of recombinant protein or resistance
expression (Hawkins and Nakamura, 1999; Kim et al., 2002). In
contrast, the ubiquitin maize promoter seems to be promising in
Chlorella sp., since it allows the stable expression of a rabbit gene
encoding for an a-defensin (Bai et al., 2013). In some cases, the
omega element of Tobacco Mosaic Virus (TMV) which is part of
the 5’UTR has been used to enhance translation efficiency (Chen
et al., 2001), leading to a yield of about 11 mg/L of recombinant
protein (Bai et al., 2013). This ubiquitin-2 promoter was also suc-
cessfully used in D. salina to stably express a gene encoding the
hepatitis B surface antigen (Geng et al., 2003).

EXPRESSION OF SECRETED THERAPEUTIC RECOMBINANT PROTEINS
IN MICROALGAE

As mentioned previously, most of the recombinant proteins that
have been produced in C. reinhardtii so far were expressed in
the chloroplast because of the high level of protein accumulation
reached in this organelle. Thus, among the 20 recombinant pro-
teins of industrial interest expressed in C. reinhardtii (for a recent
review, see Rasala and Mayfield, 2014), only 3 of them have been
expressed successfully through the nuclear genome: a xylanase
(Rasala et al., 2012), an ice binding-protein (Lauersen et al.,
2013b) and the secreted EPO (Eichler-Stahlberg et al., 2009).
As the xylanase and ice binding-protein are not therapeutical
proteins, we will not discuss them further in this review. In addi-
tion, by using the signal peptide of the C. reinhardtii gene ARS2
encoding a periplasmic arylsulfatase, the EPO has been produced
in the culture medium of C. reinhardtii (Eichler-Stahlberg et al.,
2009; Table 1). Furthermore, as previously indicated, Hempel and
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Table 1 | Post-translational modifications of biopharmaceuticals expressed in the secretory system of microalgae.

Expressed protein Promoter N-glycosylation site? Glycosylation® References

IN C. REINHARDTII

Human EPO Hsp70A/RbcS2 Yes Yes Eichler-Stahlberg et al., 2009
IN P TRICORNUTUM

Monoclonal human IgG against Nitrate reductase Yes Yes Hempel et al., 2011b; Hempel
the Hepatitis B surface antigen and Maier, 2012

Hepatitis B surface antigen Nitrate reductase Yes No Hempel et al., 2011b

IN D. SALINA

Hepatitis B surface antigen Maize Ubiquitin +€ TMV enhancer  Yes No Geng et al., 2003

4@ Predicted N-glycosylation sites by bio-informatic analysis of the protein sequence.

b Experimental evidence of the presence of N-glycans attached to the N-glycosylation site.

Maier (2012) demonstrated the capability of P. tricornutum to
synthesize and secrete a full length functional human IgG anti-
body against the Hepatitis B virus surface antigen. This study
clearly demonstrates that diatoms are able to produce and cor-
rectly assemble complex proteins without affecting their biologi-
cal activity (Table 1).

Little information is available on the post-translational modi-
fications acquired by these microalgae-made therapeutic proteins
in the secretory pathway. For example, the recombinant EPO
expressed in C. reinhardtii exhibited a molecular mass of about
33 kDa suggesting the presence of post-translational modifica-
tions such as the addition of glycans on the microalgae-made
EPO. This is consistent with the fact that the EPO is known to
possess 3 N-glycosylation and one O-glycosylation sites (Table 1)
(Lingg et al., 2012). Moreover, affinoblotting with concanavalin
A, alectin specific for oligomannoside structures (Fitchette et al.,
2007), of the ER-resident recombinant IgG expressed in P. tri-
cornutum also suggested that this microalgae-made antibody
is glycosylated (Table1) (Hempel et al., 2011b). However, no
structural detailed analyses are reported regarding the glycans
attached to those microalgae-made biopharmaceuticals. Since the
N-glycosylation of biopharmaceuticals is critical for their half-
life, stability and biological activity (for a recent review, see
Lingg et al., 2012), it is therefore essential to characterize the
N-glycosylation process of secreted protein in microalgae.

N-GLYCOSYLATION PATHWAYS IN MICROALGAE

GENERAL ASPECTS OF N-GLYCOSYLATION IN EUKARYOTES
N-glycosylation is a major co- and post-translational modifica-
tion of proteins in eukaryotes occurring in both the ER and
the Golgi apparatus (Figurel). In this process, a lipid-linked
oligosaccharide is first assembled by the stepwise addition of
monosaccharides on a dolichol pyrophosphate on the cytoso-
lic face and then in the lumen of the ER (Burda and Aebi,
1999). This precursor is then transferred by the oligosaccha-
ryltransferase (OST) complex onto the asparagine residues of
the consensus Asn-X-Ser/Thr sequences of a protein (Burda and
Aebi, 1999). In 3.5% of the cases, other sequences like Asn-X-
Cys, Asn-X-Val have been proven to be glycosylated on endoge-
nous or recombinant protein produced both in mammals or
plant cells (Gil et al., 2009; Zielinska et al., 2010; Matsui et al.,
2011). The precursor is deglucosylated by the a-glucosidases I

and II and then reglucosylated by an UDP-glucose: glycopro-
tein glucosyltransferase (UGGT) to ensure the proper folding
of the nascent protein through its interaction with ER-resident
chaperones, such as calnexin and calreticulin. These ER events
are conserved in eukaryotes because they are crucial for efficient
protein folding and oligomerization (Helenius and Aebi, 2001).
In contrast, evolutionary adaptation of N-glycan processing in
the Golgi apparatus has given rise to a variety of organism-
specific complex structures (Varki, 2011). First, a-mannosidases
degrade the oligosaccharide precursor into oligomannosides
ranging from MangGlcNAc, to MansGlcNAc; (Man-9 to Man-5).
N-acetylglucosaminyltransferase I (GnT I) then transfers a first
N-acetylglucosaminyl (GlcNAc) residue on Man-5 and initiates
the synthesis of a large variety of structurally different complex-
type N-glycans. In this GnT I-dependent N-glycan maturation,
the processing continues by the removal of two mannosyl residues
and the transfer of a second terminal GlcNAc residue, thus result-
ing in the synthesis of a core GIcNAc;Man3GlcNAc, which are
common to mammals and all land plants studied so far (Lerouge
et al., 1998; Wilson et al.,, 2001; Gomord et al., 2010; Varki,
2011) (Figure1). This core is then decorated by the action of
a specific repertoire of glycosyltransferases that differ from one
organism to another. As a consequence, mature proteins leaving
the secretory pathway carry organism-specific complex N-glycans
allowing the protein to acquire a set of glycan-mediated biological
functions (Varki, 1993; Gagneux and Varki, 1999). For instance,
in mammals, most secreted proteins in blood circulation carry
biantennary N-glycans decorated with a(1,6)-fucose residues and
terminal sialic acids that impact either the protein activity or
protein half-life (Figure 1; Lingg et al., 2012). In contrast, plant
N-glycans are mainly of biantennary complex type N-glycan car-
rying a core-B(1,2)—xylose; a core a(1,3)-fucose and eventually
terminal Lewis a antennae (Lerouge et al., 1998; Wilson et al,,
2001).

By comparison with data available in pluricellular eukaryotes,
information concerning protein N-glycosylation in microalgae
remains very limited. A few studies using lectin blot analysis or
enzymatic sequencing suggested that proteins secreted by green
microalgae carry mainly oligomannosides or complex N-glycans
having a core xylose residue (Balshiisemann and Jaenicke, 1990;
Grunow et al., 1993; Godel et al., 2000). More recently, a cell
wall glycoprotein from the red microalgae Porphyridium sp. was
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FIGURE 1 | Mammalian N-glycosylation pathway. This pathway starts in
the endoplasmic reticulum (ER) and ends in the Golgi apparatus where the
major maturation steps lead to sialylated and fucosylated biantennary
protein N-linked glycans. The N-glycan structures presented here are
annotated according to the symbolic nomenclature adopted by the
Consortium for Functional Glycomics (Varki et al., 2009). PP-Dol:
Pyrophosphate Dolichol; OST: oligosaccharyltransferase; Asn, asparagine;
UGGT, UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase; a-Man,
a-mannosidase; GnT, N-acetylglucosaminyltransferase; Man-8/9,
oligomannoside bearing 8/9 mannose residues; Man-5, oligomannoside
bearing 5 mannose residues. ‘ Mannose . Glucose O Galactose ’

Sialic acid A Fucose N-acetylglucosamine.

found to carry Man-8 and Man-9 oligomannosides containing 6-
O-methyl mannoses and substituted by one or two xylose residues
(Levy-Ontman et al., 2011).

STRUCTURAL INVESTIGATION OF GLYCAN N-LINKED TO MICROALGAE
PROTEINS OF CHLAMYDOMONAS REINHARDTII AND
PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM

Deeper insights into the structure of glycans N-linked to pro-
teins secreted by C. reinhardtii (Mathieu-Rivet et al., 2013) and
P. tricornutum (Baiet et al., 2011) have been recently reported
and N-glycosylation pathways in these two microalgae dedicated

to biotechnology applications have been proposed. These studies
combined data resulting from the search for genes encoding puta-
tive enzymes involved in the N-glycosylation pathway in the
genomic databases and data resulting from biochemical analysis
of glycan N-linked to secreted proteins.

Bio-informatic analysis

In C. reinhardtii and P. tricornutum genomes, most of the
genes encoding enzymes involved in the biosynthesis of the
dolichol pyrophosphate-linked oligosaccharide on the cytoso-
lic face and in the lumen of the ER, named Asparagine-Linked
Glycosylation (ALG) (Weerapana and Imperiali, 2006), are pre-
dicted (Figure 2). Although some ALG were not clearly identified
in the genomes, large oligomannosides up to Man-9 were found
in both C. reinhardtii (Mathieu-Rivet et al., 2013) and P. tricor-
nutum (Baiet et al.,, 2011) suggesting that the synthesis of the
oligosaccharide precursor is similar to the one described in other
eukaryotes. In addition to ALG, genes encoding subunits of the
oligosaccharyltransferase were also identified in both genomes
(Figure 2). Glucosidases I and 11, as well as ER-resident UGGT
and chaperones such as calreticulin, are also predicted. These pro-
teins are key elements of the quality control of proteins occurring
in the ER and are crucial for acquisition of the proper folding of
the nascent glycoprotein (Figure 2).

After the transfer of the glycoprotein into the Golgi apparatus,
maturation of N-linked glycans starts with the trimming of Man-
9/-8 by a-mannosidases I (a-Man I) that generate oligomanno-
sides ranging from Man-8 to Man-5. Genes encoding a-Man I are
predicted in C. reinhardtii and P. tricornutum genomes (Figure 2)
suggesting that Golgi mediated trimming of oligommanosides
also occurs in both microalgae. In higher eukaryotes including
animals, insects and land plants, N-glycans are then processed
by GnT I that transfers a first N-acetylglucosaminyl (GlcNAc)
residue on the a(1,3)-mannose arm of Man-5 (Figure 1). Thus,
GnT ILis a key enzyme since it is the first glycosyltransferase occur-
ring in the Golgi apparatus in the GnT I-dependent pathway
giving rise to complex N-glycans that are required for nor-
mal morphogenesis in pluricellular organisms (loffe and Stanley,
1994; Metzler et al.,, 1994). A sequence encoding for a GnT I
is predicted in P. tricornutum (Baiet et al., 2011) but not in C.
reinhardtii (Mathieu-Rivet et al., 2013) suggesting that N-linked
glycans from these two microalgae could be processed in the Golgi
apparatus according to two different pathways, referred to as GnT
I-dependent and GnT I-independent pathways (Zhu et al., 2004;
Crispin et al., 2006; Grass et al., 2011).

In both GnT I-dependent and independent pathways, the next
steps mainly consist in the transfer of monosaccharides on the
N-glycan core to synthesize highly diverse complex N-glycans.
Among residues that are added to the core, fucosyl residues either
a(1,3)- or a(1,6)-linked to the proximal GlcNAc are commonly
observed. In both microalgae, sequences encoding for putative
a(1,3)-fucosyltransferases were identified in the genomes (Baiet
et al., 2011; Mathieu-Rivet et al., 2013). Search for other genes
encoding for putative N-glycan processing enzymes revealed
sequences exhibiting homologies with a-Man II and GnT II in
P. tricornutum but functional characterizations remain necessary
to assess their enzymatic activities.
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Biochemical analysis

A detailed glycomic analysis of C. reinhardtii proteins indicated
that both secreted and membrane-bound proteins carry oligom-
manosides ranging from Man-2 to Man-5 and also complex

N-glycans containing 6-O-methyl mannoses and substituted by
one or two xylose residues (Figure2) (Mathieu-Rivet et al,
2013). Similar complex structures have been previously found
in a cell wall glycoprotein isolated from the red microalgae
Porphyridium sp. (Levy-Ontman et al., 2011). However, the loca-
tion of the xylose residue on the core N-glycan differs in these
two microalgae, since it is described to be linked to the chito-
biose unit in Porphyridium rather than to C2 of the f-mannose
as described in C. reinhardtii and as previously reported in
land plants (Figure 2) (Lerouge et al., 1998). In agreement with
bio-informatics data suggesting the absence of GnT I, these com-
plex N-glycans are likely to result from the transfer of xylose
residues onto Man-5 oligomannosides in a GnT I-independent
manner. Then, methylation of mannose residues is thought to
occur after xylosylation of complex N-glycans in C. reinhardtii
as proposed in Figure 2. Alternatively, Man-5 can be trimmed
by mannosidases down to Man-2 (Figure 2). Although O-methyl
mannose residues was previously reported in some eukary-
otes (Staudacher, 2012), complex N-glycans from C. reinhardtii
highly differ from glycans described in animals and land plants.
We postulate that xylosylation and methylation of oligoman-
nosides in these microalgae may protect glycoproteins against
deglycosylating enzymes such as endoglycosidases or peptide
N-glycosidases.

In contrast to complex N-glycans from C. reinhardtii, gly-
cans N-linked to proteins secreted by the diatom P. tricornu-
tum can be processed through a GnT I-dependent pathway
into partially fucosylated Man-3 (Figure 2) (Baiet et al., 2011).
The GnT I gene predicted in the P. tricornutum genome was
demonstrated to encode an active enzyme able to restore the
maturation of N-linked glycans into complex-type N-glycans
in the CHO Lecl mutant, defective in its endogenous GnT I
(Baiet et al., 2011). The authors have proposed that this fuco-
sylated N-linked glycan results from the addition of a termi-
nal GlcNAc residue by GnT I on Man-5 followed by removal
of two Man residues by an a-Man II and the transfer of a
fucose residue by the predicted a(1,3)-FuT (Baiet et al., 2011).
As illustrated in the proposed pathway depicted in Figure 2,
the terminal GlcNAc introduced in the Golgi apparatus by the
P. tricornutum GnT 1 is then likely removed in the secretory
pathway by glucosaminidases as previously described in land
plants and insect (Vitale and Chrispeels, 1984; Altmann et al.,
1995). Efficient complementation of the CHO Lec] mutant is
the main argument supporting that this diatom processes its
N-glycans through a GnT I-dependent pathway. This result
also indicates that the microalgae transferase is properly tar-
geted to the Golgi apparatus when expressed in mammalian
cells.

In these two studies performed on P. tricornutum and C. rein-
hardtii N-glycan processing and as described for land plants
(Séveno et al., 2004; Zeleny et al., 2006), no sialic acid residues
were identified (Baiet et al., 2011; Mathieu-Rivet et al., 2013).
Sialic acids are terminal residues of O- and N-glycans that
are specifically involved in many biological functions in mam-
mals, such as the half-life of blood proteins and cell-cell adhe-
sion processes (Figurel) (Varki, 1993; Gagneux and Varki,
1999).

Frontiers in Plant Science | Plant Physiology

July 2014 | Volume 5 | Article 359 | 6


http://www.frontiersin.org/Plant_Physiology
http://www.frontiersin.org/Plant_Physiology
http://www.frontiersin.org/Plant_Physiology/archive

Mathieu-Rivet et al.

Production of glycoproteins in microalgae

GLYCAN-REMODELING STRATEGIES IN MICROALGAE:
PERSPECTIVES

Differences in specificity of Golgi transferases and glycosidases
between eukaryotes give rise to glycosylation profiles that dif-
fer between mammals and other eukaryotic host cells used as
cell factories. As a consequence, glycans N-linked to recombinant
proteins produced in plants, yeast or even in animal cells differ
from the original therapeutic proteins. This may result in either a
decrease or absence of biological activity. Furthermore, unsuit-
able N-glycan structures introduced by the expression system
can induce immune responses in humans and generate adverse
reactions (Van Beers and Bardor, 2012), as reported for a(1,3)-
Gal epitope or Neu5Gc on therapeutic drugs (Chung et al,
2008; Padler-Karavani et al., 2008). Similarly, plant synthesize
N-glycans carrying immunogenic core-xylose and core-a(1,3)-
fucose that may induce immune responses in human treated
with plant-made biopharmaceuticals (Bardor et al., 2003). In
consequence, whatever the expression system that is considered,
strategies have been carried out for the in vivo remodeling of
the protein N-glycans in order to obtain structures that meet
pharmaceutical requirements. For instance, knock-out of endoge-
nous genes involved in the transfer of core immunogenic epitopes
have been carried out to engineer oligosaccharides synthesized by
plant cell into human-compatible structures (Cox et al., 2006;
Schihs et al., 2007; Strasser et al., 2008). Furthermore, knock-
in methodologies based on the expression in the host cells of
mammalian enzyme have been developed to in vivo introduce
missing glycan sequences. In plants, these efforts resulted in the
production of plant-derived therapeutic proteins carrying N-
glycans similar to those found on human counterpart (Palacpac
et al,, 1999; Bakker et al., 2001, 2006; Misaki et al., 2006; Paccalet
et al., 2007; Rouwendal et al., 2007; Castilho et al., 2008, 2010,
2013).

As reported in section Microalgae as Alternative Systems for
Production of Recombinant Proteins, C. reinhardtii and P. tri-
cornutum have been evaluated for their capacity to express
therapeutic proteins. The recent characterization of glycans N-
linked to their secreted proteins allows the design of strategies to
engineer their N-glycan pathways for the production of human-
compatible therapeutic proteins.

MICROALGAE FOR THE PRODUCTION OF LYSOSOMAL PROTEINS

Although complex N-glycans have been identified on proteins
secreted by C. reinhardtii and P. tricornutum, most abundant
oligosaccharides N-linked to proteins are oligomannosides rang-
ing from Man-2 to Man-5 in C. reinhardtii (Mathieu-Rivet
et al., 2013) and from Man-5 to Man-9 in P. tricornutum (Baiet
et al.,, 2011) (Figure2). These N-linked glycans are appropri-
ate for the production of lysosomal therapeutics. For example,
glucocerebrosidase is a glycoprotein drug administered intra-
venously into patients suffering from Gaucher’s disease, a lyso-
somal storage disease. The effective targeting and internalization
of this therapeutic drug into macrophages depend on termi-
nal mannose residues of its N-glycans which are recognized by
macrophage cell surface mannose receptors (Van Patten et al,,
2007). For treatment, exogenous glucocerebrosidase is adminis-
tered intravenously into patients. The preparation of the current

glucocerebrosidase expressed in CHO cells (Cerezyme®) requires
in vitro post-purification and exoglycosidase digestions to expose
the trimannose core (ManszGlcNAc;, Man-3) using a combina-
tion of at least three enzymes namely sialidase, galactosidase
and N-acetylglucosaminidase (Figure 3A). These in vitro glyco-
engineering steps increase considerably the production costs
(Weinreb, 2008). Therefore, alternative expression systems that
are capable of producing mannose terminated N-glycans have
been developed as safe and cost effective production methods.
These include cultured carrot cells (Shaaltiel et al., 2007) and
A. thaliana cgl transgenic plants (He et al., 2012). However, the
analysis of the N-glycan profiles of these glucocerebrosidase bio-
similars revealed Man-5 with variable amount of Man-6 to Man-9
structures (for example low amount of Man 6 to Man-8 on glu-
cocerebrosidase expressed in the Arabidopsis cgl mutant). The
presence of such structures required careful biosafety studies to
evaluate the possible binding to serum mannose binding lectin
(MBL) and immunogenicity (Van Patten et al., 2007; Grabowski
et al., 2014). The results described for C. reinhardtii (Mathieu-
Rivet et al., 2013) suggest that this green microalgae could become
in the future an appropriate platform for the production of a
glucocerebrosidase bio-better which would naturally carry Man-
2 to Man-5 glycan structures without any in vitro trimming of
mannose residues (Figure 2).

MICROALGAE FOR THE PRODUCTION OF PROTEINS CARRYING
HUMAN-COMPATIBLE COMPLEX-TYPE N-GLYCANS

Based on data reported in section N-glycosylation Pathways
in Microalgae and Figure 2, the production in microalgae of

Asn

ASN

FIGURE 3 | Engineering of the N-linked glycans associated to
biopharmaceuticals. (A) Man-3 oligomannoside N-linked to the
recombinant glucocerebrosidase used for Enzyme Replacement Therapy in
patients suffering from Gaucher's disease, a lysosomal storage disease.
(B) Trapping in the Golgi apparatus of intermediate GlcNAc-terminated
N-glycans by expression of a mammalian B(1,4)-galactosyltransferase
(GalT). . Mannose O Galactose [ | N-acetylglucosamine.
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therapeutic proteins carrying human-like complex glycans will
require intensive remodeling of their glycan pathways. Although
no information is available on their immunogenicity, glycan epi-
topes identified on microalgae complex N-glycans will likely
induce adverse effects in humans. Removal of these putative
immunogenic glyco-epitopes, such as xylose and fucose residues,
as well as methyl groups on mannose residues, will first require
to identify gene encoding the corresponding glycosyltransferases
and methyltransferases and then to carry out appropriate knock-
out strategies such as RNA interference; artificial microRNA
which have already been developed in microalgae (Zhao et al.,
2009; Cerutti et al., 2011). If putative FuT genes have already been
identified because of their high homologies with plant a(1,3)-
FuT, the identification of sequences coding for xylosyltransferases
(XylT) will be more tricky. Only the $(1,2)-XylT family involved
in complex N-glycan biosynthesis in land plants have been bio-
chemically characterized so far (Strasser et al., 2000). To date, no
specific domain for XylT activity has been clearly identified and
so, search by homology for XylT in microalgae genomes failed to
clearly identify putative candidates.

As previously reported in land plants, “missing” residues
on glycan N-linked to therapeutic proteins can be introduced
by co-expression with appropriate glycosyltransferases. Results
regarding the complementation of CHO Lecl mutant by P. tri-
cornutum GnT 1 (Baiet et al., 2011) showed that the targeting
of Golgi glycosyltransferases is conserved between microalgae
and higher eukaryotes. As a consequence, we can expect that
the expression in microalgae of heterologous glycosyltransferases
would allow the in vivo remodeling of their N-glycan pathways.
This heterologous expression of glycosyltransferases should be
particularly suitable for the remodeling of N-glycans in P. tri-
cornutum because this diatom possesses a functional GnT I
making its N-glycosylation pathway closer to the mammalian
one (Figures1, 2). The terminal GlcNAc introduced by GnT
I constitute the starting point for the building of antennae in
mammalian complex N-glycans (Figure 1). We postulated that
in P. tricornutum this terminal GIcNAc is lost during the traf-
ficking of the glycoprotein by action of N-acetylglucosaminidases
(Figure 2). However, the expression of a mammalian B(1,4)-
galactosyltransferase in P. tricornutum would allow the trans-
fer in the Golgi apparatus of a terminal Gal on the terminal
GIcNAc, thus giving rise to a GalB(1,4)GlcNAc extension that
will protect this N-acetylglucosamine residue introduced by GnT
I from degradation by N-acetylglucosaminidases downstream in
the secretory pathway (Figure 3B). In addition, this extension
corresponds to glycosidic motif found on some therapeutic pro-
teins such as IgG. This strategy based on the trapping of interme-
diate GlcNAc-terminated N-glycans has already been successfully
carried out in land plants (Bakker et al., 2001; Huether et al., 2005;
Vézina et al., 2009) and insect cells (Hollister et al., 1998).

SEARCH FOR MICROALGAE HAVING APPROPRIATE N-GLYCOSYLATION
PATHWAYS

As in vivo engineering of the N-glycosylation pathways in C. rein-
hardtii and P. tricornutum may represent a tricky work, explo-
ration for a microalga that exhibits a more appropriate protein
glycosylation has to be considered. A first overview of protein

N-glycosylation in various microalgae species can be draw on
the basis of public genomic databases. In addition to C. rein-
hardtii and P. tricornutum, more than 15 genomes from other
microalgae are now available (e.g., Thalassossira pseudonana;
Cyanidioschyzon merolae; Ostreococcus tauri and Ostreococcus luci-
marinus; Micromonas pusilla; Chlorella vulgaris; Coccomyxa subel-
lipsoidea; Nannochloropsis gaditana; Monoraphidium neglectum;
Table 2) (Ambrust et al., 2004; Misumi et al., 2005; Palenik et al.,
2007; Worden et al., 2009; Blanc et al., 2010, 2012; Radakovits
et al., 2012; Vieler et al., 2012; Bogen et al., 2013). Searches for
ALG genes and other sequences encoding proteins involved in
the ER protein quality control indicated that enzymes of the ER
machinery are predicted in all genomes suggesting that ER steps
of the N-glycan pathway are conserved over the microalgae phyla
as discussed recently in Levy-Ontman et al. (2014). With regard to
Golgi events, Table 2 summarizes and reports the genes predicted
to encode enzymes involved in the maturation of the N-glycans.
As observed for C. reinhardtii and P. tricornutum, a-mannosidases
(CAZy GH 47) and «a(1,3)-fucosyltransferases (CAZy GT10) are
predicted in most microalgae genomes. In contrast, genes encod-
ing GnT I are not predicted in all genomes (Table 2; Baiet et al.,
2011). For instance, as for C. reinhardtii, no GnT I was found
in Volvox and Ostreococcus species whereas this key transferase is
predicted in most other microalgae, including haptophytes and
cryptophytes (Table 2; Baiet et al.,, 2011). As demonstrated in
C. reinhardtii and P. tricornutum, this indicates that the Golgi
maturation of protein N-linked glycans into complex oligosac-
charides could either occur through a GnT I-dependent pathway
or a GnT I-independent pathway in microalgae. In the context
of microalgae-made biopharmaceutical production, this feature
must be considered since the engineering of microalgae N-glycans
into human compatible oligosaccharides would be facilitated if a
GnT I-dependent machinery already exists in the strains selected
as an expression system.

CONCLUSIONS

In conclusion, it can be considered that remodeling N-glycans
as depicted in Figure 2 into human-compatible oligosaccharides
would be a difficult challenge to attend. However, recent produc-
tion in plants of therapeutic proteins carrying sialylated bianten-
nary N-glycans demonstrates that such a glycan engineering can
be achieved in a plant expression system (Castilho et al., 2013). It
should also be noticed that only a few microalgae species have
been investigated and so, data reported in this review should
be considered as a starting point regarding protein glycosyla-
tion mechanisms occurring in these unicellular organisms and
will serve as foundation for further glycobiology works. Efforts
have now to be carried out to get more information concern-
ing protein N-glycan structures and their pathways in different
phyla to identify microalgae species that are more appropri-
ate for glycan remodeling strategies into human-like structures.
This will also necessitate the characterization of the specificity of
Golgi glycosyltransferases, such as a-mannosidases and a(1,3)-
fucosyltransferases predicted in the microalgae genomes, to eval-
uate the efficiency in microalgae of heterologous expression of
glycosyltransferases as well as to identify genes encoding trans-
ferases (methyltransferases and xylosyltransferases) involved in
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Table 2 | Genes predicted in microalgae genomes encoding proteins involved in N-glycan Golgi maturation such as «-Man |, mannosyl

oligosaccharide alpha-1,2-mannosidase; GnT |, alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase; «(1,3)-FucT, core

«(1,3)-fucosyltransferase.

Microalgae

o—Man | (K01230)

GnT | (K00726)

«(1,3)-FucT (K00753)

Green algae

Chlamydomonas reinharditii
Volvox carteri f. nagariensis
Ostreococcus lucimarinus

Ostreococcus tauri
Micromonas sp RCC299

Micromonas pusilla

Coccomyxa subellipsoidea C-169

Chlorella variabilis NC64A

XP_001700094.1
XP_002957696.1
XP_001421581.1

XP_003083553.1
XP_002505356.1
XP_002499658.1
XP_003058165.1
XP_003060259.1
XP_005648743.1

XP_005852238.1

No
No
No

No

XP_002507699.1
XP_002506141.1
XP_003056751.1

XP_005642764.1

XP_005843911.1

XP_001695259.1
XP_002947231.1
XP_001420919.1
XP_001420471.1
XP_003082568.1
XP_002509370.1

No

XP_005645422.1
XP_005645113.1
XP_005645114.1
XP_005646358.1
XP_005848640.1

Cyanidioschyzon merolae
Galdieria sulphuraria

XP_005535714.1
NO

No

XP_005709370.1 and

XP_005709369.1

No
XP_005708906.1

Stramenopile |Red algae

Phaeodactylum tricornutum

Thalassiosira pseudonana

Fragilariopsis cylindrus

Aureococcus anophagereffens

Nannochloropsis gaditana CCMP526

XP_002176357.1

XP_002289677.1
XP_002291430.1
XP_002289678.1
JGI Protein Id:
168118

JGI Protein Id:
261302
EGB10338.1
EGB09525.1
EGB06148.1
EGB09718.1
XP_005853502.1
XP_005853501.1

XP_002182611.1

XP_002286885.1

JGI Protein ID: 189180

AC236110.1
EGB04621.1
EGB04867.1

No

XP_002180610.1
XP_002180609.1
XP_002180883.1
XP_002290743.1

JGI Protein ID: 169403

EGB09791.1
EGB124971
EGB10167.1

No

Hapto-phyte

Emiliania huxley

XP_005786216.1
XP_005777157.1
XP_005762577.1
XP_005758261.1
EOD18227.1

XP_005771362.1
XP_005771219.1

XP_005769752.1
XP_005762959.1
XP_005788156.1

XP_005775869.1

Crypto-phyte

Guillardia theta

XP_005835818.1
XP_005827979.1

XP_005818934.1

XP_005818444.1
XP_005834963.1
XP_005839924.1
XP_005827855.1
XP_005835841.1
XP_005829578.1

Sequences were retrieved using the KEGG orthology or by search with the protein’s name (as defined in KEGG) in JGI, Phytozome or Genome at NCBI databanks.
In addition, search for candidates was carried out by BLASTP or TBLASTN using human alpha-1,2-mannosidase protein sequences, rabbit GnTl (P27115) and

Arabidopsis thaliana o(1,3)-FucT (QI9LJKT and Q9FX97) as query sequences.
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the synthesis of putative immunogenic epitopes with the final goal
to selectively inactivate their expression.
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Synthéese bibliographique TN

1.9 Objectifs de la these

Au cours du résumé bibliographique présenté datte te@roduction, nous avons pu
voir I'importance physiologique majeure du processie N-glycosylation. Cette voie de
biosynthése peut ainsi étre séparée en deux grpadiss. La premiére, située dans le RE et
tres conservée chez les eucaryotes, permet d'abautla synthése deN-glycannes
oligomannosidiques impliqués dans I'acquisitionl@eonformation des glycoprotéines. La
seconde partie du processus prend place au sdiapgareil de Golgi, ou cette fois-ci les
mécanismes de maturation dégylycannes ont divergé au cours de I'évolutionnpettant
d’aboutir a la formation ddl-glycannes complexes organisme-spécifiques impdiqlais de
nombreux processus. Les mécanismes tledhcosylation ont été trés largement étudiés chez
les levures, les plantes, les invertébrés et lemmigeres, qui sont tous répartis dans deux
grands phylums que sont les archaeplastids etié&snts. Cependant, actuellement trés peu
de données sont disponibles concernant les orgasiappartenant a d’autres phylums, comme
les diatomées. L'étude des mécanismes dddéycosylation chez ces microalgues permettra
ainsi de mieux comprendre l'origine évolutive depcecessus biologique. De plus, I'étude de
la voie deN-glycosylation chez les diatomées présente un gistédét économique dans le
cadre de la production de protéines thérapeutigge®mbinantes par des systémes
hétérologues. En effet, il a été récemment montré R} tricornutum présente différents
avantages aussi bien sur le plan technique quediiple, et semble tres prometteuse en tant
gu’'usine cellulaire. Cette représentante des diégsmpennées a la particularité de posséder
trois morphotypes inter-convertibles, et bien gudricornutumfasse I'objet de hombreuses
études, trés peu d’informations sont disponiblesngé ces processus Neglycosylation et
aux meécanismes qui régissent sa morphogeneése.

C’est donc dans ce contexte scientifique que givesat mes travaux de thése visant a
etudier d’'une part les morphotypesRldricornutum et d’autre part les processus de la voie de

biosynthese deN-glycannes chez cette diatomée modele

L’étude des morphotypes de. tricornutum a été abordée par une approche de
transcriptomique a haut débit (RNA-seq) afin d’ap@ode nouvelles informations et une
vision globale sur les processus meétaboliques pdudae impliqués. De plus, les données
générées lors de cette étude ont permis d’'identiBanouveaux genes de référence pour I'étude
des morphotypes de. tricornutumpar qRT-PCR. Nous avons illustré I'utilité de cesils en
étudiant le profil d’expression de différentes pmes clé intervenant dans la voie de

N-glycosylation chez les trois morphotypes.



Dans le but de compléter la caractérisation deola de N-glycosylation de cette
microalgue, la localisation subcellulaire de diffiétes glycosyltransférases a été réalisée en
utilisant une stratégie de surexpression de gamssrinés a des étiguettes. Conjointement, la
caractérisation des troisl,3-fucosyltransférases putatives Rletricornutuma été initiee en
utilisant une stratégie de complémentation fonct@ie dans un systeme hétérologue
mammifere dépourvu de la fucosyltransférase 8 edrmg

L’étude par transcriptomique des trois morphotyge. tricornutumest présentée sous
la forme d’un article scientifique rédigé en langunglaise dans le chapitre trois. Les résultats
portant sur l'identification de génes de référeporir I'étude des trois morphotypes de
P. tricornutumen gRT-PCR sont présentés dans un quatrieme ahayie nouvelle fois sous
forme d’article scientifique rédigé en langue argglaEt enfin, le cinquiéme chapitre rédigé en
francais est consacré a I'étude des tedi3-fucosyltransférases putativesRletricornutum
Les conclusions et discussions relatives aux rsubbtenus sont directement intégrées a la fin
de chaque chapitre. Pour terminer, une conclusém@mgle sur 'ensemble des travaux vient

clore ce manuscrit.
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Chapitre Il : Matériel et méthodes I

2 Matériel

2.1 Matériel végétal : Phaeodactylum tricornutum

Les travaux décrits dans ce manuscrit ont étédsg&saka partir de deux souches de
P. tricornutum Les cellules issues de la souche séquencée .Bt(CEAP1055/1) ont été
utilisées pour les aspects de clonage et surexpnedss glycosyltransférases, et la souche Pt3
(CCAP1052/1B) a éteé utilisée pour I'étude de laphogenese par analyse transcriptomique a
haut débit. Respectivement, ces microalgues onhiigement fournies par le laboratoire de
Physiologie et Biotechnologie des Algues (PBA)HeREMER de Nantes et par le laboratoire

du Dr C. Bowler de I'Ecole Normale Supérieure das?a

2.2 Matériel animal : Cellules d’ovaire de hamster chinois (CHO)

La mise en évidence de I'activité des fucosyltfarases d@. tricornutuma été réalisée
en utilisant des cellules de mammifere CHO FuT8atytées sur le géene deodl,6-
fucosyltransférase endogéne, issues de la souaaga CHO K1. Ces deux lignées ont été
généreusement fournies par Gregory J. Cost de Ban@aosciences en Californie, USA
(Malphettes et al.,, 2010). Les cellules ont ététivvéds dans du milieu F-12 (Gibco)
complémenté avec 10% de sérum foetal bovin (FBS;d}ilpuis placées dans un incubateur a
37°C contenant une atmosphére contrélée defi€€r a5%.

2.3 Vecteurs plasmidiques utilisés
2.3.1 pUCS7+FuT54599

Le géne codant potentiellement pour la fucosyltienase 54599 (Phatr3_J54599) a été
synthétisé par la société Genecust (www.genecus}).ebinséré dans le vecteur plasmidique
pUCS57. La carte du plasmide pUC57+FuT54599 estsmmtée sur figure 34.

307...239 LacZ alpha
378...395 M1 3-fwd|

AmpR 3764 3105

-

pUCET+FucT 54598 xdna - 4182 nt

+

4351877 FucT 54599

1857, 1937 M13-revi
1885..1963 LacO)

Figure 34 : Carte du vecteur pUC57+FuT54599




2.3.2 pUCI8+GalT

Le gene codant pour [&1,4-galactosyltransférase humaine utilisé loreeke travaux
est issu du plasmide pUC18+GalT décrit dans Ba&kat., 2001. La carte de ce plasmide est
représentée sur fgure 35.

AmpR 3488...2829
~

pUC18+Galt - 2886 nt

Figure 35 : Carte du vecteur pUC18+GalT

2.3.3 pcDNA3.1/V5-His-TOPO®

Le vecteur linéaire pcDNA3.1/V5-His-TOPO® (Invigen, K4800-01) est a la fois un
vecteur de clonage utilisé pour transformer dekilesl dE. coli et un vecteur d’expression
utilisé lors de la transfection de cellules CHQpdfmet un clonage par « T/A cloning », c'est-
a-dire une ligation du produit PCR par hybridatide ses extrémités adénosines avec les
extrémités thymidines du vecteur. Ce vecteur petiaeut de deux étiquettes en C-terminal
de la protéine exprimée grace a deux séquenceéeglamn 3’ de l'insert et codant pour un
épitope V5 et une queue hexahistidine. Deux gemesétection sont aussi présents sur ce
vecteur : un gene de résistance a I'ampicillineestiutilisé lors du clonage dans les bactéries
et un gene de résistance a la néomycine permdétasdtiection des cellules de mammifere
transfectées avec le transgéne. La carte du veesedétaillée sur lagure 36.
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pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 902-1019

TOPO® Cloning site: 953-954

V5 epitope: bases 1020-1061

Polyhistidine tag: bases 1071-1088

BGH reverse priming site: bases 1111-1128
BGH polyadenylation signal: bases 1110-1324
1 origin of replication: bases 1387-1800
SV40 promoter and origin: bases 1865-2190
Neomycin resistance gene: bases 2226-3020
SV40 polyadenylation signal: bases 3038-3277
pUC origin: bases 3709-4382

Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387

Figure 36 : Carte du vecteur pcDNA3.1/V5-His-TOPO®

2.3.4 pJET1.2/blunt

Le vecteur linéarisé pJET1.2/blunt (Thermo ScfemtiK1231) est un vecteur de
clonage utilisé pour la transfection des bactéBescoli. Son site de clonage (extrémités
franches) est situé au milieu d'un géne létal guireuve inactivé par la ligation de l'insert,
permettant ainsi une sélection positive des callalant intégré le plasmide recombinant. Ce
plasmide possede en plus un gene de résistanampitilline permettant de sélectionner les

bactéries transformées par le vecteur. La carteedteur est détaillée surfigure 37.
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Figure 37 : Carte du vecteur pJET1.2/blunt




2.3.5 pPha-NR

Le vecteur pPha-NR est un vecteur d’expressionsétithezP. tricornutum. La
séquence de ce vecteur est disponible dans GenBackssion : JN180663.1). Ce vecteur
posséde un promoteur NR (Nitrate Réductase) inalectiu nitrate permettant de contrler
I'expression de la protéine recombinante. Deux gé&leesélection sont présents sur ce vecteur :
un géene de résistance a I'ampicilline qui estadilors du clonage dans les bactéries et un géne
de résistance a la zéocine permettant la séled@isliatomées possédant le transgene. La carte
du vecteur est détaillée surfigure 38. Ce vecteur nous a été généreusement fourni @ le
F. Hempel et le Pr U. Maier du laboratoire Synmitted’Université de Marbourg (Allemagne).

EcoRl,  Hindll
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HR promoter kurz
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ble (zeozin resistance)
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3957 bps

00

fopA terminator

{

T L K ORI {overiapp with ORI pUC13)

Figure 38 : Carte du vecteur pPhaNR

2.4 Amorces PCR

Les séquences des amorces utilisées pour lesiexges de clonage, séquencage et
analyses par RT-qPCR (Reverse transcription qPCGR)ét® définies a l'aide du logiciel
sequencher 5.0 (Gene codes), ou du programme @IPEDAST »
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/n eutilisant les parametres par défaut, a
I'exception des paramétres qui ont été optimisda thgon suivante : Product size = 70-150bp ;
Tm= 57°C-63°C ; Organisme Bhaeodactylum tricornutunmies amorces déssalées ont été
commandées chez Eurogentec (http://www.eurogemi®}.c ou  Sigma-Aldrich
(http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custonigok.html). La liste des amorces est

présentée dans lesbleaux 1 et 2
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Séauence nudlsotidiaue 5'-3 G

eGFP

FuT46109

FuT46110

FuT54599

FuT46109NM

FuT46110NM

GnT |

B‘ 114-

galactosyltransférase

Hémagglutinine

Xylosyltransférase

5_eGFP_Kpnl
3_eGFP_Hindlll
5_46109_Sacl
3_46109V5_Sall
3_46109_Kpnl
5_46110_Sacl
3_46110_BamHI
3_46110V5_Nhel
3_46110_int
5_54599_Sacl
3_54599V5_Hindll
3_54599_Bglll
FuT54599 5F
FuT54599 3R
5_46109NMV5_Kpnl
5_46109_NM_Sadl

N5_46109NMV5_Kpnl

46109_LP1
46109_RP2
5'_46109NM_Kozak
3_46109NMpcDNA
Pt46109_SF1
5_46110_NM2_Sacl

5_46110NMV5_BamHI

5'_46110NM_Kozak
3_46110NMpcDNA
5_GnTI_Munl
3_GnTl_BamHI
3_GnTIV5_Hindlll
3_GalT_BamHI
5_GalT_EcoRI2
N5_HA_BGLII
3_HA_Hindlll
5_XylIT
3_XylT_cmyc
NR-Rev
NR-For
pJET1.2 forward
pJET1.2 reverse
7
BGH Reverse

GGTACCCCCGGAGGAGGAGGA
AAGCTTTTACTTGTACAGCTCG
GAGCTCATGCAGAGTTTGAAT
GTCGACTTACGTAGAATCGAG

GGTACCTGACGATACGTAAAAT
GAGCTCATGATTCGCATACCA
GGATCCCACGAAGGTTTCCAC

GCTAGCTTACGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGG

TCCAACGGCATGATC
GAGCTCATGTCACTTICGCAAG
AAGCTTACGTAGAATCGAGACCGAGGAGA
AGATCTCGGATCGAACTTCCA
ATGTCACTTCGCAAGCGTGGTG
CGGATCGAACTTCCACGAGG
ATTTTACGTATCGTCAGGTACCAATTCT
GAGCTCATGGTATCAATCCGC
AGAATTGGTACCTGACGATACGTAAAATAAC

TCCAATGCAACCGGTAGACT
ATCCAAGGACCACGACTTGT
GCCACCATGGTATCAATCCG

TGACGATACGTAAAATAACTCGAGTGG
GCACTGGAAGACTCAGAAC
GAGCTCATGCGCGTGTCTTTGC
GTGGAAACCTTCGTGGGATCCAATTC
GCCACCATGCGCGTGTCTTTIG
CACGAAGGTTTCCACAGGATTCCAAAAATC
CAATTGATGCGGTTGTGGAAACG
GGATCCTCTTITCGGTGACGGAA
AAGCTTACGTAGAATCGAGACC
GGATCCGCTCGGTGTCCCGAT
GAATTCATGAGGCTTCGGGAG
ATCGTATGGGTACATAGATCTGCTCGGTGTCCCGATG
AAGGTTCTAGGCGTAATCTGGAA
ATGGCGTTTTTGCCGAATC
AGAGATCTTCTTCAGAAATTAATTTTTGTTC
AACAGTGATCCTCATCG
AGCAACCATTCTCATTC
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
TAATACGACTCACTATAGGG
TAGAAGGCACAGTCGAGG

60
61
58
59
65
69
79
58
65
72
65
56
56
65
66
66
65
64
61
62
55
73
73
69
70
72
72
61
75
67
80
64
67
64
50
48
69
69
52
60

Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Séquencage
Clonage / criblage
Clonage / criblage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Clonage
Criblage
Criblage
Clonage / criblage
Clonage / criblage
Séquencage
Clonage
Clonage
Clonage / criblage
Clonage / criblage
Clonage / criblage
Clonage
Clonage / criblage
Clonage
Clonage / criblage
Clonage
Clonage / criblage
criblage
criblage

Séquencage / criblage
Séquencage / criblage

Séquencage
Séquencage
Séquencage
Séquencage

Tableau 1 : Liste des amorces utilisées pour effectuer les amplifications par PCR et les réactions
de séquencage




Phatr3_J47374
Phatr3_J19761
Phatr3_J38708
Phatr3_J47653
Phatr3_EG00182
Phatr3_154574
Phatr3_J12405
Phatr3_J44251
Phatr3_EG02507
Phatr3_EG01990
Phatrdraft1583
Phatr3_J48834
Phatr3_J49336
Phatr3_J35771
Phatr3_J33783
Phatr3_J48356
Phatr3_J45621
Phatr3_EG00085
Phatr3_J41599
Phatr3_J32459
Phatr3_J33840
Phatr3_J39760
Phatr3_J44524

Phatr3_J50304

GDP-Fuc
Transporteur
GDP-Fuc
Transporteur

Phatr3_J46110
Phatr3_J49563
Phatr3_J45073
Phatr3_J54599
Phatr3_J54844

Phatr3_J46109

Phatr47374_F1
Phatr47374_R1
Phatr19761_F1
Phatr19761_R1
Phatr38708_Forl
Phatr38708_Revl
Phatr47653_Forl
Phatr47653_Rev1
Phatr3_EG00182_Forl
Phatr3_EG00182_Revl
Phatr3_J54574_ Forl
Phatr3_J54574_Revl
Phatr3_J12405_Forl
Phatr3_J12405_Revl
Phatr3_J44251_Forl
Phatr3_J44251_Revl
Phatr3_EG02507_Forl
Phatr3_EG02507_Revl
Phatr3_EG01990_Forl
Phatr3_EG01990_Revl
Phatrdraft1583_Forl
Phatrdraft1 583_Rev1
Phatr3_J48834_ Forl
Phatr3_J48834 Revl
Phatr49336_Forl
Phatrd49336_Revl
Phatr35771_Forl
Phatr35771_Revl
Phatr33783_Forl
Phatr33783_Revl
Phatr48356_Forl
Phatr48356_Revl
Phatr45621_Forl
Phatr45621_Revl
Phatr3_EG00085_Forl
Phatr3_EG00085_Revl
Phatr41599 Forl
Phatr41599 Revl
Phatr32459_Forl
Phatr32459_Revl
Phatr33840_Forl
Phatr33840_Revl
Phatr39760_Forl
Phatr39760_Revl
Phatr44524 Forl
Phatr44524 Revl
Phatr50304_Forl
Phatr50304_Revl
GDPfucTptFOR1
GDPfucTptREV1
GDPfucTptFOR2
GDPfucTptREV2
Phatr3_J46110_FOR7
Phatr3_J46110_REV7
Phatr3_J49563_FOR3
Phatr3_J49563_REV3
Phatr45073_FOR1
Phatr45073_REV1
Pt54599FORI1
Pt54599REV1
Phatr3_154844 FOR4
Phatr3_J54844 REV4
Phatr46109_FOR3
Phatr46109_REV3

AGGGCGTGTAGAAACGACAG
CCCCGTTCGAATCAAGTAAACC
CCCGAATTCAACCGAAAGGC
ATGGCAGCCTTGAGAGAGC
TTTGTTTGGCTGGCAGGAGA
AGCTGTCCGTTCACAGTAGC
TTGGCGTCTTTGGGGGATTT
GCATTGACAACCCACGCAAT
GCTACGGAGAGCCTGATGTC
CTTTTGTGGCCCTTTCCACG
AGTACAGGGTTTCGGAAGCG
AGGGATTCTCTCCGTCCCAA
ATTGGGAGGTGTGCTGAGTG
TGCATCAGCGACTTGACTGT
GGCTCCGGATCCATTGATTTTG
ACCGAGTTGAAAAACGTTGGG
AATACGCCGGTGTGGACATT
ATCCGTAACGCTGCTCGAAT
TGCGATTCATAGTGGAGCCC
TGATCTTGGCGACCTGCATT
TCGAGGAGTTCAACACAGCC
AAGTGGTCGAGAGTGGCAAG
GTGGAATGACTCCGCTCCAA
AAAGACTCGAGGACTGCGTG
TGTTGAGCCAGCTGAAGGAG
GAGCGCTTGGTTTGATCGAC
TGTCGGGGGAGTGACTACTT
ACGGAACACATCAACCTCCC
TGGTCGGTTCTCCGAGGTAT
TTGCGACTGTACCAGCCAAT
CTGCGGAAACCAAAGTCGTG
CGGAGCCAAAGTCATGGTCT
CATGGAAGCGATTGGCGAAG
AGCCATGACAGCTTCACTCC
CCGAAAGTTCACTTGAGAGTGC
AAGCGTGTCGACCAACACAA
GAAAACGCTGCTTCGCTTCA
ATTGCCGTGACTTTTGTCGC
CCAACCATCCCCACCATTCA
GGGCTCCGCTGTAGCTAGT
AGAAGAGGTGCGAGAAAGCC
GCTCTCCAGCTCAGCAAGAA
AGTTAAGGCAGAAGCACCCC
GCAAGTCAAAGCGTCCTTGG
GATATGGGCCTGCTTGACGA
TTGCGGAGATTCCACTCGTT
TTCGGTAGCCTCGAGATGGA
GGCAGTTCGAGAGAGATCCG
CTICTGATGGGCGTTCTTGGT
CGCTTGTTGTTCGGTTTTTGC
GCAAAAACCGAACAACAAGCG
ACGAATTCCCAGGCACGTAG
ATGTCTGGCAGTACCGATGG
CAAACGCTTCGGACAGTACC
ATGGAATCTGCTCGCTCTCG
CAGAATCCGGAAAGGCAGGT
GGATGAAGTCAACATGGCCG
CGAACCACTTGCTTTTCGGG
GTGGTCATTTGCCGACCCTA
CGTGGACTACCGTAATCGGG
ATCTCCCGCACCTACCACTT
TTGGGCTTCCAGATCCACTG
ATCAGTAGCGCCGCAATACA
ATTCCTTCCTGCGGACTGTG

49,7
62
60
60
62
60
60
64
62
62
62
62
60

49,7

47,3
60
60
62
60
62
62
62
62
62
62
62
62
62
60
62
62
62
62

49,7
60
60
60
62
62
62
62
62
62
62
60
62
64
62

47,3

47,3
62
62
62
62
62
62
62
62
64
62
62
60
62

Gene de référence
Gene de référence
Gene de référence
Gene de référence
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq
Validation RNA-seq

: amorces validées avec 95%-100% d'efficacité
: amorces validées avec 92%-95% d'efficacité

Tableau 2 : Liste des amorces utilisées pour la validation des données de RNA-seq par gPCR
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3 Méthodes
3.1

Culture de P. fricornutum

Les cultures de diatomées sont entretenues pajuage de 25 mL de la culture mére
dans 200 mL de milieu frais, préalablement filtedlie des pores égale a 0,45 um) et autoclavé
pendant 20 minutes a 1 bar. La composition du mie fonction du morphotype cellulaire
cultivé est donnée dans [Eableaux 3 et 4 Les cultures sont ensuite placées dans une amoir
de culture, & 19°C, sous une irradiation de 50 stEin/n¥/s, avec une alternance jour/nuit de
16 heures/8 heures. Les différentes extractioniséés au cours de ces travaux ont été
effectuées a partir de cultures de cellules agéds jdurs, ce qui correspond au milieu de la
phase exponentielle de croissance dans notre sysiéenculture avec une densité d’environ
8x1C cellules/mL figure 39).

2,00E+07
1,80E+07
1,60E+07
1,40E+07
1,20E+07
1,00E+07

8,00E+06

Cellules/mlL

6,00E+06
4,00E+06

2,00E+06

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Jours

10 11 12

—e— fFusiforme Triradié —e—Ovale

Figure 39 : Cinétique de croissance des trois morphotypes de P. tricornutum

3.2 Culture des lignées cellulaires CHO

Les lignées cellulaires de CHO sont entretenuepamsant les cellules lorsqu’elles
atteignent une confluence de 80%, soit environ deisxpar semaine. Pour cela le milieu de
culture est enleve, puis les flasques sont rin@ex 10mL de DPBS 1X (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline ; Fisher ; E3468W). leflsles CHO étant des cellules adhérentes,
1mL de trypsine 0,05% (Gibco ; 11590626) est ensajibuté pour mettre en suspension les
cellules. Les flasques sont placées pendant 3 esrans I'incubateur thermostaté a 37°C, puis
sont ajoutés ensuite 5mL de milieu F-12 (Gibco) pl@menté avec 10% de sérum foetal bovin

(FBS, Gibco) afin d’inactiver la trypsine. La susp®n est ensuite centrifugée a 300g pendant

113



Culture standard Culture morphotype Culture cellules
Ovale transfectées

Sea salt
(Instant Ocean®) 33,39/L 3.39/L e
Na,O,;Si 0,08g/L 0,08g/L 0,08g/L
Milieu Conway TmlL TmlL TmL

Tableau 3 : Composition des milieux de culture de P. tricornutum

Conway pour

Conposés Conway cellules
standard >
transfectées
Na,EDTA 459 459
NCINOg 1 009 (]
NH,CI S 80,259
Solution H;BO, 33,6 33,6
principale NaH,PO, 269 269
MnCl, 0,36g 0,36¢g
FeCl, 1,289 1,289
Eau distillée 1L 1L
ZnCl, 0,021g 0,021g
CoCl, 0,02¢g 0,029
lution t
Solufien fraces ) Mo 0, 0,009g 0,009¢
de métaux
CuSO, 0,02¢g 0,029
Eau distillée TmL TmL
Vitamine B1 0,1g 0,1g
thiamine
Solution hydrochloride
vitaminique Vitamine B12 0,005¢g 0,005g
cyanocobalamine
Eau distillée 50mL 50mL

Tableau 4 : Composition du milieu Conway en fonction du type de cellule cultivé
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3 minutes, puis le culot cellulaire est repris ated. de milieu complémenté. 100uL de cette
suspension cellulaire sont ensuite déposés dansauneelle flasque contenant 12,5mL de

milieu F-12 complémenté.

3.3 Analyses bioinformatiques

3.3.1 Analyse des séquencages

Afin de vérifier d’éventuelles erreurs lors de [Iplification, les séquences
nucléotidiques obtenues a l'issue du séquencageiffi@entes constructions plasmidiques ont
été alignées avec la séquence théorique via legroge Clustal Omega du serveur EMBL-
EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) dilisant les paramétres par défaut, ainsi que
le logiciel Sequencher 5.0. La séquence nucléateaptenue a ensuite éte traduite en séquence
protéique, puis alignée avec la séquence protéltpaique a I'aide de ces deux programmes
en utilisant les paramétres par défaut. Le meildane obtenu, possédant le minimum de
différence avec la séquence théorique codée, aédsttionné pour chaque construction

plasmidique et utilisé pour réaliser les transtewi

3.3.2 Analyse des séguences nucléotidiques

La génération des cartes de restriction des insediss plasmides a été effectuée a l'aide
des logiciels Sequencher 5.0 (Gene codes) ou Skrredr 2.6.1 (Serial Basics). La traduction
en séquences protéiques ont été réalisées avegiteel Sequencher 5.0 (Gene codes) ou le

programme Expasy Translate tool situé sur le sife/fweb.expasy.org/translate/.

3.3.3 Analyse des séguences protéiques

Les prédictions de domaine transmembranaire ontréaéisées sur les serveurs
TMHMM v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) ™ pred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html et DAS
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/). Les prédicgomle domaines fonctionnels ont été
effectuées avec le programme Pfam (http://pfam.xdagh du serveur EMBL-EBI.

Les alignements de séquences protéigques ont digéstavec le programme Clustal

Omega du serveur EMBL-EBI, ou avec le programmeoftée (http://tcoffee.crg.cat).



3.4 Techniques de biologie moléculaire
3.4.1 Analyse des acides nucléiques
3.4.1.1 Analyse quantitative par spectrophotométrie

La quantification des acides nucléiques a étdsaxla I'aide d’'un Nanodrop 2000c
(Thermo scientific) qui permet de doser par spgttodbométrie la quantité d’acides nucléiques
présents dans I'échantillon en mesurant leur absada 260nm. Les composés phénoliques
absorbant & 230nm et les protéines a 280nm, le&dkgpureté de I'échantillon est évalué par
le calcul des rapports A260/A230 et A260/A280 destvaleurs doivent étre comprises entre
1,8 et 2,0 pour une qualité optimale. Les analgse€té réalisées a partir d'1pL d’échantillon

en utilisant un blanc réalisé avec le tampon degsdl ont été repris les acides nucléigues.

3.4.1.2 Analyse qualitative par électrophorese en gel d’agarose

La séparation des fragments d’ADN a été réalisgeélectrophorese en gel d’agarose.
Cette technique permet a la fois de séparer |ggnkeats d’acides nucléiques en fonction de
leur taille, mais aussi d'évaluer la pureté et lmlgeé des échantillons. La migration des
fragments est basée sur les charges négativeepqaé les acides nucléiques a pH=8,3 qui
sont attirés par I'anode de la cuve d’électrophm@gec une vitesse de migration dépendante
de leur taille et de la concentration en agarosgeailuAfin de séparer au mieux les fragments,
des concentrations en agarose de 1% (p/v) ontiés&es pour analyser les fragments de 0,2 a
5kb, et des concentrations de 2% pour les fragnpasspetits, inférieurs a 0,2kb.

Les gels ont été préparés en utilisant un tampmBorate-EDTA 1X (TBE ; 80mM
Tris Base, 89mM d’acide borique, 2mM EDTA, pH=8@) un tampon Tris-Acetate-EDTA
0,5X (TAE ; 20 mM de Tris-Acetate, 0,5mM EDTA, pH33 auquel a été ajouté de I'agarose
en poudre (Fisher) a la concentration souhaités gqire 3,6 L de Roti®-Safe (Carl Roth) pour
100mL de tampon, ou 5uL de SafeVigwyGentaur)pour 100mL de tampon. Ces deux agents
fluorescents vont s’intercaler entre les baseséagotle I'ADN, ce qui permettra lorsqu’ils
seront excités sous I'action d’un rayon ultravialetdétecter les fragments. Les migrations ont
éte réalisées dans des cuves a électrophoreseidMupMupid-ex (Advance) remplies du
tampon qui a servi pour préparer le gel. Du tangmoharge (composé de quelques gouttes de
bleu de bromophénol 0,01%, de 600uL de glycérol 80%e 400uL de TE 1X (10mM Tris-
HCI, pH=7,5; 1ImM EDTA)) a été ajouté aux échaati8 d’acides nucléigues avant dépét des
échantillons dans les puits du gel. Parallelen#grit,de marqueur de taille Smart Ladder 0,2kb-
10kb (Eurogentec), ou 1kb DNA Ladder RTU (GeneDjimaxt été chargés dans le gel afin de
pouvoir, apres la migration, estimer la taille fegments d’intérét par rapport aux marqueurs.
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La migration a été réalisée sous une tension coestie 100V et la visualisation des acides
nucléiques a été effectuée sous ultraviolet (302araide d’'un appareil Imager (Bio-capt,

Vilber Lourmat).

3.4.2 Clonage et expression des genes d'intérét
3.4.2.1 Extraction de I'’ADN génomique

Dans le but d’amplifier les genes de la FuT461tl0ecla FUuT46109 putatives, une
extraction d’ADN génomique a été réalisée a pdsita souche Pt1.8.6 &e tricornutumen
utilisant le kit « Nucleospin Plant 1l » (MacherBjggel). Pour cela, 225mL de microalgues
cultivées en erlenmeyer a une densité de®&alules/mL ont été récoltées par centrifugation
a 4 000g pendant 3 minutes. Le culot cellulairesaté repris dans 400uL de solution de lyse
puis I'échantillon a été déposé dans un tube «dyshatrix tube E » (MP Biomedicals)
contenant des billes en céramique de 1,4 mm, tles bn silice de 0,1mm et une bille en verre
de 4mm. Le tube a été placé dans un agitateur repsg2 (MP Biomedicals) et les cellules ont
éte broyées par 8 cycles de 1 minute a une vitessatation de 6,5 m/s. L’échantillon a ensuite
ete centrifugé a 1 200g pendant 15 minutes darmitiede culoter les billes et les débris
cellulaires. Le surnageant a été récupéré puisrdietion d’ADN génomique a été effectuée en
suivant les instructions du kit commercialisé packierey-Nagel. L'’ADN a finalement été élué
avec 100uL d’eau stérile.

Afin de cribler les colonies de. tricornutumtransformées avec un gene possédant une
étiquette V5, un premier criblage par amplificatP@R a été réalisé pour vérifier I'intégration
du géne avant de procéder a un criblage par weklerrCette PCR ne nécessitant pas un ADN
matrice d’'une grande pureté, un protocole d’eximactapide d’ADN deP. tricornutuma été
utilisé. Pour cela, la colonie a été grattée avecanse puis resuspendue dans un tube contenant
1,5mL d’H0 stérile et centrifugé pendant 2 minutes a 7 ODBg:ulot a été ensuite lavé avec
1mL d’eau stérile milli-Q pour enlever le sel paentrifugé une nouvelle fois durant 2 minutes
a 7 000g. Le culot a été repris avec 30uL d’earilestilli-Q puis incubé a 95°C pendant
10min. Les tubes ont été centrifugés pendant 2 tesna 7 000g et le surnageant contenant

’ADN a été prélevé et déposé dans un nouveaupuere.



3.4.2.2 Amplification par Polymérase Chain Reaction (PCR)

La PCR est une technique qui permet de synthéis@iamplifier de 'ADNin vitro.
Elle est basée sur l'utilisation d’une enzyme, IMpolymérase, qui permet la réplication
d’'une séquence d’ADN spécifique, déterminée paramagrces oligonucléotidiques qui vont
initier la synthése de la région sélectionnée. Ighiication se fait selon des cycles composés

de trois étapes :

- une étape de dénaturation qui permet de sépereielix brins d’ADN matrice,

- une étape d’hybridation au cours de laquelle dera va s’apparier a la séquence de 'ADN
matrice qui lui est complémentaire,

- et une derniére étape d’élongation pendant légueie ADN polymérase va synthétiser
’ADN complémentaire a partir de I'extrémité 3'OH dlamorce dans le sens 5’-P vers 3'-OH
du brin matrice.

L’ADN polymérase sélectionnée pour effectuer lesRP@arie en fonction de
I'utilisation qui est faite du fragment amplifieirsi, pour réaliser un criblage de transformants,
la polymérase GoTaq® G2 (Promega) a été utilisépe@dant, pour réaliser les clonages,
I'apparition de mutations au cours de la réactioi &tre limitée. Dans ce but, ont été utilisées
des ADN polymérases de haute-fidélité comme la iBh@High-Fidelity DNA Polymerase
(Finnzymes) pour le clonage dans pJetl.2 et lariSereHi-Fidelity (Thermo Scientific, AB-
0720) pour le clonage dans pcDNA3.1. Le mélangetiagranel de PCR préparé respectivement
pour chacune des polymérases et expériences apiéndians lesableaux 5A et 5B

A Tyl ADN matrice
2uL Amorce 1 5uUM 0,4uM
2uL Amorce 2 5UM 0,4uM
5uL Tampon HF 5x 1X
1L MgCl, 50mM 2mM
TuL dNTP mix 10mM (soit 2,5mM de chaque dNTP) 0,4mM
0,3UL  Phusion polymérase (2 U/pL) 0,024U/pL

12,7uL  Eau nucléase free

B Tl ADN matrice
4L Amorce 1 TOUM 0,8uUM
4uL Amorce 2 10UM 0,8uM
5uL Tampon 10X High fidelity PCR 1X
0,5uL dNTP mix 25mM (soit 6,25mM de chaque dNTP) 0,25mM
0,3UL  Extensor Hi-Fidelity (2 U/pL) 0,012U/pL

35,2uL  Eau nucléase free

Tableau 5A : Composition des mélanges réactionnels de PCR.
A : mélange réactionnel pour la polymérase Phusion
B : mélange réactionnel pour la polymérase Extensor Hi-Fidelity
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Tul/2pL

2L

2L

5uL

0,250

0,12uL
14,63uL/13,63uL

o e | Conc iole

ADN matrice /ou Culture cellulaire

Amorce 1 5UM
Amorce 2 5uM

5X Green GoTaq® Reaction Buffer

dNTP mix 25mM (soit 6,25mM de chaque dNTP)

GoTaq® G2 DNA Polymerase (5 U/L)

Eau nucléase free

0,4uM
0,4uM

1X
0,25mM
0,024U/pL

Tableau 5B : Composition du mélange réactionnel de PCR pour la polymérase

GoTaq®G2.

Ce mélange a été déposé dans des microtubesnde, @@is homogénéisé avant d’étre

placé dans un thermocycleur Labcycler (Sensoquest)lastercycler personal (Eppendorf).

Les conditions de PCR utilisées sont réesuméeslddableau 6 Les témoins négatifs ont été

réalisés en remplacant le volume d’ADN matriceyrarvolume équivalent d’eau stérile.

Dénaturation
initiale

Dénaturation
Hybridation
Extension

Extension finale

95 /98 /94

95 /98 /94
X
72/72/ 68
72/72/ 68

2 min / 3 min / 2min

1 min / 30 sec / 30 sec

1 min / 20 sec / 30 sec

3 min / 1min 40 / 2min
5 min / 4 min / 7min

35

Tableau é : Conditions de PCR en fonction de la polymérase utilisée.
GoTaq®G2 ; Phusion High-Fidelity ; Extensor Hi-Fidelity

3.4.2.3 Purification du produit PCR
La purification des produits PCR a été réaliséectément en solution ou aprés

électrophorése a partir d’'un gel d’agarose ersatili les kits «Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System » (Promega, A9282) ou «JETSORB Gel BExtrakit » (Genomed, 110600). Dans
les deux cas, l'utilisation de ces kits a été affée en suivant les instructions des fabricants

respectifs.



3.4.2.4 Ligation et transformation bactérienne

La ligation du produit PCR dans le vecteur pcDNAB5-His-TOPO® et sa
transformation dans des cellules thermocompétentase shot top 10 chemically competent
E. coli» ont été réalisées avec le kit « pcDNA3.1/V5-H@PO TA expression Kit »
(Invitrogen, K800-01) en suivant le protocole durftisseur. Le mélange de ligation utilisé
pour chaque construction genétique contient 4pprdduit PCR pour 1uL (10ng) de vecteur
comme préconisé dans la fiche technique du fowgarss

Concernant la ligation du produit PCR dans leecpJET1.2/blunt, elle a été realisée
avec le kit « CloneJET PCR Cloning Kit» (Thermoedtific, K1231). Le mélange de ligation
réalisé est présenté danstdbleau 7. Le mélange a ensuite été incubé pendant 1 heure a
température ambiante. La transformation de la coctsdbn a été réalisée dans des cellules
d’E. coli thermocompétentes Top 10 one shot (Thermofish&573117) ou Library efficiency
DH5a0. (Thermofisher ; 10666493) en suivant le protochldournisseur.

10uL Produit PCR purifié

0,5uL pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng /L)
0,5uL T4 DNA Ligase (5 U/pL)

1,5uL Tampon réactionnel 10X

2.5 Eau nucléase free

Tableau 7 : Mélange de ligation réalisé pour le clonage dans le vecteur pJET1.2/blunt

La ligation de fragments d’ADN dans le vecteur pRR est réalisée grace a
'hybridation d’extrémités cohésives. Ces derniémnt générées par des digestions
enzymatiques en utilisant les enzymes de restnic(ithermo Scientific) listées dans le

tableau 9en fonction du fragment excisé considéré, et dsmsonditions présentées dans le

tableau 8

2L ADN plasmidique

0,4uL Enzyme de restriction 1 (Thermo Scientific)

0,4uL Enzyme de restriction 2 (Thermo Scientific)

THL ou 2l (1X ou 2X) Tampon Tango 10X (Thermo Scientific)

QSP 10pL Eau nucléase free

Tableau 8 : Mélange réactionnel utilisé pour la digestion des fragments d’ADN par
les enzymes de restriction.
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FuT54599-V5 Sacl / Hindlll Tango 1X
FuT54599 pour GFP Sacl / Bglll Tango 2X
FuT46109NM-V5 Sacl / Sall Tango 2X
FuT46109NM pour GFP Sacl / Hindlll Tango 1X
FuT46109OM pour GFP Sacl / Kpnl Tango 1X
FuT46110NM-V5 Sacl / Kpnl Tango 1X
FuT46110NM pour GFP Sacl / BamHI Tango 1X
FuT461100M pour GFP Sacl / BamHI Tango 1X
GnTI-V5 Munl / Hindlll Tango 1X
GnTl pour GFP Munl / BamHI Tango 1X
GalT-HA EcoRl / Hindlll Tango 1X
GalT pour GFP EcoRl / BamHI Tango 2X
eGFP BamHI / Hindlll Tango 1X
eGFP Kpnl / Hindlll Tango 1X
pPhaNR Sacl / Hindlll Tango 1X
pPha-NR EcoRl / Hindlll Tango 1X
pPha-NR Sacl / Sall Tango 2X
pPha-NR Sacl / Hindlll Tango 1X
pPha-NR Sacl / Xbal Tango 1X
pPha-NR EcoRI / Hindlll Tango 1X
Tableau 9 : Couples d’enzymes de restrictions utilisées pour extraire le fragment
d’ADN considéré.

Ainsi dans un premier temps, les fragments d’iriténé été amplifiés par PCR avec des
amorces permettant I'insertion de sites de regirnaux extrémités du fragment. Le choix des
sites de restriction s’est basé sur leur dispdtéhilans la cassette de clonage du vecteur, ainsi
gue sur leur absence dans la séquence de l'ims®ideré. Les fragments ont ensuite été clonés
dans le vecteur pJET1.2/blunt. Ce clonage préafadrimet de faciliter ensuite la digestion par
les enzymes de restriction qui sont des endonwedéddn schéma présentant la stratégie

employée est présenté sufitpure 40.



Amorce

Site de restriction1 /

Sequence d’intérét

PCR Site de restriction 2

Blunt ends
Ligation l pJET
Séquencage i O

Sequence d’intérét m

Site de restriction 3
\ Ligation /

Restriction
Restriction

pPha-NR

Figure 40 : Schéma représentant la stratégie de clonage dans le vecteur pPha-NR

Les digestions ont été réalisées pendant 4h a 3L&0igation des fragments digérés
dans le vecteur pPhaNR a été réalisée en incubbetre a température ambiante un milieu
réactionnel composé de 10uL de fragments digérgsirdtés de l'insert et du vecteur avec
0,5uL de ligase T4 (5U/uL ; Thermo Scientific ; BU@) et 1pL de tampon 10X (Thermo
Scientific; B69). Le produit de ligation a ensuitgé transfecté dans des cellules
thermocompétentesid: coliTop 10.

Apres transformation, les bactéries ont été &adée une boite de Pétri contenant du
milieu LB gélosé (Sigma) auquel ont été ajoutésgdil d’ampicilline (Duchefa). La boite a

été incubée a 37°C pendant une nuit.

3.4.2.5 Extraction d'ADN plasmidique
Plusieurs colonies isolées obtenues suite a lasfoEmation bactérienne ont été
sélectionnées, puis repiquées dans 5mL de miliedidqudde (Sigma) contenant 50ug/mL

d’ampicilline (Duchefa) et placées a 37°C sous aligih a 180rpm. L’extraction et la
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purification d’ADN plasmidique a été réalisée atpate 3mL de préculture avec le kit « Pure
Yield™ Plasmid Midiprep System » (Promega, A1222x@ec le protocole « maison » décrit
ci-apres. Ces deux protocoles de purification repbsous deux sur la méthode de la lyse
alcaline des cellules, seule la méthode de putificavarie. Ainsi, le kit propose une
purification de '’ADN sur colonne de silice alorsigyle protocole « maison » utilise une
précipitation alcoolique.

Afin de réaliser le protocole « maison », troisusioins ont été préparées comme
présenté dans tableau 10 Chaque culture a été répartie dans deux tubgddd. centrifugés
ensuite pendant 1min a 16 100g pour culoter ldglesl Le culot a ensuite été resuspendu avec
200uL de P1, puis incubé durant 1min a températoreiante. 200uL de P2 ont ensuite été
ajoutés, puis les tubes ont été homogénéisés tmrmements et incubés pendant 5min a
température ambiante. Suite a cela, 200uL de BBaue 25uL de chloroforme ont été ajoutés,
puis le mélange a été homogéneéisé par retourneraemsubé pendant 5min sur de la glace.
Les tubes ont été centrifugés a 16 100g pendannl®#fC. Le surnageant a ensuite été déposé
dans un nouveau tube avec 400uL d’isopropanoltless ont été mélangés, puis centrifugés
a 16 100g pendant 20min a 4°C. Le surnageant ge&téet le culot a été lavé avec 1mL
d’éthanol 70%. Les tubes ont été une nouvellederdrifugés a 16 100g pendant 5min a 4°C
puis le surnageant a été jeté et les culots séthésvide. Les plasmides ainsi purifiés ont été
resuspendus avec 50uL d'eau « nuclease-free ».

Tris HCI (pH=8.0) 50mM
EDTA 10mM
RNAse A 100ug/mL
NaOH 200mM
SDS 1% (w/v)
KAc (pH=5,5) 3M

Tableau 10 : Composition des solutions utilisées dans le protocole d’extraction
plasmidique « maison »

Lorsque des grandes quantités de plasmides pusiés nécessaires, 200uL de
préculture bactérienne ont été inoculés dans 100eninilieu LB liquide contenant 50pug/mL
d’ampicilline et placées a 37°C sous agitation @rfi81. L'extraction et la purification d’ADN
plasmidique ont été réalisées sur I'ensemble deltare avec le kit NucleoBond® Xtra Midi
Plus (Macherey-Nagel, 740412). Ce kit utilise alssnéthode de la lyse alcaline des cellules
associée a une technique de purification parftiitina puis par chromatographie sur colonne de

silice. Les plasmides ainsi purifiés ont été resasjpis avec 400uL d’eau « nuclease-free ».



3.4.2.6 Contréle des clones selectionnés
3.4.2.6.1 Sélection des clones positifs par digestion enzymatique

Une digestion enzymatique a été réalisée surXeaies d’ADN plasmidique afin de
sélectionner les clones positifs contenant le g@imgérét. Cette étape est d’autant plus
importante pour le clonage dans pcDNA3.1 qui npestorienté. En effet, le fragment d’intérét
pouvant s’insérer dans le vecteur dans les deiss Eedigestion permet de vérifier I'orientation
correcte de l'insert. Pour cela, les constructi@asisées pcDNA3.1 + FuT46109 et pcDNAS.1
+ FuT46110 ont été digéerées avec I'enzyme de céstiHindlll, alors que la construction
pcDNA3.1 + FuT54599 a éteé digérée akgrnl. La composition du mélange réactionnel utilisé
pour ces digestions est indiquée dartalideau 11 En ce qui concerne les digestions contréles
des constructions avec les vecteurs pJET et pPhdedRligestions ont été réalisées comme
présenté dans lembleaux 8 et 9.Une fois le mélange réalisé, les échantillons det é
délicatement homogénéisés puis incubés a 37°C peAdaeures. Le résultat des digestions
enzymatiques a ensuite été visualisé par migr&liectrophorétique en gel d’agarose selon les

conditions décrites précédemment.

2uL ADN plasmidique

2uL Tampon 10x E ou J (Promega)

0,2uL BSA acétylée (10ug /L)

0,5uL Enzyme de restriction Hindlll ou Kpnl (10U/L)

15,3uL  Eau nucléase free

Tableau 11 : Composition du mélange de restriction utilisé pour le criblage des
vecteurs pcDNA3.1

3.4.2.6.2 Séquencage

Dans le but de Vvérifier I'absence de mutationsdas inserts clonés dans les plasmides
recombinants, ainsi que la spécificité des prodiiamplification PCR (expériences de qRT-
PCR), les échantillons d’ADN ont été séquenceés.r Rela, nous avons fait appel a un
prestataire de service, GATC Biotech. Les échantll (ADN plasmidique ou produit
d’'amplification PCR) ont ainsi été préparés et &égo selon les recommandations du

prestataire, puis le séquencage des échantillesdd’s nucléiques a été réalisé selon la
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méthode de Sanger par la societé GATC  Biotech dipvw.gatc-
biotech.com/fr/index.html). Pour cela, des amorftasquant la séquence d’intérét ont été
utilisées, ainsi qu’éventuellement une (ou des)raa(s) interne(s) pour les séquences les plus

longues.

3.4.2.7 Linéarisation du vecteur recombinant

Afin d’optimiser l'intégration des vecteurs recoimdnts dans le génome de la cellule
de mammifére, une linéarisation préalable des ptiesra été réalisée. Pour cela, les différents
plasmides purifiés ont été digérés par une enzyenestriction possédant un site de coupure
unique dans le plasmideindlll (Promega) pour les constructions pcDNA3.1 H&6109 et
pcDNA3.1 + FuT46110, opnl (Promega) pour la construction pcDNA3.1 + FuT3l5tans
les conditions présentées danddbleau 12 Le mélange réactionnel a été incubé a 37°C
pendant 4 heures. La linéarisation des vecteuté aégifiee par migration d’'une aliquote du
produit de digestion en gel d’agarose. La purifaratdes vecteurs linéarisés a ensuite été
réalisée avec le kit « Wizard SV Gel and PCR Clearsystem » (Promega, A9282) en suivant

les consignes du fournisseur.

pcDNA3.1+46109NM-V5 30ug 20yl tampon K 10pL Scall QSP 200uL
pcDNA3.1+46110NM-V5 30Mg 20pL tampon D T10uL Bgl Il QSP 200uL
pcDNA3.1+54599-V5 30ug 20pL tampon D T10uL Bgl Il QSP 200uL

Tableau 12 : Composition du mélange de restriction utilisé pour la linéarisation des
vecteurs pcDNAS3.1




3.4.2.8 Transfection des cellules P.11.8.6

La transfection stable des différents vecteursapgRR recombinants dans les cellules
de la souche P.t1.8.6 & tricornutuma été réalisée par biolistique avec un PDS-1000VHe
(Bio-Rad) utilisant I'hnélium comme gaz vecteur. i@emiere étape de ce procédé consiste a
enrober des billes de tungsténe avec le vecteomiginant a transfecter. Pour cela, 50uL de
suspension de billes M10 de 0,7um (Bio-Rad) ontréiangées avec 5ug d’ADN plasmidique,
50pL de CaCGl2,5M et 20uL de spermidine 0,1M (Acros Organit82740010). Le mélange
a été homogénéisé au vortex puis incubé pendamiriites a température ambiante. Le culot
de billes sédimentées a été repris ensuite avael28@thanol 100% puis mélangé au vortex
30sec et incubé durant 10min a température ambibateulot de billes a ensuite été repris
avec 50uL d’éthanol 100%. Les particules ainsi @régs ont été utilisées dans I’heure pour la
transfection afin d’éviter toute détérioration tentobage.

Au préalable de la transfection, 24 heures a Hiaeant été étalées I'équivalent de 1%10
cellules de P.t1.8.6 par boite de milieu géloséisTiboites ont été préparées par construction
afin de pouvoir réaliser trois bombardements. Rahaque boite, 10uL de suspension de
particules enrobées ont été utilisés. Apres bonamaedt, les boites de Pétri ont été placees a
19-20°C pendant 24h, soit sous lumiere continueedintensité de 80pumol/m?/s, soit avec une
photopériode 16h-8h a une intensité de 50umol/m#s. étalements ont ensuite été repris
chacun avec 1mL de milieu de culture puis répattigrois nouvelles boites de Pétri contenant
du milieu gélosé avec de la zéocine a 75pg/mL fflogen ; R25001), ainsi que du hHau
lieu du NG comme source d’'azote pour ne pas induire le preanatitrate réductase. Les
boites de Pétri ont été placées en chambre dereyitaqu’a I'apparition de colonies, soit
environ 3 semaines. Ces dernieres ont ensuiteeptquees sur du milieu contenant de la
zéocine et du NH pour la conservation, et en parallele sur du miientenant de la zéocine
et du NQ" pour pouvoir exprimer la protéine recombinanteriiler les clones positifs par des
approches de microscopie confocale ou de westetnds fonction de I'étiquette portée

(protéine fluorescente ou étiquette peptidique).
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3.4.3 Analyse différentielle du transcriptome des trois morphotypes de P. tricornutum
par RNA sequencing (RNA-Seq)

3.4.3.1 Extraction des ARN totaux

Afin de procéder a I'étude comparative des tro@photypes de>. tricornutum par
analyse transcriptomique a haut débit, quatreagfslibiologiques ont été réalisés pour chacun
des trois morphotypes : fusiforme, ovale et triéadtour réaliser I'extraction des ARN totaux
a partir de chaque culture, 100mL de suspensidunl@ee ont été prélevées en milieu de phase
exponentielle (8 jours) a une densité d’envirord8ckllules/mL, puis centrifugées a 10 000g
pendant 3min a 19°C, de sorte a récolter les miguea le plus vite possible dans le but de
limiter 'expression de genes liés au stress deefdrifugation. Les culots cellulaires ont été
immédiatement repris dans 1mL de Trizol (Life Teabgies) puis déposés dans des tubes de
«lysing matrix E » (MP Biomedicals, référence n214050) et congelés dans de l'azote
liquide. Les échantillons ainsi préparés ont étégseovés a -80°C en attendant de procéder a
I'extraction.

Pour lyser les cellules, les échantillons ont gaskté places dans I'appareil FastPrep-
24 (MP Biomedicals) afin de subir 4 cycles de 3@s6km/s. Entre chaque cycle, les tubes ont
été conserves dans de la glace pour limiter lesw#gments. Les tubes ont ensuite été incubés
a température ambiante pendant 5min, puis cenésfpgndant 5min a 14 000g afin de culoter
les billes et les débris. Les surnageants ont enétgé déposes dans des nouveaux microtubes
de 2mL « RNAse-free ». 200uL de chloroforme ont @tautés dans chaque tube, puis les
échantillons ont été mélangés par retournements.tllges ont été incubés a température
ambiante pendant 3min, puis centrifugés a 12 0@dgiant 15min a 4°C. Les phases aqueuses
supérieures ont été ensuite déposées dans un midubea« RNAse-free » contenant le méme
volume d'éthanol 70% (400uL). Les tubes ont étédg@méises puis I'échantillon a été déposé
sur une colonne NucleoSpin RNA du kit NucleoSpin®/RII (Macherey-Nagel ; 740955.50).
La purification des ARN a ensuite été réaliséerséoprotocole du kit, puis les ARN totaux

ont été élués avec 60pL d’eau « RNAse-free ».

3.4.3.2 Analyse qualitative par Bioanalyseur

La qualité des échantillons d’ARN destinés a llgsa transcriptomique a été évaluée a
'aide d’'un instrument Bioanalyzer 2100 (Agilentchmologies). Ce systeme microfluidique
permet de réaliser une électrophorése en gel argramn fin capillaire, ce qui permet a l'aide

d’'une sonde fluorescente d’analyser de trés faipliesitités d’échantillon. Cet outil permet de



générer un électrophérogramme et ainsi de visudlitat de dégradation des ARN. L'analyse
de nos échantillons a été réalisée avec le kit BR@0O Pico (Agilent Technologies) selon le

protocole du fournisseur.

3.4.3.3 Construction de la librairie d’ADNc

La librairie a été préparée selon le protocole itlUTkuSeq Stranded mRNA Sample”
(Mlumina ; RS-122-2101) dont les différentes égpent résumeées dans le schéma figuae
41. Le principe général est présenté si apres avedélails sur les étapes sujettes a variation.
Le protocole complet est joint en annexe 2 de ceuseit.

Prepare for Pooling

Ligate Adapters

0.1-4 pg Total RNA AMPure XF Beacs
CTL [Optienal)
EiOH
ue
RNA Adagpters or RAP
RSE

STL
Purify and Fragment

mRNA o
FCR

BEE, BWB, ELB, EPF, RPB
Water

ABP d

PCR Amplificaticn

AMPure XP Baade

. EtOH
First Strand : i
cDNA Synthesis PPC
RS2

F5A
SuparScript || 5P

CDP
|
]

Validate Library

Second Strand
cDNA Synthesis
AMPure %P Bead
:TIE‘ \_Uptic::l}’ Normalize and Pool
ExOH Libraries
R5B
SMM
Tris-Cl 10 mM wiTween 20
ALP
DCT
POP (indaxing only}

Adenylate 3' Ends

ATL
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kS8

Figure 41 : Schéma présentant le processus de préparation des échantillons pour
la constitution d’une librairie RNA-seq (TruSeq Stranded mRNA kit ;
lllumina)
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3.4.3.3.1 Purification et fragmentation des ARNm

Les extraits d’ARN totaux ont été dilués dansetl'« RNAse-free » de fagon a obtenir
des échantillons de 50uL contenant chacun 4ug d'ARN ARN messagers ont ensuite été
purifiés et fragmentés en suivant le protocole gmés danga figure 42. La premiere de ces
étapes consiste a ajouter des billes magnétiquebéss d’oligo dT afin de capturer les ARNm
par leur queue polyA. Les échantillons ont enséiteplacés dans un thermocycleur afin de
dénaturer les ARN et de faciliter la liaison desMBolyA aux billes (incubation a 65°C
pendant 5min). Les billes ayant capturé les ARNmhé&té lavées deux fois avec la solution
BWB (Bead Washing Buffer) a l'aide d'un portoir nmagique afin d'éliminer les ARN
ribosomaux ainsi que les autres ARN non messagjes. ARNm purifiés ont été ensuite
mélangés avec la solution FPF (Fragment, PrimashriNix) afin de les fragmenter (par
incubation a 94°C pendant 8min) et d’ajouter desraes « random hexamers » qui serviront

lors de I'étape de « reverse- transcription »sylNra.

Dilute Total RNA Elute mRNA from Beads

Add BBB to mRNA

Add RPB and Mix and Beads and Mix

Heat Incubate
RNA and RPB Mixture to Rebind Beads
Incubate 1X Wash with
RNA and RPB Mixture BWB
Add FPF

Discard Supernatant

Heat to Elute, Fragment

1X Wash with .
BWB and Prime
Transfer for
Resuspend with ELB 1st Strand cDNA Synthesis

Figure 42 : Schéma présentant le protocole de purification et de fragmentation des
ARNmM




3.4.3.3.2 Synthese du premier brin d'ADN complémentaire

La synthése du premier brin d’ADNCc a été réaliseéajputant a 17uL d’échantillon
d’ARNm fragmenté résultant de I'étape précédente @un mélange réalisé avec un ratio de
1 volume de SuperScript Il Reverse Transcriptasat(bgen) pour 9 volumes de "First Strand
Synthesis Act D Mix". Les échantillons ont enséité& déposés dans le thermocycleur et incubés

selon le programme décrit dans le protocole dunigseur.

3.4.3.3.3 Synthese du second brin d'’ADN complémentaire

Cette étape va permettre de générer un ADNc ddariieen éliminant le brin d’ARN
matrice. Ce dernier sera remplacé par un brin d'aQd aura incorporé de 'UMP a la place
de TMP. Ce procédé permettra de réaliser un séggenyin spécifique et ainsi de savoir a
partir de quel brin d'ADN provient 'ARN transcrit.

3.4.3.3.4 Adénylation des extrémités 3'

Suite a la synthese du second brin d’ADNc, lesnfragts sont pourvus d’extrémités
franches. Une étape d’adénylation a I'extrémitélés fragments va permettre non seulement
I'hybridation subséquente des adaptateurs via éstnémité complémentaire T dépassante,
mais également d’éviter que les fragments se &atre eux lors de la réaction de ligation des

adaptateurs.

3.4.3.3.5 Ligation des adaptateurs

L'ajout d'adaptateurs va permettre aux fragmedtd®Nt de s'hybrider sur la flowcell
afin de créer des clusters lors du séquencageightion des adaptateurs est obtenue par
hybridation A/T comme présenté précédemment. Laptateurs sont munis d'index, composés
d’'une courte séquence nucléotidique, qui vont perenke multiplexage des échantillons. Les
index utilisés pour chaque échantillon, ainsi gaeplan de charge sur la flowcell sont

représentés danstigbleau 13

F1 Ol T1 02 T2 F2

o3 T3 F3 F4 O4 T4

Tableau 13 : Plan de charge des échantillons indexés sur la flowcell
F = Fusiforme ; O = Ovale ; T = Triradie ; n = numéro de réplicat biologique
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3.4.3.3.6 Enrichissement par PCR

Cette PCR permet d’augmenter la quantité d’ADN delibrairie en amplifiant
sélectivement les fragments d’ADNc possédant deptatburs fixés a chacune de leurs
extrémités via des amorces complémentaires dejleesée nucléotidigue des adaptateurs. Le
nombre de cycles PCR doit étre limité a cette étdiped’éviter de biaiser la représentation des
fragments dans la librairie. Les conditions de P@iisées ont été réalisées selon les

préconisations du fournisseur (15 cycles).

3.4.3.3.7 Validation de la librairie

3.4.3.3.7.1 Conftréle qualité par Bioanalyser 2200 TapeStation
L’analyse des échantillons par TapeStation 2200il€Ag Technologies) permet de

s'assurer que la librairie est composée d'une smalation de fragments aux alentours de
250-260pb. De plus, elle permet de donner un apsureatitatif. L’analyse des échantillons a

été réalisée selon le protocole du fournisseur.

3.4.3.3.7.2 Quantification par gPCR
Cette étape permet de réaliser un dosage plusplésiibrairies afin de déposer chaque

échantillon de fagon équimolaire sur la flowcediclsant qu’une librairie doit avoir au moins
une concentration de 10nM pour pouvoir étre ultégment séquencée efficacement. Les
mesures ont été réalisées sur deux réplicats diué4/10 008" (une premiére dilution au
1/106™Me[1uL échantillon + 99uL kO] qui est diluée a son tour au 1/$0F10p L échantillon
+990uL HOY)), puis sur deux réplicats dilués au 1/20 000&diiation au 1/200M¢a partir de

la dilution au 1/108" [5uL échantillon + 995uL ¥D]). La PCR quantitative en temps réel a
été réalisée avec le kit « KAPA SYBR® FAST qPCRKaga Biosystems ; KK4601) selon le
mode opératoire utilisé a la plate-forme génomided’IRIB. Les différents échantillons, le
blanc sans ADN matrice, et les six standards ohbtaétlysés en duplicats. Pour cela, un
mélange réactionnel a été préparé avec I'équival@npuits de 10uL de KAPA SYBR FAST
gPCR, 2uL de Premix Primer lllumina, 0,4uL de RaefdRence Dye High, et 3,6uL d’eau
« nuclease-free ». Les amorces utilisées, corrgsmraux séquences des adaptateurs, sont

présentées danstigbleau 14

Primer P1 AATGATACGGCGACCACCGA

Primer P2 CAAGCAGAAGACGGCATACGA

Tableau 14 : Amorces utilisées pour quantifier la librairie par gPCR




Un volume de 16uL de mélange réactionnel a enstétdéposé dans chaque puits avec
4uL d’échantillon ou de standard. La plaque a e¢a%tté scellée avec un « Optical Adhesive
Film », puis centrifugée pendant 1min a 12 000rpendosage de la plaque a été effectué avec
un appareil 7300 Fast Real-Time PCR System (AppBembystems) programmé comme
présenté dans tableau 15

Dénaturation initiale 95 5 min 1
Dénaturation 95 30 sec
Hybridation /Extension 60 45 sec =2
95 15 sec
Dissociation 60 30 sec 1
95 15 sec

Tableau 15 : Programme du thermocycleur utilisé pour quantifier la librairie par
gPCR

Afin d’estimer la quantité d’ADNc présente danslibgairies, la concentration a dans

un premier temps été calculée en nM avec la forswikante :

quantité de produit en pM lere + 2éme mesure
2

X (452/300) x 10 000 = 1000

Avec

* 452/300 correspondant a un ajustement lié a la différence de taille entre les ADN Standards
par rapport a la taille des ADN dosés.

e X10 000 car dilution au 1/10 000%™

e +1000 pour passer de pM en nM

La concentration en ng/uL a ensuite pu étre catcsidon la formule :

(300 x 660) x concentration en nM
1000 000

Avec

e la valeur 300x660 correspondant au nombre de nucléotides des fragments multiplié par la
masse molaire d’une paire de nucléotide (2x330g/mol).

e 1000000 pour passer du L au pL
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3.4.3.3.7.3 Séquencage haut-débit des librairies
Les librairies indexées ont été normalisées eterablées deux par deux selon le

tableau 13 présenté précédemment. Les échantillons ainsiséépsur la flowcell ont été
séquencés en pair-end de 75pb avec un séquenkeuind GAlIx selon le protocole du
fournisseur. Les fichiers de sortie bruts ont éiéds avec le logiciel « lllumina Real Time
Analysis » (RTA 1.9). Le démultiplexage a été akn utilisant CASAVA 1.8.2 (lllumina).

3.4.3.3.7.4 Analyse différentielle des séquences
Afin de comparer entre elles les données d’exasdes trois morphotypes de

P. tricornutum un « pipeline » bioinformatique a été élaboré wmnprésenté sur fagure 43.
Ainsi, les différentes séquences générées ontltabord été alignées sur le génome séquence
(Bowler et al., 2008) et annoté de P. tricornutum
(http://protists.ensembl.org/Phaeodactylum_tricawmuinfo/Index) en utilisant le
programmeTopHat2 (Kim et al., 2013 ; https://cab.gdu/software/tophat/index.shtml), puis
les séquences ainsi placées ont été comptées etiofode leur position sur le génome avec
HTSeq-count (Anders et al., 2015; http://mww-
huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.htmds tomptages bruts ont ensuite été
normalisés, puis comparés, avec le programme DESlqde et al., 2014;

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/hiEbeq2.html).

[» Fastq Fastq 3 morphotypes
< X 4 replicats
I j (D)) (pe) I pli

lllumina GA2x

* Comptage des séquences alignées

* Normalisation des comptages

N

e . Liste des

Analyse différentielle acne= DE
J

Analyse fonctionnelle

Figure 43 : Schéma du « pipeline » bioinformatique utilisé pour réaliser I'analyse
fonctionnelle du transcriptome des trois morphotypes de P. tricornutum

¥




3.4.3.3.7.5 Analyse fonctionnelle
Dans le but de réaliser I'analyse fonctionnelle deses différentiellement exprimeés

entre les trois morphotypes, un enrichissementtimmael a été réalisé. Pour cela, la séquence
protéigue de chaque géne différentiellement exparété récupérée via 'outil BioMart du site

EnsemblProtists (http://protists.ensembl.org/indewl). Les séquences ont ensuite été traitées
avec le logiciel Blast2GO (BioBam Bioinformatics) atilisant les paramétres standards. Ce
logiciel permet d’attribuer des gene ontology (&DX protéines en comparant leur séquence

a celles de différentes bases de données.

3.4.3.4 Validation des données de RNA-Seq par PCR quantitative
3.4.3.4.1 Reverse Transcription gPCR (RT-gPCR)

Les données d’expression générées par I'approsite &q ont été validées en utilisant
une approche différente de type RT-gPCR. Dans teube sélection de genes a été analysée
par qPCR afin de vérifier les niveaux d’expressibtenus en RNA-Seq. Pour cela, les mémes
extraits d’ARN que ceux ayant servi pour prépaes bhanques d’ADNc pour I'analyse en
RNA-Seq ont été rétro-transcrits en ADNc en utilisée kit « Highcap cDNA reverse
transcription » (Applied Biosystems ; 4368814). riéaction de reverse transcription a été
réalisée a partir de 1 pg d’ARNSs totaux. Les édlans d’ARN ont été dilués avec de I'eau
« nuclease-free» pour atteindre un volume finall@pL. Ces préparations ont ensuite été
mélangées chacune avec 10uL de master mix prépem@e présenté danstibleau 16 puis
les mélanges réactionnels ont été placés danseamalaycleur (Veriti, Applied Biosystems)

programmé comme indiqué dangdbleau 17,

10x RT buffer 2uL 2uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8uL 0,8uL
10X RT Random Primers 2uL 2uL
gAgIBS/ill'll-beTM Reverse Transcriptase, 1L ouL
RNase Inhibitor THL TuL
Nuclease-free H20 3,2l 4,2uL

Tableau 16 : Mélanges réactionnels utilisés pour la reverse transcription




Chapitre Il : Matériel et méthodes

Programmation | Etape 1 | Etape2 | Etaped

Température 258C 37 € 85°C

Temps 10 minutes 120 minutes 5 minutes

Tableau 17 : Programme du thermocycleur utilisé pour la reverse transcription

3.4.3.4.2 Contréle qualité par amplification PCR

Une amplification par PCR des témoins négatifsesderse-transcription a été réalisée
afin de vérifier 'absence de contamination desaétlions par de 'ADN génomique. Pour
cela, I'amplification d’'un gene domestique, celwidant pour l'actine 1, a été réalisé. Le
mélange réactionnel a été préparé dans des miestudmme indiqué danstibleau 18 puis
placé dans un thermocycleur (Veriti, Applied Bidsyss). Les conditions de PCR utilisées sont
indiquées dans l@bleau 19 La PCR a été réalisée avec des amorces dordédesisces sont
présentées danst@bleau 2Q permettant d’amplifier spécifiquement le gend’aetine 1. Au
cours de cette amplification un témoin positif@réalisé en utilisant comme matrice de '’'ADN
génomique dé®. tricornutumet un témoin négatif a été réalisé avec de I'eas.échantillons
ont finalement été analysés par électrophoréseletiagarose 2%.

T T

2uL ADN matrice
0,4uL Amorce Forward 10UM
0,4pL Amorce Reverse 10UM
4uL 5X Green GoTag® Reaction Buffer
1,6uL dNTP mix 25mM (soit 6,25mM de chaque dNTP)
0,1uL GoTaq® G2 DNA Polymerase (5 U/L)
11,5uL Eau nucléase free

Tableau 18 : Milieu réactionnel réalisé pour le contrdle qualité des extraits d’ARN
par amplification PCR




Dénaturation

initiale 2 &imin ]
Dénaturation 95 30 sec
Hybridation 60 30 sec 30
Extension 7.2 30 sec
Extension finale 72 5 min 1

Tableau 19 : Programme du thermocycleur utilisé pour le contréle qualité des
extraits d’ARN par amplification PCR

Actinl F1 GCC-TTA-CAC-CGC-CGT-ATT-CT
Actin1 R1 TCA-ATG-ACA-AGG-GCA-GCG-AT

Tableau 20 : Séquences des amorces utilisées pour le contréle qualité des extraits
d’ARN par amplification PCR

3.4.3.4.3 Traitement des ARN a la DNAse

Les extraits d’ARN présentant des contaminatiorec ale 'ADN génomique ont été
traités a la DNAse avec le kit « TURBO DNA-free™(Ambion ; AM1907). Pour cela,
'équivalent de 2-3ug d’ARN ont été préleves puiEangés avec 4L de Turbo DNAse (8U),
4uL de tampon 10X, et complétés a 40uL avec de keauclease-free ». Les échantillons ont
été incubés pendant 30 minutes & 37°C, puis 4sold¢ion stop (DNAse inactivation reagent)
ont été ajoutés et les échantillons ont de noug&aiincubés pendant 5 minutes a température
ambiante. Les tubes ont été centrifugés a 10 08Adant 1 minute 30 secondes et le surnageant
contenant les ARN purifiés a été déposé dans unaaautube. Une « reverse-transcription » a

éteé réalisée sur ces échantillons comme détaidiégdemment.

3.4.3.4.4 Validation des couples d’'amorces

La validation d’amorces permet de vérifier guedagd’intérét et le géne de référence
ont la méme efficacité au cours de la PCR. Le fpande la validation est de faire une gamme
standard a partir d’ADNc d’un échantillon dont @upgonne la présence des genes recherchés.
Ensuite, pour chaque couple d’amorces, on poumapecer I'écart de cycles entre chaque
dilution pour déterminer leur efficacité. En plus cela, la spécificité des amorces est aussi
analysée lors de la validation. Ainsi, dans un peertemps une amplification PCR a partir
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d’ADNg et d’ADNc a été réalisée avec chaque coudlamorces, puis le produit
d’amplification PCR obtenu a été purifié et séqeeriees amorces ayant passé ce controle
gualité sont ensuite analysées par PCR quantitative s'assurer qu’un seul produit PCR soit
obtenu lors de la réaction d’amplification grace aourbes de fusion. Les amorces ont été
considérées «validées » aprés avoir passé trassldocontrble qualité par gPCR. Les
expériences de PCR quantitative ont été réaliséeslas Plate-forme PRIMACEN de
I'Université de Rouen en utilisant le robot de pgge Bravo (Agilent Technologies) et le
thermocycleur QuantStudio™ 12K Flex (Thermo Scienti
3.4.3.4.4.1 Préparation des échantillons pour la validation en gPCR

Les ADNCc ont été dilués afin d’obtenir une concatidon d’environ 800ng/uL, puis a
partir de cet échantillon une dilution en cascad#&/a8, 1/9, 1/27 et 1/81 est ensuite réalisée. En
parallele, un milieu de réaction est préparé ehsaitit le mélange «Fast SYBR® Green
Master » (Applied Biosystem), comme présenté damableau 21.Sur une plague 96 puits
sont ainsi déposeés 3uL d’ADNc de chaque dilutiqrl, 8e témoin négatif de RT (ARNs non
rétro-transcrits) et 3uL d’eau utilisée comme témagatif de PCR. Sont ensuite ajoutés dans
chaque puit 10uL de mélange contenant les rédtaliteau 21). Ces différents dépobts ont été
réalisés en duplicat. La plaque 96 puits est emsaillée avec un film puis centrifugée pendant

2 minutes a 2800rpm.

Power SYBR® Green PCR Master Mix 6,5 UL

Forward primer (10UM) 0,13 uL
Reverse Primer (10UM) Q.13 Lt
H,O 3,24 L

Tableau 21 : Mix de réaction utilisé pour la validation des amorces par gPCR




3.4.3.4.42 Analyse des résultats
Afin de valider un couple d’amorces, ce dernieit gosséder une efficacité proche de

100%, nous avons ainsi conservé uniqguement lescan@osseédant une efficacité comprise
entre 92% et 100%. De plus, afin de vérifier lac#p@té du couple d’amorce il a été vérifié
que la courbe de fusion présentait un seul piciesgy’un seul produit d’amplification a été

généré au cours de la PCR.

3.4.3.4.5 PCR quantitative

La PCR quantitative a été réalisée en duplicat pbaque condition, c'est-a-dire pour
chaque réplicat biologique provenant de chacuntd#s morphotypes, afin d’obtenir un
réplicat technique. Pour réaliser la mesure d'esgiom de chaque géne testé, un milieu
réactionnel a éteé réalisé avec 10 uL du mélanget déms letableau 21avec 6,5uL de « Fast
SYBR® Green PCR Master Mix » (Applied Biosystens),3uL de chaque amorce spécifique
utilisée a une concentration de 10uM, 3,24uL d'eauclease-free » auquel sont ajoutés 3uL
d’ADNc dilués au 1/8™ Les séquences des amorces utilisées sont réé@erdans le
tableau 2 présenté précédemment. Les mélanges ont été pséparéine station robotisée
Bravo (Agilent Technologies) puis les mesures tdeffectuées avec I'appareil « QuantStudio
12K Flex Real-Time PCR System » (Applied Biosysterha PCR a été réalisée en utilisant le
programme présenté surflgure 44. Les genes de référence utilisés dans cette éntdét®
choisis a partir de données bibliographique (Seaal., 2007), ou des résultats de RNA-Seq en
sélectionnant un panel de genes parmi les moin@relitiellement exprimés entre les
morphotypes. Ces genes ont été testés par qPGR etdilleurs d’entre eux ont ensuite été
sélectionnés grace au logiciel NormFinder (httpoffma.dk/normfinder-software) en utilisant
les paramétres par défaut, ce qui a permis derdigter ceux sont le plus stablement exprimés

dans nos conditions.

95°C 95°C 95°C 95°C
0020 00:15
2.42°C/s 0.05°C/s
2.63°C/s
00:20 01:00
25°C
Hold Stage PCR stage Melt Curve Stage Dissociation

Figure 44 : Programme du thermocylceur utilisé pour la qPCR
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3.4.3.4.6 Analyse des données de gqRT-PCR

L’analyse de I'expression relative des différegénes sélectionnés a été réalisée en
utilisant les méthodes décrites par Livak and Stigem (2001) et Vandesompele et al. (2002).
Dans cette approche, la méthode comparative ddescgeuil (Ct ; Livak and Schmittgen,
2001) et la normalisation par moyenne géométriqtendesompele et al., 2002) ont été
combinées pour calculer le ratio entre I'expressiomgene cible et les genes de référence selon

les calculs suivants :

- dans un premier temps, une moyenne arithmétiga€tia été réalisée avec les deux réplicats
techniques de chaque réplicat biologique :
T = Ctl + Ct2
2
- la quantité initiale de séquence cible préseatesdin échantillon donné {Njui équivaut a
lintensité d’expression du géne cible) qui tierdmpte de ['efficacité d’amplification

spécifiqgue de chaque gene est donnée par la foisnidante :
Ng = Ny x (1 + Ec)¢t
ce qui revient a :

Ny = Ng X (1 + Ec)~Ct

- I'intensité d’expression peut s’exprimer pour chageéne cible et chaque gene référence des

guatre réplicats biologiques (k) de chaque morpgie{n) :
Nocppe = Neee X (1 + E;)~Cte

Nogyj = Netz (1 + Eg)~Ctr

- un facteur de normalisation (NF) corresponddataoyenne géométrique des&été calculé

pour chaque réplicat biologique avec les deux gdeegférence :
1/2
NF = (Nor1,,, X Norz,,,)

- la quantité relative normalisée (NRQ) pour chagéme cible et pour chaque réplicat

biologique correspond a:

NOCm’k _ NCtC 5 (1 + EC)_C_tC

1
X Nete,) /2 [

NRQm,k = 1

o "/
(14 Epy) ™1 x (1 4 Epy)~C'2] 77

NFpi (N

ctpq



- la moyenne arithmétique des valeurs de NRQ desreguéplicats biologiques de chaque

morphotype est donnée par la formule :

4_NR
NRQm,k — Zk—l 4 Qm,k

- les comparaisons de I'expression moyenne norgeéstre les morphotypes ont été realisées

deux a deux en effectuant un ratio avec les moyedes NRQ :

ou mx et my représentent deux morphotypes consdéré

- puis, afin de comparer les résultats de qRT-P@R aeux du RNAseq, le log2 de chaque

comparaison a été calculé :

Avec

» E.= = efficacité d’amplification du géne cible
» Ey = efficacité d’amplification du géne de référenioe Er: pour le géne de référence 1
et Er2 pour le gene de référence 2)

* (t. = moyenne des cycles seuils pour les réplicatsigaes du gene cible

« Ctyp = moyenne des cycles seuils pour les réplicatmigaes du géne de référence
* m = morphotype considéré

* No = nombre initial de séquences cibles

* Nct = nombre de séquences cibles au cycle seuil Ct

3.5 Localisation subcellulaire des glycosyltransférases de fusion par
microscopie confocale

3.5.1 Préparation des échantillons

Les cultures de microalgues transfectées avec ifé&remhtes glycosyltransférases
exprimées en fusion avec la eGFP (enhanced GreeneStent Protein) ont été induites durant
48h en amont de I'observation en déposant dandikurdu NaNQ a une concentration finale
de 890.1¢ M. Les cultures de cellules exprimant ainsi cegdnes recombinantes fusionnées
a la eGFP ont été déposées directement entre omreeda verre et une lamelle couvre-objet

pour observation en microscopie confocale.
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3.5.2 Parametres d'observation

Les observations ont été réalisées sur un micpasconfocal inversé Leica TCS SP5.
Les réglages du gain (limite haute du PMT) et didet (limite basse du PMT) ont été effectués
pour chaque observation afin de diminuer au maxinkesnsignaux de fluorescence non
spécifigues. Les images ont été acquises avec denfigurations différentes qui sont
respectivement détaillées ci-apres. Les imageaiost été réalisées avec un frame-average de
2, un line-average de 2, au format 1024x1024 piaeéc une vitesse de scan de 400Hz et un
lazer a 20% sous un objectif HCX PL APO CS 63.00 4L UV (toutes les images sauf celles
concernant la GnT I, la XyIT et la FUT54599); oeawun frame-average de 1, un line-average
de 2, au format 512x512 pixels avec une vitessecda de 400Hz et un lazer a 56% sous un
objectif HCX PL APO 63.0x1.32 OIL PH3 U (GnT I, Xiyket FuT54599). Les observations de
'eGFP ont été réalisées avec un laser a argog e2¢B8nm, et les observations de la mRFP
ont été réalisées avec un lazer HeNe réglé a 54Barquisition des signaux de fluorescence
a éteé réalisée sur trois canaux différents : lenprepossédant une gamme de 498 a 530nm,
correspondant aux longueurs d’ondes émises p&@H#&®e le second possédant une gamme de
680 a 710nm, correspondant a l'autofluorescenceraplastique ; et le troisieme sur une

gamme de 580 a 600nm pour les longueurs d’ondeeémer la mRFP.

3.6 Localisation subcellulaire des glycosyltransférases de fusion par
Microscopie Electronique & Transmission

3.6.1 Cryo-immobilisation haute pression
3.6.1.1 Préparations des échantillons

Les suspensions de. tricornutumtransformées, agées de 8 jours, sont induites en
présence de NaN{h une concentration finale de 890°181 pendant 48h. Les cultures de
microalgues sont ensuite concentrées par centtibuga 2 500g durant 15min dans un tube
conigue de 50mL. Les cellules sont rincées uneaioés du milieu de culture frais, puis le culot
cellulaire est récupéré et resuspendu dans duuntiéeculture contenant du mannitol (100mM)
dont le rble est de cryo-protéger les microalgues. cellules sont incubées pendant 2 heures
dans la solution cryo-protectante. Les cellulest semsuite de nouveau concentrées par
centrifugation a 2 500g pendant 15min. Le surnaigestréliminé afin de ne garder qu’un culot
épais. Sous stéréo-microscope, 2L de cette suspamisse sont rapidement transférés dans
une cupule d’aluminium (diamétre intérieur de 2npnofondeur cavité de 300um; Leica), puis

une deuxieme cupule est déposée pour former umsand.es cupules ont été préalablement



enduites d’'une solution de lécithine de soja (100adwis du chloroforme) pour faciliter le

démoulage ultérieur de I'échantillon.

3.6.1.2 Cryo-fixation des échantillons sous haute pression

La cryo-fixation sous haute pression permet unatitix physique de I'échantillon,
évitant ainsi les artéfacts de préparation dusu@llifation de fixateurs chimiques. De plus,
I'échantillon étant congelé tres rapidement eea rasse température, il se retrouve congelé,
non pas sous forme de « glace cristalline », nais forme de « glace vitreuse » qui n’altere

pas son ultrastructure et préserve au mieux somati, comme présenté surHaure 45.

L IA 'B 'C
milieu 1 1 > 5
extracellulaire d 9.° 3 C . 092 - :
membrane ! ! !
plasmique 1 1 c ¢ (w o D 1
1 ] 9 1 1
[ — " €+ v F L ) J - .
1“9 ® g J e '@ o ) )..¢ !
milieu 1 3 s ¢ 1 ) ¢ 3. 9
intracellulaire v 9 v 9 J < - S -
1 2 S eV [ ) - 1
! i K - J»'\ °3 ! ; ¢ ~ = i
o 3 - - - 5
| ¥ 96079 » € v o ) o S
v i .
1 1 1

Figure 45 : Les différentes formes de I'eau dans une cellule.
A- Echantillon d température ambiante avec un milieu intracellulaire sous forme liquide,
B- Echantillon congelé et endommagé par la glace cristalline formée,
C-Echantillon congelé sous forme de glace vitreuse et non endommagé.

La congélation sous haute pression a été réaligée lappareil HPM10QLeica).
Brievement, la pression est générée par un sydigdraulique faisant intervenir I'azote liquide
comme liquide de compression. Le cryogeéne utilstd’'azote liquide (-196°C). La pression
(2100 bars), appliquée a I'intérieur de I'échaatilest synchronisée avec le refroidissement (jet
d’azote liquide) appliqué a I'extérieur de I'échiah entrainant une congélation ultrarapide
de I'’échantillon. Des taux de refroidissement varide 16 000°C/sec a 20 000°C/sec sont
obtenus. Lorsque I'échantillon est congelé, il terabitomatiguement dans un réservoir d’azote

ou il est conservé en attendant son transfert dautemate de substitution.

3.6.1.3 Cryo-substitution et enrésinement

Apres congélation sous haute pression, les éclmstisont transférés dans I'automate
de substitution AFS2 (Leica) pré-refroidi a -110%&s échantillons sont substitués dans
'acétone anhydre contenant 0,5% d’acétate d’usaiyD,5% de tétroxyde d’osmium a -90°C

pendant 96h. La température est graduellement autémde 2°C/h jusqu’a -60°C et maintenue
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a cette température pendant 12h. La températurdeesbuveau remontée a -30°C (2°C/h).
Aprés un pallier de 12h a -30°C, la températurearabntée (2°C/h) jusqu’a -15°C.

Les échantillons sont rincés deux fois 15 min dém$acétone anhydre puis enrésinés
progressivement dans un mélange de résine LR WHhitxtron Microscopy Sciences) /
Ethanol anhydre a -15°C de la facon suivante ne286% / 6h ; résine 50% / 16h ; résine 75%
/ 8h; résine 100% / 16h ; résine 100% / 24h ne2400% + catalyseur /24h. Les échantillons
sont délicatement 6tés des cupules sous loupe Waiae et placés dans des moules avec
adaptateurs dans la résine 100% contenant le satalyL’ensemble est mis a polymériser
pendant 48h sous UV a -15°C.

3.6.2 Réalisation des coupes ultrafines

Les sections ultra-fines de 80 a 90nm ont été oleersur un ultramicrotome UCT
(Leica) avec un couteau de diamant Diatome 45°sketions ont été recueillies sur des grilles
de nickel de 100 mesh a trames hexagonales recesv#une membrane formvar-carbone

(Leica).

3.6.3 Immunocytochimie
3.6.3.1 Immunomarquage des protéines

L’anticorps primaire utilisé est un anticorps pritdchez la souris, qui reconnait
I'épitope V5 (mouse anti-V5 tag, Invitrogen). L'@&drps secondaire utilisé est un anticorps
anti-souris conjugué a une particule d’or de 10EM-{goat anti mouse IgG+IigM10 nm gold
particle, BBI solution).

Afin de saturer les sites non spécifiques, les@esiultra-fines sont incubées durant 15
min dans un tampon TBS (Tris 20mM ; NaCl 15mM) emaint de la BSA 0,2% et du Tween
20 0,05%, avant d’étre rincées pendant 2 min danampon (TBS contenant de la BSA 0,2%).
Les coupes sont ensuite incubées dans une sollgiorBS/BSA 0,2% contenant du sérum
Normal Goat Serum (NGS) dilué au 1930et I'anticorps primaire dilué au 1/20. Cette
incubation est réalisée durant 2h30 a 25°C, avaatep coupes soient rincées 6x5 min dans le
tampon TBS /BSA 0,2%. L’incubation dans I'anticogexondaire dilué au 1/2% dans une
solution de (TBS + BSA 0,2% + NGS 1/30) s’effechendant 1h a 25°C. Les rincages sont
effectués 6x5 min avec du tampon TBS /BSA 0,2%s punin dans du TBS seul. Afin de fixer
les complexes immuns, une incubation de 10 mireaédlisée dans une solution de TBS /
glutaraldéhyde 2 %. Les coupes sont ensuite rinbéesnin dans du TBS, puis 2x5 min dans

'eau milli-Q, avant d’étre séchées a l'air.



3.6.3.2 Coloration et observation des coupes ultra-fines

Les échantillons ainsi préparés sont transparemtélactrons, il faut donc les contraster
pour pouvoir les observer en MET. Pour cela, ladegrsont incubées pendant 3 min a
température ambiante dans une solution Uranyl{@ska Microscopie France) puis 6 ringages
rapides dans de I'eau milli-Q sont réalisés. Auaes les grilles sont plongées pendant 3 min
dans une solution de citrate de plomb a 3% (Rewrlell citrate, Chromalys SAS) et 6 lavages
dans de 'eau milli-Q sont effectués. Les grilleatsensuite séchées a lair libre.

Dans le cas de grilles non immuno-marquées, lerastet est précédé d’'une oxydation
par une solution acide de permanganate de potasinnte but est de 'augmenter (Sawaguchi
et al.,, 2001) en procédant de la facon suivanés:grilles sont incubées durant 1 min a
température ambiante dans une solution contend¥t @¢ KMnO4 préparée dans une solution
de HSQ; 0,05M. Enfin, les coupes ultra-fines sont rincédsis dans de I'eau milli-Q avant
de pouvoir étre observées.

Les observations des coupes ont été réalisées lavatcroscope électronique a
transmission TECNAI 12 Biotwin (FEI company, Eindea, NL) sous une tension
d’accélération de 80kV. Les images ont été acquaex une cameéra CCD Erlangshen
ES500W (GATAN) pilotée par le logiciel Digital Miograph (GATAN).

3.7 Techniques de biochimie

3.7.1 Extraction des protéines de P. tricornutum pour Western-blot

Dans le but de réaliser un criblage des transfotsndeP. tricornutumpar Western-
blot, une extraction protéique a été réalisée pbaque clone. L’équivalent de 10mL de culture
cellulaire induite 24h & l'avance a été récolté gantrifugation a 3 500g pendant 20 minutes.
Les cellules ont ensuite été resuspendues darsyhoh phosphate (20mMeKPQ; ; 20mM
KH2POy ; pH=7,4). Les suspensions cellulaires ont étéstaaées dans un tube de «lysing
matrix E » (MP Biomedicals) puis placées dans wyéur Fastprep 24 (MP Biomedicals) ou
les cellules ont été lysées par 5 cycles de 3@ sa® vitesse de 6,5m/s. Les tubes ont ensuite
été centrifugés a 300g pendant 3min. Les surnagieahtté de nouveau centrifugés a 20 000g
pendant 30 minutes pour culoter la fraction pléalied Les surnageants de cette centrifugation
sont réecupéreés puis centrifugés a 100 000g pootardk fraction microsomale. Les culots ont

été repris avec 100uL de LBS 1X pour étre ultéament chargés sur gel SDS-PAGE.
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3.7.2 Western-blof

3.7.2.1 Séparation des protéines par gel d'électrophorese SDS-PAGE

Cette technique permet de séparer les protéines kair taille et d’estimer ainsi leur
masse moléculaire par comparaison avec la mobdliéetrophorétique de protéines de
référence. Dans cette étude, les protéines ontsépérées par migration sur un gel de
polyacrylamide 12%. La composition des gels de entration et de séparation est mentionnée
dans lgableau 22

H,O déionisée 0,73mL 2,15mL
Acrylamide:Bis-acrylamide
(29:1) 40% 0,17mL 1,5mL
Tris-HCI 1,5M pH=8,8 - 1,25mL
Tris-HCI 1,5M pH=6,8 0,08mL -

Dodécylsulfate de sodium

(SDS; 10%) [OPE 2Ot
Persulfate d’ammonium

(10%) 10uL 50uL

TEMED 1L 2uL

Tableau 22 : Composition des gels de concentration et de séparation pour
SDS-PAGE

Pour chaque échantillon a analyser, une dénatuaratété réalisée pendant 10 minutes
a 95°C dans le tampon de charge (Tris-HCI 62,5mMs8 ; SDS 2% ; glycérol 10% ;
B-mercaptoéthanol 2,5% ; bleu de bromophénol 0,008¥&nt de le déposer dans les puits du
gel de polyacrylamide. Cing microlitres de marqueertaille BP3603 Series (Fisher) ont été
déposés en parallelegure 46). La migration a été réalisée sous une tensiat60% dans un
tampon contenant 25mM de Tris-HCI, 1% de SDS et m82 de glycine jusqu’a ce que la
séparation des protéines soit satisfaisante.

Gel Blot

-*-.'1?—_

—-— - 10 —

Figure 46 : Marqueur de taille protéique BP3603 Series (Fisher)




3.7.2.2 Transfert électrophorétique de protéines sur membrane de nitrocellulose

Afin de transférer les protéines du gel déledimgse sur une membrane de
nitrocellulose, cette derniere a été hydratée dansampon de transfert (200mM glycine,
25mM Tris, 0.1% SDS) a 4°C. Apres migration, le §BIS-PAGE va étre mis en contact de la
membrane de nitrocellulose, le transfert des pnetesur la membrane de nitrocellulose a été
obtenu en 1h30 sous une tension électrique de l12¥la d’'un « Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell » (Bio-Rad). L’efficacité du trandfer ensuite été contrélée par une coloration
réversible des protéines au rouge Ponceau (1% dr&@cide trichloroacétique 3%). La
décoloration de la membrane, apres ce traiteme¥§ abtenue par un lavage a I'eau distillée,
puis deux rincages de 5 minutes avec un tampon {IB&M Tris-HCIl, 500mM NacCl,
pH=7,5). Toutes ces étapes de traitement de la maralule nitrocellulose, apres le transfert,
ont été effectuées sous agitation a températuréaateb Les protéines ainsi immobilisées sur
la membrane de nitrocellulose ont été analyséesnpaunodétection.

3.7.2.3 Immuno-marquage sur empreinte

La membrane de nitrocellulose a été saturée pénda® nuit sous agitation a
température ambiante, dans une solution de TBSip(a TBS complémenté avec 0,1% de
Tween 20) contenant 5% de lait écrémé. La memhaaresuite été incubée pendant 2 heures
avec une solution de TBST 0,1% complémenté avedd dait écrémé et I'anticorps primaire
anti-V5 (Invitrogen ; 46-0705), ou anti-c-Myc (Sigm M4439) dilué au 1/5000¢ Ces
anticorps monoclonaux produits chez la souris pgemede reconnaitre respectivement les
épitopes V5 et c-Myc placés a I'extrémité C-terntergdes protéines recombinantes. A l'issu de
ce marquage, les anticorps non fixés ont été éimpar une série de 6 lavages de 5 minutes
dans le tampon TBST. La membrane a ensuite étdéscpendant 1 heure avec un anticorps
secondaire anti-souris couplé a la peroxydaseit@tréHRP) dilué au 1/20 060° dans une
solution de TBST 0,1% contenant 1% de lait écré®odte a ce deuxieme marquage, une série
de 6 lavages de 5 minutes avec une solution de TBEA + 1% lait écrémé, suivie de 3 lavages
de 10 minutes dans du tampon TBS a été réalisée.

3.7.2.4 Révélation par électrochimiluminescence

Les membranes de nitrocellulose marquées avetickaps secondaire couplé a la HRP
ont été révélées par électrochimiluminescence disamt le kit « Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate » (Thermo Scientific ; 32106)osele protocole du fournisseur. Aprés
élimination du mélange réactionnel, la membrani aecouverte d’un film plastique et placée

dans une cassette de révélation. Un film photoggaietra alors été exposé pendant 30 secondes
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au contact de la membrane a l'intérieur de la ¢esss#ans une chambre noire. Ce film a ensuite
été placé dans une solution de révélation (Kodaigel aut/, dans de I'eau, puis rincé a l'eau,
avant d’étre déposé dans une solution de fixatk@uék) diluee au/, dans de I'eau. Lorsque

le film est devenu totalement transparent, il asaéé rincé & nouveau dans I'eau puis séché.
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4 Comparative franscriptome analysis of P. tricornutum’'s
morphotypes using in depth RNA sequencing reveals the
oval morphotype features, especially that protein
degradation and secretion is up-regulated in the oval
morphotype.
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4.1 ABSTRACT
Background: Phaeodactylum tricornutuns the most studied diatom. It is a cosmopolitetan

not widely distributed in nature, but is encoundepeincipally in coastal unstable environments. It
has been already hypothesized that the great daaptapability ofP. tricornutumis due to its
pleomorphism. Indeedp. tricornutumis an atypical diatom since it can display threajan
morphotypes: fusiform, triradiate and oval. Curhgnittle information is available regarding the

physiological significance of this morphogenesid #re specificities of each morphotype.

Results: In this study, we adapteB. tricornutum Pt3 strain in order to obtain algal culture
particularly enriched in one dominant morphotypesifiorm, triradiate or oval. These cultures were
used to run high-throughput RNA-Sequencing. Thelevtranscriptome of each morphotype was
determined. Pairwise comparison of the morphotgtiesv us to highlight biological processes and
molecular functions which are up- and down-reguaaténally, intersection analysis allow us to
identify the specific features from the oval morpip@ which is of particular interest as it is known

to be more resistant to stresses.

Conclusions: This study is the first transcriptome wide chagaeation of the three morphotypes
from P. tricornutumperformed on cultures specifically enriched foear another morphotype
issued from the same Pt3 strain. This work repitesmimportant step for the understanding of the
morphogenesis iR. tricornutumand highlight the particular features of the awalrphotype, often

recognized as a stress morphotype.
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4.2 BACKGROUND

Diatoms are a major component of phytoplankton camitres. They belong to a group of
unicellular heterokont microalgae expected to idelat least 200 000 species (Armbrust, 2009).
Their genomes contain unique combinations of nott@ssimilation and metabolic pathway which
have been attributed to their origin (Keeling aralnfier, 2008). Indeed, diatoms derived from a
serial secondary endosymbiotic event in which amgralgae and subsequently a red one were
engulfed by a heterotrophic eukaryote (Bowler et2010; Moustafa et al., 2009; Prihoda et al.,
2012). Among the diatom specidsalassiosira pseudonar@ndPhaeodactylum tricornututmave
been chosen by the scientific community as a reptasive for the centric (Armbrust et al., 2004)
and the pennate diatoms (Bowler et al., 2008), eetsgely. The comparative analysis of
T. pseudonanandP. tricornutumgenomes highlights the presence of 10% of diajpecific genes
which has no homologs in other eukaryotes (Armbetistl., 2004; Bowler et al., 2008; Montsant
et al., 2005). In addition, it has been demondtr#étatP. tricornutumandT. pseudonan@ossess
6.4% and 2% of transposable elements, respect{(®einbrust et al., 2004; Bowler et al., 2008;
Maumus et al., 2009) as well as microRNAs (Huangl.e2011; Norden-Krichmar et al., 2011).

P. tricornutumis probably the widest studied diatom and its gemdnas been sequenced
(Bowler et al., 2008; Montsant et al., 2005). laisosmopolitan diatom not widely distributed in
nature, but is encountered principally in coastatable environments such as estuaries or rock
pools (De Martino et al., 2007; Rushforth et aB88). Moreover,P. tricornutumis able to
proliferate in salinity and temperature causedidgl effects, solar irradiation and human actigtie
(De Martino et al., 2007). These observations Igkhe great adaptation capability of this diatom
As previously hypothesized, the adaptationPoftricornutumto a fluctuating environment is
probably due to its pleomorphism (Borowitzka andlcdai, 1978; De Martino et al., 2007,
Gutenbrunner et al., 1994; Wilson, 1946). Indéedyicornutumis an atypical diatom since it can
display three major morphotypes: fusiform, oval &maddiate (He et al., 2014; Lewin et al., 1958).
As compared to the other diatorfs tricornutumpresent a high plasticity since it contains a fyoor
silicified cell wall (Borowitzka and Volcani, 1978)e Martino et al., 2007). Currently, little
information is available regarding the moleculad atellular biology ofP. tricornutum and
especially the physiological significance of its mulmogenesis as well as its mechanism of

regulation.

Studies already suggested that the morphogeneBistiicornutumis not dependent from
its genotype but is induced by environmental fac{@e Martino et al., 2007). For example, it has

been observed that the fusiform morphotype whithesnost widespread one and the triradiate are



favored in unstressed planktonic environment (Detidla et al., 2007). It was also noticed that the
triradiate morphotype preferentially develops walkaline condition (Bartual et al., 2008;
Johansen, 1991). In contrast, the oval morphotgpes to increase in unfavorable conditions such
as hyposaline conditions, low temperature, lowtligbe Martino et al., 2011), unshaken liquid
culture (Gutenbrunner et al., 1994) or solid swist(Borowitzka and Volcani, 1978). Comparative
transcriptomic analysis based on EST showed tleatthl morphotype presents up-regulated genes
encoding proteins involved in hyposalinity and/@idcstress responses, with putative roles in
signaling, membrane remodeling, cryoprotection, a&gulation, and protein degradation (De
Martino et al., 2007). Furthermore, this form destoste an ability to survive with limited nutrient
availability which suggests that the oval morphetygould be a resistance form to stresses. More
generally, it has been proposed that osmolarityngbs could act as a trigger for changes in
morphology (De Martino et al., 2011).

In this paper, we made use of the power that RNfueecing (RNA-seq) is offering to
identify the whole transcriptome from the fusiforoval and triradiate morphotypes generated from
the sameP. tricornutumPt3 strain. The objective of the study was to gasight into the diatom
morphogenesis by identifying genes that are difféally expressed and bringing out specific
features which are representatives of each morpko# particular attention has been paid to the
oval morphotype as it is recognized to be highgystant to stresses (De Martino et al., 2007, 2011)
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4.3 RESULTS

4.3.1 Experimental Design and mapping

In order to evaluate transcriptome change® .irtricornutums morphotypes, cultures of
P. tricornutumPt3 strain enriched in one specific and dominanmatype, either fusiform (91%),
triradiate (81%) or oval (94.5%), were generated fmiowed over a 12 days continuous culture
without any change on the morphotype repartitiigyre 47 A to F; Figure 48§.

Figure 47: Micrographs of P. fricornutum dominant morphotypes present in the 3
enriched cultures of the P13 strain.

A, B, C: Micrographs obtained by light microscopy of P. tricornutum cells alive. A:
fusiform morphotype; B: triradiate morphotype and C: Oval morphotype.

D, E, F. Transmission electron microscopy (TEM) micrographs of the three
morphotypes. Overview of the cells which were embedded in LRW resin with 0.5%
uranyl acetate in a methanol/Reynold’s lead citrate solution. D: fusiform
morphotype; E: triradiate morphotype and F: Oval morphotype.

G, H, I: Enlarge views of the TEM micrographs showing general cellular distribution of
organelles in the fusiform cells (G), in the friradiate one (H) and in the oval cell type
(I). n: nucleus; g: Golgi apparatus; v: vacuole; m: mitochondria; pyr: pyrenoid;; c:
chloroplast; ra: raphe.
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Figure 48: Cells and morphotypes count in the cultures of P. tricornutum over a 12 days period.

Int = Intermediate morphotype; Tri = Triradiate morphotype; Fu = Fusiform morphotype; Ov = Oval
morphotype

The diatom cells were grown as described in theexyental section and follow similar
growth phaseHRigure 48 and 39. The culture conditions used in this study allssmo maintain the
specificity of each culture batckigure 48) as well as the diatom cell integrity and orgahara
for each morphotype as illustrated by the TEM nacaphs Figure 47 G to I) and according to
the literature (Gulgi et al., 2015; Tesson et &09.

In order to study differential gene expression leemP. tricornutums morphotypes and
assign specificities for each morphotype, genestiaption profiling was investigated using high-
throughput RNA-Sequencing (RNA-Seq) following theperimental design which is summarized
in theFigure 49.
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Figure 49: Summary of the experimental design and analytical pipeline used in this study.
Four biological replicates of cultures enriched for each specific morphotype were
performed in parallel. The RNA were independently purified and used as a matrix to build
libraries for RNA sequencing. Quality of the raw data generated have been checked with
FastQC. Then, the short reads were aligned on the annotated genome with TopHat2.
Aligned reads have been counted with HTseq. DESeq2 have been used to normalize counts
and to perform the differential analysis. Finally, GO enrichment have been done with B2GO
for functional analysis.




Briefly, 4 biological replicates of each morphotypere cultured. No obvious differences
were observed in the growth curve at the sampiimg bf 8 daysKigure 48). Therefore, the cells
were harvested in the middle of the exponentiaitiigphase at day 8 and then further treated for
RNA purification and cDNA library preparation indar to perform RNA-Seq analysis. After the
sequencing, 38 millions quality reads were gendrate average per sample. After quality
assessment, RNA-Seq data were then analyzed inggeline described in thliégure 49. The
high quality reads were mapped on the 27.56 MplogenofP. tricornutums P.t.1.8.6 strain
(Bowler et al., 2008). Results indicated that atbB88% of the RNA-Seq reads were aligned with
in average 5% of the reads corresponding to ingsaoml junctions for the fusiform morphotype.

Similar results were obtained for each morphotyisble 23 and Figure 50.

Condilions F1 F2 F3 F4 T1 T2 T3 T4 01 02 03 04
Reads in right 23117449 15298228 17634774 17925360 22445606 14314071 18289429 23393382 18073097 17996250 16397447 23285568
Reads in left 23117449 15298228 17634774 17925360 22445606 14314071 18289429 23393382 18073097 17996250 16397447 23285568
Reads out right 23089050 15282358 17617406 17906233 22422393 14300476 18267749 23368277 18049517 17976769 16378341 23262680
Reads out left 23114480 15298040 17634269 17925227 22444085 14313597 18289145 23393065 13069823 17996066 16397134 23285201
Reads aligned right 19475078 12617512 14636503 15246361 18451385 11756755 15964896 20236651 14837746 15011917 13586822 19518782
7 Reads aligned right 84.35 82,56 83,08 85,15 82,29 82,21 87,39 86,6 82,2 83,51 82,96 53,91
Reads aligned lefl 19404080 12615170 14669491 15215790 18431242 11790578 15963641 20281578 14782468 14967481 13600583 19409365
7 Reads aligned lefl 83,95 82,46 83,19 84,88 82,12 82,37 87,28 86,7 81,81 83,17 82,94 83,36
Junctions 2219007 1333824 1363321 1557767 2177984 1333563 1680197 2160152 1610586 1796936 1579857 3589493
% Reads on junctions 5510406 5,10881 4.535788 4,947147 5.678265 5461346 5092778 5,145548 5246137 5.748145 5616213 8571804
nb lignes sam 40269393 26108313 30056981 31488186 38356503 24418210 32991759 41980990 30700419 31261144 28130291 41875144
7 reads sam / oul §7,15653 85,37598 85.26398 87,8786 8549034 85,33637 90,24771 89.77713 84,99647 §6,90209 85,82726 89,96144

Table 23: Metric of mapping from TopHat for the 4 biological replicates of the cultures enriched in
the fusiform, friradiate and oval morphotype, respectively.
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Figure 50: Histogram representing the percentages of read alignment with TopHat for the 4
biological replicates of the cultures enriched in the fusiform, triradiate and oval morphotype,
respectively.

Proportion of reads aligned to infron-exon junction are also indicated at the bottom of the bars.
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Raw reads were counted using HTSeg-count (Andeals, &015). The reads counts were therewith

successfully normalizedrigure 51).
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Figure 51: Correlations between biological replicates and normalization
performance with DEseq2.

A) Correlation before DEseg2 normalization and B) Correlation after DEseg?2
normalization.

As illustrated inFigure 52 and Table 24 biological replicates of the same conditions
correlated together by using a distance matrix agatpn, thus demonstrated the robustness of our
experimental design. As a consequence, the bia@bgiplicates were averaged for each specific
morphotype (n=4) for the rest of the study. Finalists of differentially expressed genes (DEG)
were generated using the DESeq2 tool(Love et@L42 Only the significantly DEG at an adjusted
p-value below 0.01 were conserved.
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Figure 52: Heatmap illustrating the correlation between the 4 biological replicates for each
culture specifically enriched in either the fusiform (F), triradiate (T) or oval (O) morphotype.
The heatmap has been built using the distance matrix computation (Additional file 6).

o1 1532481.6/1843759.0 5131383 | 520288.0 | 578130.4 | 495129.9 | 582376.2 | 556876.4 | 612720.5 | 627474.5 | 661492.1
02 1532481.6 0.0 878881.8 | 4197895 1759598.7 1898608.2|1683391.5/1880525.01862167.4/1890419.91676816.6/1983021.7
(OX] 1843759.0| 878881.8 0.0 4704847 2023886.2|2155174.0 1939502.1|2128028.1 2124432.6|/2151191.3 1930803.1|2224048.4
04 5131382.7 4197895.2|4704847.5 0 5264819.8/5391298.0/5314177.7 5430925.1 5347988.25372851.3 5259750.3|5497955.6
520288.0 |1759598.7|2023886.2| 5264820 0.0 354992.3 | 412879.2 | 440533.0 | 286090.7 | 326604.7 A 473018.4 | 537771.9

578130.4 |1898608.2/12155174.0| 5391298 | 354992.3 0.0 346686.7 | 211333.7 | 280036.4 | 220757.6 | 451288.3 | 258377.5
F3 495129.9 11683391.5/1939502.1| 5314178 | 412879.2 | 346686.7 0.0 289535.2 | 393344.0 | 399601.6 | 366331.5 | 404873.4

F4 582376.2 |1880525.0/2128028.1| 5430925 | 440533.0 | 211333.7 | 289535.2 0.0 385623.2 | 345832.6 | 462094.0 | 181747.4
556876.4 |1862167.4/2124432.6| 5347988 | 286090.7 | 280036.4 | 393344.0 | 385623.2 0.0 224377.6 | 478698.9 | 419906.4
T2 612720.5 |1890419.9/2151191.3| 5372851 | 326604.7 | 220757.6 | 399601.6 | 345832.6 | 224377.6 0.0 383333.3 | 383674.2

T3 627474.5 |1676816.6/1930803.1| 5259750 | 473018.4 | 451288.3 | 366331.5 | 462094.0 | 478698.9 | 383333.3 0.0 540446.1

T4 661492.1 |1983021.7|2224048.4| 5497956 | 537771.9 | 258377.5 | 404873.4 | 181747.4 | 419906.4 | 383674.2 | 540446.1 0.0

Table 24: Results of the matrix distance computation performed after the normalization with

DEseq2.

Validation of the RNA-Seq results was performedj®T-PCR analysing the expression of
22 genes selected randomly from the DGE ligtsb(e 25. The expression of these genes was
normalized to 2 reference genes validated as destin chapter 1. When compiling the results
and plotting the log2 ratio of the gRT-PCR in rigatto the log2 fold change from the RNA-Seq, a

correlation value R=0.799 was obtained, thus attesting of the higHityuaf our transcriptomic
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data Figure 53). For example, the Phatr3_J35771 gene was upateglub.4 and 7.5 log2 fold
change according to the RNA-Seq and gqRT-PCR amalgsspectively in the OF comparison.
Similar results was observed for the Phatr3_J3ge6@ which is down-regulated in the TF pairwise
comparison with a -3.5 and 2.3 log2 fold changBNA-Seq and gRT-PCR analyses respectively.
In contrast, this Phatr3_J39760 gene is up-regiilaith a 1.7 log2 fold change by RT-qgPCR and
a 1.2 log2 fold change according to the RNA-Sea @dten O is compared to F and a 4 log2 fold
change both for gRT-PCR and RNA-Seq when the OTpeoison is concerned éble 25).

RNA-seq qRT-PCR RNA-seq qRT-PCR RNA-seq qRT-PCR
log2 fold change  log,ratio  |log, fold change  log,ratio |log, fold change  log, ratio

Phatr3_J38708 -2,824 -0,379090256 5,038 5,90125084 7,862 6,280341096
Phatr3_J47653 0,383 1,75578349 -5,538 -4,964945406 -5,921 -6,720728896
Phatr3_EG00182 0,375 -0,391623988 -6,431 -6,658256361 -6,806 -6,266632373
Phatr3_J54574 -1,769 -1,265992662 5,335 6,07422989 7,103 7,340222552
Phatr3_J12405 -3,129 -0,791861313 0,477 2,37514324 3,606 3,167004553
Phatr3_J44251 22312 -1,597432819 0,808 3,808133139 3,121 5,405565958
Phatr3_EG02507 1,318 -0,811249332 5,494 7,30823081 6,812 8,119480141
Phatr3_EG01990 1,847 -1,606072643 0,808 2,12231552 2,656 3,728388163
| Phatr3_Jdraft1 583 1,041 0,527787381 5,285 4,338316202 4,244 3,810528821
Phatr3_J48834 -2,096 -2,874953993 5,611 7,163920882 7,707 10,03887487
Phatr3_J49336 [ -2,684 -3,377307746 0,590 1,068683838 3,274 4,445991585
Phatr3_J35771 0,330 1,000604251 6,439 7,502492421 6,109 6,50188817
| Phatr3_J33783 1,314 1,589473355 6,083 8,299373531 7,398 6,709900177

Phatr3_J48356 1,175 0,703060539 8,627 4,958996039 7,452 4,2559355
Phatr3_J45621 | -3,108 -2,830714169 -0,539 -0,971009778 2,568 1,859704392
Phatr3_EG00085 -3,017 0,987287048 3,267 4,23256625 6,284 3,245279202
Phatr3_J41599 | -0,978 -1,280175063 6,286 8,338235442 7,265 9,618410505
Phatr3_J32459 -3,202 -4,538447541 0,768 -0,025093948 3,969 4,513353593
Phatr3_J33840 | -2,483 -0,829839263 5,122 6,182594121 7,605 7,012433384
Phatr3_J39760 -3,448 -2,320517429 1,213 1,785186424 4,660 4,105703853
Phatr3_EG02393 -0,499 1,919298685 -0,166 8,67653821 0,333 6,757239525

Phatr3_J50304 2,323 3,919462295 -0,550 0,149828227 2,873 -3,769634068

Table 25: Comparative table highlighting the RNA-Seq log2 fold change and the qPCR log2
ratio for the 22 genes randomly selected among the DGE list obtained from the TF; OF; OT
pairwise comparison of the RNA-Seq analysis.

o © Q.’-'“ °
R
° .. : @
° o ® °
- 8,000 - 6,000 -4,000 ® qgﬁsoo. 00,008 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000

log2 ratio from qRT-PCR
£

o 2
o [ ]

oo ' R2 = 0,799

log2 fold change from RNA-seq analysis

Figure 53: Validation of the RNA-Seq data using qRT-PCR analysis.
Correlation between the log2 fold change extracted from the RNA-Seq data and the log2
ratio obtained by gRT-PCR analysis for 22 genes randomly selected from the DEG lists.




4.3.2 Gene differential expression analysis
Pairwise comparisons of the morphotype’s gene aspye data were performed by

considering that the fusiform morphotype (F) was tbference because it is the most common
morphotype found in culture (De Martino et al., 20@hao et al., 2014). The gene expression
profile from the triradiate morphotype (T) was cargd first to the one of the fusiform ¢&rsus

F, noted TF) as these two morphotypes have beeriopsty considered to be the two basic
morphotypes in agitated liquid media (Bartual ef 2008). Among 12 320 genes described in
P. tricornutums genome including 12 178 coding sequences a@cia-coding, only 120 genes
were significantly differentially expressed whemymaring TF representing less than 1% of the

transcriptomeTable 26).

Please follow the link below for downloading the table

https://ent.normandie-univ.fr/filex/aet?k=eYzHKnfzFz6BdmGrdKs

Table 2é: List of the genes significantly differentially expressed (adjusted p-value
below 0.01) in the OF, OT and TF pairwise comparisons.

As a consequence of this result, considering thalshiference observed between T and F,
the oval morphotype (O) were thereafter comparde(©OF) and T (OT) respectively. The pairwise
comparison of OF highlighted that 2,692 genes wageificantly differentially expressed between
the two morphotypes, thus represented almost 22%eofranscriptomeT@ble 26). For the OT
comparison, 3,553 genes were described to be signify differentially expressed representing up
to 29% {Table 26). Such results suggest that wide reprogrammirgeogs is occurring in the oval
morphotype as compared to the others. Vulcano fplofTF shown that 100 genes are down-
regulated in the triradiate morphotype with the anigy inside the interval of the log2 fold change

values comprised between 2 toFaglures 54 and 5%.
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Figure 54: Vulcano Plots of pairwise comparisons of (A) T versus F (TF); (B) O versus F

(OF); (C) O versus T (OT).

The yellow dots represent down-regulated genes. In contrast, cyan dots represent
up-regulated genes. Dark dofts represent the non-significantly DE genes.
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Figure 55: Graph representing the distribution of the significantly differentially expressed
genes (DEG) in relation to their log2 fold change valuves.

Blue squares represent up-regulated genes with a log2fold change value comprised
between 0 to 2 for the light blue, 2 to 4 for the median blue and superior to 5 for the
dark blue. Yellow squares represent the down-regulated genes with different color
intensities which are corresponding to the value of log2fold change, log2fold change
value comprised between 0 to 2 for the light yellow, 2 to 4 for the median yellow and
superior to 5 for the dark yellow.

When focusing on the OF comparison, 906 genes @axm-degulated and 1 786 genes are
up-regulated in the oval morphotype. As far asughv¢egulated genes are concerned in the OF DEG
list, 662 genes are differentially expressed a ilban a value of 2 for the log2fold change an84 0
being differentially expressed at a log2 fold chawwgmprise between 2 to 5. Only few genes are
up-regulated at a value greater than 5. The dagnlated genes of OF are mostly higher than the
log2fold change value -5,with only 11 genes beiiftpentially expressed at a log2fold change
lower than -5, 332 genes comprised between 2 todb5%3 genes having a log2fold change
comprise between 0 to 2. The OT comparison re\&at3 DEG with 1 396 being down-regulated
and 2 157 being up-regulated. When looking ataolg fold change value, 744 of the up-regulated
genes are in the 0-2 range for their log2 fold geavalue, 1 255 genes are between 2 to 5 and 158
genes are higher than 5. The down-regulated gevssegs 746 genes comprised between 0 to 2 and
624 genes comprised in the interval 2 to 5. Onlg@®es are down-regulated at a log2 fold change

value greater than 5 for the OT compariseigyres 54 and 55%.



4.3.3 Functional profiling analysis
In order to characterize the biological process)(&k molecular function in which DEG

are involved, a gene ontology (GO) term analysis marformed using Blast2GO (Conesa et al.,
2005; see experimental procedure for details). &gy to 70 % of the transcripts from RNA-Seq
data have been annotated with GO terms. The pig¢ ohséhe TF comparison shown that some
biological process are regulatdeéiqure 56). Among them, DNA integration represent about 40%
of the DEG genes which are almost all down-regdlaBegnal transduction BP is enriched to 25%,
being also down-regulated. The oxidation-reducfioytess is also appearing as 25% of the overall
down-regulated genes. Genes dedicated to singbimm transport accounted for 12.5% of the
DEG and are also mainly down-regulated. Finallptg@n metabolic process and organic substance
biosynthetic process are completed the overalldveh-regulated pie chartEigure 56). Similar
results were obtained when considering the scostilalition at the molecular function level
(Figure 57). Indeed, for example, above 40% of the down-r&tgal genes are corresponding to
nucleic acid binding activity, 20% coincide witlysal transducer activity and about 15-20% of the
down-regulated genes are representing by altematwdase activity. Altogether, these results

reinforce the ones achieved for the biological pesc

As already mentioned, 2 692 genes are differeptiahpressed in the OF pairwise
comparison with 906 genes down-regulated and 1gé8@s up-regulated. Among these genes,
above 25% are corresponding to single-organisnuleellprocess with the majority being up-
regulated, 12.5% belong to the gene expressionl2aids to the single-organism transpéiig(re
58). As far as gene expression BP is concerned,&impdrcentage of genes can be found in the up-
or down-regulated categories. In contrast, RNA in@ia process seems to be more down-
regulated. Genes involved in the regulation ofutafl process are equally distributed between the
up- and down-regulated genes. Similar repartit®iobserved for genes involved in the cellular
protein modification and oxidation-reduction pragel contrast, genes implicated in the cellular
macromolecules biosynthetic process and organgeitrcompound metabolic process are all up-
regulated whereas cellular nitrogen compound bitbstit process are down-regulatéiylre 58).

The analysis at the molecular function level shdahat transferase activity, hydrolase activity,
nucleic acid binding, metal ion binding and oxiditwuetase activity are equally classified in the up-
and down-regulated sub-categoriegy(ire 59). In contrast, genes dedicated to the purine bodi

(purine ribonucleotide binding, purine ribonucletesi triphosphate binding and purine

ribonucleoside binding) are all down-regulatédy(ire 59).
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Figure 56: Pie charts representing the biological processes which are alliterated in
the TF pairwise comparison.

(A) Overall biological processes associated to up- and down-regulated genes and
(B) biological processes which are specifically associated to down-regulated genes.
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Figure 57: Pie charts representing the molecular functions which are alliterated in the
TF pairwise comparison.

(A) Overall of the molecular functions associated to up- and down-regulated genes;

(B) molecular functions associated to up-regulated genes and (C) molecular
functions associated to down-regulated genes.
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Score Distribution [Biological Process]

cellular nitrogen compound
biosynthetic process (36.835)
organonitrogen compound single-organism cellular process
metabolic process (57.601) (551.636)

oxidation-reduction process (126.2)
RNA metabolic process (161.633)

cellular protein modification process
(163.814)

phosphate-containing compound
metabolic process (194.123) gene expression (244.065)

cellular macromolecule biosynthetic
process (197.271)
s single-organism transport (218.425)
regulation of cellular process - \
(217.693)

response to stimulus (218.119)

nucleobase-containing c?mcu.?d
biosynthetic process (23.12
single-organism locaization (26.374) /,-—
organonitrogen compound
metabolic process (29.447)

small molecule metabolic process
(34.374)

cellular protein modification process
(43.704)

ganism cellular proce

/ (270.96)

RNA metabolic process (55.086)
cellular macromolecule biosynthetic . s
process (77.4) ! N ) transport (133.86)
oxidation-reduction process 1
(81.378)
gene expression (102.39)

regulation of cellular process

phosphate-containing compound (128.967)

metabolic process (110.819)

C) cellular nitrogen compound
biosynthetic process (9.531)

organic substance biosynthetic
process (30.749)
metabolic process / ,\

(36.748)

RNA metabolic process (68.895)

oxidation-reduction process (47.6) transmembrane transport (68.093)

gene expression (50.034)

regulation of cellular process
(62.713)
celllar protein modification process
(57.442)

Figure 58: Pie charts representing the biological processes which are dlliterated in
the OF pairwise comparison.

(A) Overall biological processes associated to up- and down-regulated genes and
(B) biological processes which are specifically associated to up-regulated genes,
(C) biological processes associated to down-regulated genes.
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Figure 59: Pie charts representing the molecular functions which are alliterated in the
OF pairwise comparison.

(A) Overall of the molecular functions associated to up- and down-regulated genes;

(B) molecular functions associated to up-regulated genes and (C) molecular
functions associated to down-regulated genes.
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Among the 29% of the transcriptome thus represgrgits53 genes which are significantly
differentially expressed in the OT pairwise comgan, 25% correlated with single-organism
cellular process. Such BP seems to be mainly uplatagl in the OT conditiorF{gure 60). Some
of the DEG are implicated in single-organism tramspeing mostly up-regulated as it is for the
phosphate-containing compound metabolic processporese to stimulus, cellular protein
modification process, cellular macromolecule bidbgtic process, cellular nitrogen compound
biosynthetic process-{gure 60). By opposition, oxidation-reduction process is@ty distributed
between the up- and down-regulated genes and the @epression BP is exclusively down-
regulated. When looking at the molecular functioalgsis, it appears that the hydrolase activity,
the nucleic acid binding and the oxidoreductaswiacare equally represented in both the up- and
down-regulated genes listSigure 61). The transferase activity is only present inuperegulated
genes category. An opposite situation appearhi®ATP binding which are only down-regulated.
The metal ion binding function are present in bzike with a majority of genes being up-regulated
(Figure 61).
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Figure 60: Pie charts representing the biological processes which are alliterated in
the OT pairwise comparison.

(A) Overall biological processes associated to up- and down-regulated genes and
(B) biological processes which are specifically associated to up-regulated genes,
(C) biological processes associated to down-regulated genes.
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Figure 61: Pie charts representing the molecular functions which are alliterated in the
OT pairwise comparison.
(A) Overall of the molecular functions associated to up- and down-regulated genes;

(B) molecular functions associated to up-regulated genes and (C) molecular
functions associated to down-regulated genes.
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4.3.4 Intersection analysis reveals specific pathways which are up-regulated in the oval
morphotype
Intersection analysis was performed in order tontife specific genes which can be

attributed to one morphotype. The resulting Venagthm is presented in tHagure 62 It
demonstrated that 52 genes are common to all g@Ereamparisons. These genes are differentially
expressed in a common manner for the three morpastyHowever, when looking precisely at the
log2Fold Change, this one is reflecting a spegéne expression level for each morphotyfeb{e

27). Among the list, 17 genes were not annotated atjh GO term. 18 genes out of the 52 are
encoding for proteins related to nucleic acid bmgdiunctions with a very high percentage (almost
70%) being DNA polymerases (Pol proteins). Thig faavell illustrated in the score distribution
pie charts which came out from the analysis oBReand molecular function distribution through
Blast2GO analysis. Indeed, DNA integration and eiecacid binding occupy the biggest part of
the pie chartsKigure 63).

TF OF

oT

Figure 62: Venn diagram showing the distribution of the DE genes between the three
pairwise comparisons.

Please follow the link below for downloading the table
httos://ent.normandie-univ.fr/filex/aet?k=Rk4ufUGpfCOA3aHQxWs

Table 27: Lists of the significantly differentially expressed genes associated with GO
terms which have been obtained from the Venn diagram as a result of the
intersection analysis
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Figure 63: Pie charts representing the biological processes and molecular functions
which are dlliterated in the 52 common genes between TF, OF and OT.

(A) Overall biological processes associated to up- and down-regulated genes; (B)
overall of the molecular functions associated to up- and down-regulated genes.

Coming back to the Venn diagramidure 62), it is noticeable that only 5 genes came out
to be specific of the TF pairwise comparison. AmtngGO terms associated, transferases activity,
carbohydrate and nucleic acid binding proteinslmafound. The TF and OF comparisons overlap
and present 12 common genes which are either assddo any GO term (5 genes) or relative to
signal transduction and DNA integration procesgdbes). Similarly, 51 genes show up to overlap
between TF and OTT@ble 27), thus being specific from the triradiate morplpety18 out of the
51 genes are encoding for putative proteins whicheatly do not have any associated GO terms.




Among the rest, signal transduction and DNA intégrarepresent almost 45% of both the BP and
molecular function distributions. Oxidation redactiprocess, transmembrane transport and protein

phosphorylation are also enrichdicable 27).

In order to identify genes which are specificalbyah- or up-regulated and pathway affected
in the oval morphotype, a particular attention lbesn paid to the analysis of the 2 336 DEG which
are at the intersection of the OF and OT pairw@amarisons Table 27). Among this DGE list,
68% of the genes were up-regulated. For this datas6O and a pathway analysis were ran in
parallel independently. Results of the GO analgsid enrichment for both the biological process
and molecular functions are summarized in Figure 64. The pie charts shown that the single-
organism cellular process, the cellular protein iincation process, the small molecule metabolic
process and gene expression represent major kalggiocesses which are modified within the
oval morphotype fromP. tricornutum The analysis at the molecular function level hgjtt
changes in the hydrolase activity, nucleic acidilrig, transferase activity, oxidoreductase actjvity

protein and ATP binding as well as transition meialbinding.
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Figure é4: Pie charts representing the biological processes and molecular functions
which are alliterated in the 302 genes included exclusively in OF.

(A) Overall biological processes associated to up- and down-regulated genes; (B)
overall of the molecular functions associated to up- and down-regulated genes.
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In parallel, genes encoding for known enzymeseéPthricornutums genome were mapped
in KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genoma#f)yways using both B2GO and pathview
(Luo and Brouwer, 2013). Among the 2 326 genes fiteerDGE list, 1 862 are possessing a Uniprot
annotation and only 1 483 sequences are havingt@douged EC numbers. The pathway analysis
supports a putative activation of key primary met@n pathways such as the glycolysis, the
pentose phosphate pathway and the biosynthesisu@éotides and triglycerides in the oval
morphotype ofP. tricornutum(Table 27). Indeed, the depolymerisation of chrysolaminating
diatom storagei(1,3)-glucan, by a set of glucanases into free agacand then its subsequent
phosphorylation by hexokinase into glucose 6-phasphallows to supply the glycolysis and the
pentose phosphate pathway in carbon sources. Twemexpression of the glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, that catalyzes the simtbeglycerate 1,3 bis-phosphate in the
glycolysis, as well as the overexpressionsob-units of the pyruvate dehydrogenase allow the
conversion of glucose 6-phosphate into acetyl CowAttie carbon supplementation of the citrate
cycle. In addition, nucleotide biosynthesis is Iykdriggered in the oval morphotype of
P. tricornutum For instance, overexpressions of the glucosee®piate dehydrogenase,
6-phosphogluconolactonase and 6-phosphogluconatgda®menase of the cytosolic pentose
phosphate pathway reflect the activation of theséphosphate biosynthesis that is required for the
synthesis of both nucleotides and deoxynucleot{deble 27). Genes encoding key enzymes
involved in the biosynthesis of purines and pyrimé$ are also overexpressed in the oval
morphotype.
Analysis of the expression of genes encoding engyofighe lipid pathways mainly revealed a
down-regulation in the oval morphotype of genesodimty enzymes specific from the fatty
degradation together with the overexpression ofdtiaeom phosphatidic acid phosphatase as well
as monoacyl and diacylglycerol O-acyltransferaseis] this suggests that triglyceride biosynthesis
is activated in this morphotype. Among other gemily exhibiting differential expression between
P. tricornutummorphotypes, it is worth noting that a mannose deénia overexpressed in the oval
diatom. This enzyme is able to supply the cytosainennose 6-phophate that is required for the
biosynthesis of GDP-Man nucleotide sugar. This msapport an active biosynthesis of the
glucuronomannans in this morphotype. Indeed, ghhmomannans have been previously described
to be the main polysaccharide componenPotricornutums cell wall (Abdullahi et al., 2006;
Chiovitti et al., 2005; Willis et al., 2013). Indition, the gene encoding for the glucosamine trset
6 phosphate aminotransferase (EC 2.6.1.16) is degulated, therefore limiting the synthesis of
L-glutamate and D-glucosamine-6-phosphate. Meamwlihe amidophosphoribosyltransferase
(EC 2.4.2.14) is up-regulated meaning that the Utaghine is used to synthesize 5-phospho



ribosylamine which enter into the purine metabolidrhis example illustrate again that the oval

morphotype promotes purine synthesis pathway agxpense of the aminosugars metabolism.

The metabolism of some of the amino acids is alsdified within the oval morphotype
(Table 27). For example, the Serine biosynthesis is up-etgdl whereas its transformation into
glycine is down-regulated leading overall to arr@ase of Serine. The global pool of Cysteine is
also boost. Indeed, the Serine is transformed @ykteine through the overexpression of the gene
encoding for the cysteine synthase A (EC 2.5.1a% the formation of the acetyl-L-Serine
intermediate. The synthesis of the D-cysteine iensify through the up-regulation of the gene
encoding for an amino acid racemase (EC 5.1.1BeE¥ide the regulation of the Serine and Cysteine
metabolism, some of the steps of the Arginine bitsgsis are also down regulated (EC 2.6.1.1; EC
1.4.1.1; EC 2.1.3.3) leading to a decrease of glata and citruline which are both precursors of
Arginine and Aspartate. The gene encoding for ttetadactate synthase I/ll/lll large subunit (EC
2.2.1.6) is also up-regulated. This enzyme transégoyruvate in S-2-aceto 2 hydroxybutanoate, an
intermediate of the L-isoleucine biosynthesis. Thsine aminotransferase (EC 2.6.1.5), the
aromatic amino acid transaminase (EC 2.6.1.57) adpartate transferase (EC 2.6.1.1) and the
histidinol-phosphate aminotransferase (EC 2.6.4r8)down regulated. All together, these steps
induce a reduction of the accumulation of L-glutéanthus favoring the synthesis of Phenylalanine
and Tyrosine. In agreement to this and the impdserved on Isoleucine metabolism, the
overexpression of genes encoding for the pheny&t&®NA synthetase alpha chain (EC 6.1.1.20)
and the isoleucyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.5)lmamoticed. In complement, an overexpression
genes encoding respectively for the alanyl-tRNAgtase (EC 6.1.1.7), the lysyl-tRNA synthetase
class | (EC 6.1.1.6) and the methionyl-tRNA syrdiset (EC 6.1.1.10), even if the Lysine and
Methionine metabolism are not affected. In constrgenes encoding for the aspartyl-tRNA
synthetase (EC 6.1.1.12) and the asparaginyl-tRMithetase (EC 6.1.1.22) appears to be
significantly down-regulated. As the aminoacidsabelism and aminoacyl tRNA biosynthesis was
perturbed, we decided, then, to focus our anatysikie protein metabolism. The path view analysis
demonstrated that the cellular protein modificawacess are up-regulated, thus confirming the
previous BP and molecular function studies. Indeadh analyses demonstrated that several actors

involved in the protein degradation processingugreegulatedKigure 65 and Annexe 3
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Figure 65: Mapping of the DE genes exclusive to the oval morphotype on metabolic
pathways.

(A) Protein processing in endoplasmic reticulum pathway; (B) Ubiquitin mediated
proteolysis pathway; (C) Protfeasome pathway.




Among them, genes involved in protein processinthenendoplasmic reticulum (ER) are
up-regulated Kigure 65A). This is the case for the Sec61/Sec62/Sec63 @xmphich are
membrane protein translocators allowing the trazeglon of a neo-synthesized polypeptide within
the ER (Conti et al., 2015; Meyer et al., 2000pamallel, genes like Ubc6/7, Derlin, skpl encoding
for proteins belonging to the Ubiquitin ligase cdexp(Ciechanover et al., 2000; Glickman and
Ciechanover, 2002) and genes encoding for actafsedER-associated degradation (Derlin, NEF,
SHSF, DUB) that detects misfolded proteins in tRedfd targets them for destruction (Vembar and
Brodsky, 2008) are also up-regulated. In additiba,ubiquitin-mediated proteolysis mechanism is
also up-regulatedFHgure 65B) as well as some genes encoding for protein stswii the
proteasomeRigure 65C). Thus, taken together, those results suggedtshibdgrotein degradation
metabolism is much more active in the oval morppetgis compared to the others and it can be
hypothesized that like in other eukaryotes, Sedc®d63-Sec63 complex might also, B
tricornutumbe responsible of the backward transport of ERepme in order to submit them to the
ubiquitin-proteasome dependent degradation pathWéy.noticed that in the KEGG pathway
corresponding to the protein processing in the HR, gene encoding for SAR1, a GTPase
specifically found in COP Il vesicles, were up-rieged Eigure 65A). Therefore, we decided to
focus on the vesicular transpofigure 66) and observed that the gene encoding for Betlglgi G
vesicular membrane trafficking protein was up-rated. This protein is a Golgi-associated
membrane protein that participates in vesiculangpart from the ER to the Golgi complex. In
human, it has been demonstrated that this proteiatibns as a SNARE involved in the docking
process of ER-derived vesicles with tie Golgi membrane (Morsomme et al., 2003; Parladi et
2000). Additionally, Sec22, a gene encoding foNRARE involved in targeting and fusion of ER-
derived transport vesicles with the Golgi complexweell as Golgi-derived retrograde transport
vesicles with the ER(Lewis et al., 1997; Liu andlBae, 2002) is up-regulated. This particular
SNARE has been recently described to be responfsiblbe regulation of the ER morphology in
Drosophila (Zhao et al., 2015). Therefore, once can hypotlkeethat the ER morphology of
P. tricornutums oval morphotype needs to be maintain to face dheractivity of the cell
machinery. In our experiment, the gene encodinghferSyntaxin 6 (STX6) was also up-regulated
(Figure 66). STX6 is a Q-SNARE (Wendler and Tooze, 2001). It displays apanant role in
protein trafficking between thieans-Golgi network (TGN) and the ensodomal system (Gétead.,
1999; Kuliawat et al., 2004; Mallard et al., 20083.up-regulation in the oval morphotype suggest
that theP. tricornutumcells are secreting more materiel for degradatimaugh the endosomal

system as compared to the other morphotypes.
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As a validation experiment, the gene expressioafdathe oval morphotype were compared
to the ones of T+F combined together. This compareame out with a similar DGE list as the one

containing the 2 336 differentially expressed gegeserated from the Venn diagram (data not

shown).
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Figure 66: Mapping of the DE genes exclusive to the oval morphotype on the SNARE
interactions in vesicular transport pathway.




4.4 DISCUSSION

This work is aiming at studying and comparing th@nscriptomes of the three main
morphotypes froni. tricornutum namely the fusiform, ovale and triradiate oner(@®atzka and
Volcani, 1978; He et al., 2014; Lewin et al., 195@sson et al., 2009). In order to get the most
accurate transcriptomic comparisons, Pt3 strainadapted to generate enriched cultures in each
specific morphotype. Such enrichment reached ninane 80% for the triradiate morphotype culture
and more than 90% for the fusiform and ovale cekuEven if it was not possible to reach 100%
for each morphotype, the above mentioned percergagms to be high as compared to previous
articles. Indeed, for example, Maheswari and coexsrin 2010 generated an ESTs database on the
three morphotypes d?. tricornutumissued either from the Pt3 strain for a culturaoked up to
80% in oval; from the Pt8 strain for a culture eh&d up to 70% in triradiate and finally Pt1.8.6 fo
a culture containing more than 95% of the fusifocells. One year later, De Martino and
collaborators reported evidence that environmeaitahges elicit morphological interconversion in
P. tricornutum This study was performed using cultures of P&lc®ntaining 80% of the fusiform
morphotype and cultures of Pt3 containing 60% odlaells (De Martino et al., 2011). The
temperature used for these cultures was 19°C slyntlawhat was used for the Pt3 cultures in the
current work. The mentioned previous studies wesegopmed by using different strains as
representative culture of one specific morphotypeontrast, in the present work, we have choosen
to generate morphotype enriched culture all is$tged the Pt3 strain as it was clearly demonstrated
that different accessions oP. tricornutum were significantly different genetically and
morphologically (De Martino et al., 2007), thusroducing potential biases within the results. In
addition, the enriched cultures for one specificphotype generated for this study were stable over
several months and years as previously describadu#@ et al., 2011; Borowitzka and Volcani,
1978; De Martino et al., 2007; He et al., 2014; lreet al., 1958). The integrity of the cellular
organization was confirmed for the three morphatypg TEM and was consistent with data
previously described in the literature (Borowitzkad Volcani, 1978; Gugi et al., 2015; Tesson et
al., 2009). Our experimental plan (Figure 2) wasigleed to combine recommendations for the
RNA-Seq data analysis best practices as recentigwed by Conesa and collaborators. To
demonstrate the robustness of the RNA-Seq datanebtéan this study, 22 DEG were randomly
selected and their respective expression levelamnab/zed by qRT-PCR. The correlation between
the gRT-PCR results and the RNA-Seq measuremerg oatwith a Rvalue equal to 0.799, thus
supporting the high quality and consistency ofdhtaset.
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Pairwise comparisons of the morphotype’s gene aspye data were performed by
considering that the fusiform morphotype (F) was tbference because it is the most common
morphotype found in culture (De Martino et al., 20Bhao et al., 2014). Therefore, the comparison
TF, OF and OT were done respectively. Only smdfedBnces representing less than 1% of the
transcriptome were observed in the TF comparisambs120 genes were significantly differential
expressed between these two morphotypes. This agreement with the report of Bartual and
coworkers in 2008 which considered the fusiform addiate morphotypes frof. tricornutum
as two basic morphotypes. More differences weremiesl in the OF and OT pairwise comparisons.
Indeed, 2 692 and 3 553 genes were significantfgréntially expressed in these conditions. Such
results represent 22 and 29% of the transcriptamegsectively. About 83.3 % of the genes are
down-regulated in the TF condition whereas 67%hefdenes are up-regulated in OF and 62% are
up-regulated in OT, suggesting that the oval mongl®might be more metabolically active. Amid
these genes, 30 to 35% does not have any asso@atedrm. This could probably due to the fact
that the genome d®. tricornutumcontains specific genes related to diatom metaimlindeed,
previous reports indicate that at least 10 % ofdia@om genomes correspond to diatom specific
genes (Armbrust et al., 2004; Bowler et al., 20@8ntsant et al., 2005). Even if not completed,
the GO annotation obtained in this work seems todbeer than previous studies which are reported
that only half of the diatom genes can be assidoea putative function using homology—based
methods (Maheswari et al., 2009). Similarly, Rogzttal., 2014 suggested recently that half of the
diatom genes encodes for protein of unknown funstidlereafter, more functional characterization
need to be done in order to characterize the DGiehagtill do not have any associated GO term.
Surprisingly, lots of these genes are presentigh talue of log2 fold change being in the extreme
parts of the vulcano plot&igure 54).

The GO annotation and intersection analyses redegddal changes in major categories of
genes involved in various pathways when comparwg by two the morphotypes from
P. tricornutum A particular focus has been done on the anabfstse 2 336 DEG which are present
at the intersection of the OF and OT pairwise camspas, thus being characteristic of the oval
morphotype. Within the 2 336 DEG, 68% were foundhéoup-regulated, thus suggesting that the
metabolism much be more active in the oval morpb®tyhich is known to be resistant to stresses
(De Martino et al., 2007). In our hand, the ovakphmtype pathway analysis supports an activation
of key primary metabolism pathways such as thealysgis, the pentose phosphate pathway and the
biosynthesis of nucleotides and triglycerides sanyl to what has been described in the fusiform
morphotype when studying the lipid accumulation hagtgsms following nitrogen deprivation

(Yang et al., 2013). Altogether, these results sstgyl that the triglyceride biosynthesis is actiglat



in the oval morphotype, that the glucuronomannasypithesis is more active and that the oval
morphotype promotes nucleotide synthesis pathwaychSincrease of the triacylglyceride
biosynthesis pathway has been previously reportednwPtl strain fronP. tricornutumwas
cultured in media depleted in nitrate and exogemiasphate (Valenzuela et al., 2012). As far as
the glucuronomannan biosynthesis is concerned, cagehypothesize that the oval morphotype
which is resistant to stresses need to proteclf itg¢h a bigger layer of cell wall. Indeed,
glucuronomannan has previously been describedtesent the major polysaccharide component
of the cell wall fromP. tricornutum(Gugi et al., 2015P. tricornutumcells, like all other eukaryotic
cells, contain a conventional endomembrane systanposed of the nuclear envelope, the ER, the
Golgi apparatus and theans Golgi network which are connected to each othardsycular shuttles
(Brighouse et al., 2010). When looking at the dpeaictivity of the endomembrane system, we
notice that the protein processing in the ER wasexpressed jointly with some actors from the
Ubiquitin ligase complex as well as genes involirethe ER-associated degradation process which
encode for proteins involved in the detection ofsfoided proteins and their targeting for
destruction. In the same guideline, the ubiquitedmted proteolysis mechanism, the proteasome
and vesicular transport are also up-regulated. silits demonstrate that, in the oval morphotype,
more proteins are secreted and sent for degradiiongh the endosomal system as compared to

the other morphotypes.

In the future, the RNA-Seq data generated in tlugkwvill be used to identify and discover
novel transcripts, alternative splicing analysid @olymorphism irP. tricornutum This will help
unravel rare and novel transcripts and detect eaétdyer of regulation never studied so far in
P. tricornutum Additionally, it should allowde novotranscript reconstruction which could help
refining the quality of the genome annotation. ttuld also be interesting to analyze and compare
the small RNAs transcriptome and the DNA methylatgtatus of the three morphotypes, and
evaluate whether the ovale morphotype is presestinge differences when compared to the other
morphotypes. Indeed, Rogato and co-workers denaiadtin 2014 that small RNAs, including
ncRNAs, could play important functional roles whentricornutumfusiform morphotype was
grown at 18°C under different conditions of lighdairon starvation. These results suggest that
small ncRNAs may be fundamental for the biologyPofricornutumespecially when responses to
stresses are concerned (Rogato et al., 2014). foherét can be tempting to think that the oval
morphotype may have a different profile of smalRMNA compared to the other morphotypes in
P. tricornutum.This hypothesis is coherent with the fact thatun findings some actors from the
spliceosome (Sm; SF3b; Prp38; DIB1; SPF27; PPlaia dot shown) are up-regulated in the oval
morphotype. Finally, proteomic study comparingttimee morphotypes frof. tricornutumwould
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also be interesting to study and should allow taficm and complement the present transcriptomic
finding and oval specific features. Previous resftiim (Gutenbrunner et al., 1994) and co-workers
suggested in 1994 from comparative SDS-PAGE expmarisnthat the fusiform and oval protein
patterns are slightly different. Based on the DS Ithat were obtained in the current RNA-Seq
analysis, we can expect much more differencesegptbtein expression level when comparing the
oval proteome to the one from the fusiform andcathate respectively. The quality and power of
such proteomic approach should be increased iptheeome used as a reference is based and
enriched in reconstructed transcripts. In turn,tggwgenomics which intend to identify novel
peptides and proteins (not present in the refergmogein sequence databases) from mass
spectrometry—based proteomic by using a custonpreidin sequence databases generated from
genomic and transcriptomic information (Nesvizhsk14). In complement, proteomic data from
P. tricornutumcould be used to refine gene models based onipieteel evidence of gene

expression.



4.5 MATERIELS AND METHODS

4.5.1 Culture and growth conditions
Phaeodactylum tricornuturetrain Pt3 was used for this study (De Martinolgt2007).

Cultures enriched in fusiform, ovale or triraditenphotypes were adapted in the laboratory. Diatom
cells were grown at 19°C in 1L bioreactors on a/@BHight/night cycle. The intensity of the light
used was 68 pmol st The nutritive medium used was composed of nagealater 100% for
the fusiform and triradiate morphotypes and 10%tha oval morphotype. It was sterilized by
filtration through a 0.22 um filter, autoclaveddathen enriched in Conway containing 40 my.L
of sodium metasilicate (N8iOs) as described in (Baiet et al., 2011). The diateits were cultured
under ambient air at a regulated flow rate of A.88in"t. CQO; from the air was the only available
source of carbon for the diatoms. Bioreactors weseulated with a final microalgae concentration
of 1x1@ cells.mL. A cell count was performed daily on a Nageottansher. This cell count was
done in triplicate for each culture during 15 day$ollow the cell growthEigure 48). According

to this protocol, cultures containing a dominantphotype were done in parallel. Four biological

replicates for each morphotype’s culture were peréml independentlyHgure 49).

4.5.2 RNA extraction
In order to isolate total RNA, cells were collectddlay 8, in the middle of the exponential

growth phaseRigure 48). For each culture, 100 mL (88¢ells) were recovered and centrifugated
during 3 min at 10 000 g at 19°C. Cell pellets wiemenediately resuspended in 1mL of TRIzol®
Reagent (Ambion by Life Technologies) and the sosjg® transferred in a 2 mL tube of lysing
matrix E (MP Biomedicals) and immediately flashzea in liquid nitrogen. The samples were then
stored at -80°C until RNA extraction. For RNA extian, cells were lysed by 4 runs of 30 sec at
6.5 m.st with the FastPrep®-24 high-speed benchtop homagerfMP Biomedicals). Samples
were stored on ice between each run to avoid RNykadiation. Cell lysates were then incubated at
room temperature during 5 min prior to a 5 min gérgation at 14 000 g. Then, RNA was isolated
using the TRIzol® reagent by using the standardoga given by the supplier (Ambion®, Life
Technlogies) followed by a purification on NuclewsBNA Il column (Macherey-Nagel) including
an on-column DNAse | treatment and finally elutathv6Op L of RNAse-free water and stored at -
80°C until library preparation. For each prepamtithe RNA concentration was determined in
duplicate using a Nanodrop spectrophotometer (TaeBgientific). In addition, the RNA quality

was controlled using an Agilent 2100 Bioanalysegil{@nt Technologies).
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4.5.3 Library preparation and RNA-sequencing
Libraries were prepared from 4ug of total RNA udimg lllumina Truseq® Stranded mRNA

Sample Preparation kit according to the manufactipeotocol (lllumina). Briefly, mMRNAs were
purified and fragmented before first strand syn)esecond strand synthesis was performed and
adaptors were ligated to the products before PCRIiavation of the samples as previously
recommended to minimize bias (van Dijk et al., 201ddexed Libraries were normalized and
pooled two by two for random multiplexing. Libragiavere subjected to a 75 bp paired-end
sequencing on an lllumina GAIIx, according to thamafacturer's protocol. Two samples were
pooled on a flowcell lane. Raw image files werecessed using the Illumina Real Time Analysis
(RTA 1.9) software (lllumina). Demultiplexing wanformed using CASAVA 1.8.2 (lllumina).
On average, 38 millions of reads were generateda®iple corresponding to 2.9 Gb per sample.

94% of bases were read with a Qscore above 30.

4.5.4 Bioinformatic analysis

4.5.4.1 Quality assessment
Quality assessment of the short reads was realithd FastQC v0.10.1 (S. Andrews,

FastQC a quality-control tool for high-throughput eqgaence data,
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projeastfic/2010) Kigure 67). Over represented
sequences were found to correspond to adaptessfilst attempt, various trimming assays were
tested wusing either the FASTX-Toolkit (FASTQ/A dshaads pre-processing tools,
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) or a hgonecedure with perl scripting. Such treatment of
the data had no impact on the results of the magppimerefore, the trimming step was not necessary

and we decided to keep all the reads without tringnfior further steps.

F1R1 F1R2 F2R1 F2 R2 F3R1 F3 R2 F4R1 F4 R2

Fusiform

O1R1 01R2 02R1 02R2 O3R1 03 R2 04R1 04R2

Oval

Triradiate

Figure 67: FastQC report depicting per base sequence quality for the 4 biological replicates of
the respective enriched cultures for either the fusiform, triradiate or oval morphotype.




4.5.4.2 Read alignement
Raw reads were aligned to tRe tricornutumreference genome sequence (.FA), and the

reference annotations (.GTF), both obtained from
http://protists.ensembl.org/Phaeodactylum_tricarnuirelease 25, dec 2014). The total genome
sequence (JGI-Phatr2, Assembly ASM15095v2 Feb 2008DC Assembly GCA_000150955.2)
contains 27 568 093 bp including 33 finished nuatd@omosomes (26 138 756 bp), the chloroplast
chromosome (117 369 bp) and 55 unmapped sequeRbesrZ bd, 1,311,968 bp). All were
included in this study for comprehensive analysiough transcripts from the chloroplast lacking
polyA tail are supposed to be automatically remodaed to the purification method of the mRNA
by polyA selection, we nonetheless decided to ohelthe chloroplastic genome. EnsemblProtists
annotations (.GTF file) used for alignment inclutiz2 178 protein coding genes (12 392 gene
transcripts), 177 non-coding genes and 37 pseud@sgdR®NA short reads were aligned to the
reference genome using the splice junction mapppHat 2 v2.0.6 (ccb.jhu.edu/software/tophat/)
(Trapnell et al., 2009) with "the option "-libratype fr-firststrand”, and Bowtie v2.0.2 (Langmead
and Salzberg, 2012; Langmead et al., 2009) witaudeparameters with the exception of Max-
multihits = 1.

4.5.4.3 Read count and normalization
For gene expression quantification, the resultilgnenent files for each condition, and the

reference annotation (.GTF file) guiding the traieount values, were provided to HTSeq-Count
v0.5.4p1 (Anders et al., 2015) used with the irgetisn-nonempty mode. For each gene defined in
the Phatr2 database, counts were normalized witlSegE v1.14.0 (Love et al., 2014;
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/tEbBeq2.html). Normalized counts allowed us
to estimate the fold-change in transcript levelwal as the logFold Change, for the three pairwise
conditions (oval versus fusiform, oval versus tliede and triradiate versus fusiform).
4.5.4.4 Differential analysis

In order to carry out differential analysis, DESeqg2.14.0 (Love et al., 2014;
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/mtEbeq2.html) was used to perform pairwise
comparisons between samples to find significantfgi@ntially expressed transcripts.

RNA-Seq quantification based on normalized reachtowas performed. To do so, we used discrete
probability distributions by applying the Negatianomial (Robinson and Smyth, 2007). The
adjusted p-value was obtained by the Holm-Bonfermeethod which is known to counteract the

problem of multiple comparisons and to control fdrailywise error rate.
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4.5.4.5 Functional analysis and enrichment
Prior to perform such analysis, EPr sequences soraling to ncRNA (tRNA, rRNA,

snoRNA) have been removed manually from the datdsmt each significantly differentially
expressed transcripts (P adjusted value <0.01)a@@tation and enrichment was performed using
Blast2GO v3.3.5 (Conesa et al., 2005; https://wdasti2go.com) with default parameters.
Intersection analysis was performed with Venny vhttp://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).
Pie charts were done with Multi-Level option in 8#2GO considering the biological process and
molecular function. In order to perform mappingraatabolic pathways, significantly DGE were
mapped with the help of Pathview (Luo and Brouv2€]3; http://pathview.uncc.edu), and the
mapping tool of Blast2GO powered with KEGG database

4,55 QgRT-PCR Validation
Twenty-two gene of interest (GOI) were randomlestdd from the RNA-seq data analysis,

picked from the 3 DEG lists resulting from the pase comparisons oP. tricornutumis
morphotypes. Primer pairs specific to each GOl wiessgned by using the the Primer-BLAST tool
at NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primetdst/) as described in chapter Il. Validation
steps of each primer pair in order to control gsdficity and evaluate its amplification efficignc
were performed as previously described (chaptergRT-PCR experiments were achieved as

described in our previous work (chapter I1).

4.5.6 TEM microscopy for P. fricornutum morphotype characterization

4.5.6.1 High pressure freezing (HPF) and freeze substitution (FS)
HPF was performed with the freezer HPF-EM PACT ichemicrosystems (Studer et al.,

2001). Prior to freezindy. tricornutumsuspension-cultured cells were treated 2 hours@€hmM
mannitol as cryoprotectant diluted in culture medivat room temperature. Pre-treated
P. tricornutumcells were then transferred into the cavity of apsr ring used for cryofracture,
which is 100 um in depth and 1.2 mm in diametecdss medium was lightly absorbed by filter
paper. Using a horizontal loading station, the spen carriers were tightened securely to the pod
of specimen holder. After fixation on the loadingvite, specimens were frozen according to a
maximum cooling rate of 10 000°C*s&dncoming pressure of 7.5 bars and working pressfir
4.8 bars. Rings containing frozen samples weredtorliquid nitrogen until the freeze substitution

procedure was initiated.



4.5.6.2 Freeze substitution
After high-pressure freezing, samples were transfeto a freeze substitution automate

(AFS, Leica, http://www.leica-microsystems.com) -powled to -140°C. Freeze substitution
conditions followed a modified procedure from Studeal. (2001). Samples were substituted in
anhydrous acetone with 0.5% uranyl acetate at € 96f 96 h. The temperature was gradually
raised to -60°C using a gradient of +2°C*and stabilized during 12 h, then gradually raiged

-30°C by using the same gradient during 12 h aadually raised again to -15°C for 8 h. Finally,

samples were rinsed twice with anhydrous ethanol.

Infiltration was then processed at -15°C in a sotutcontaining ethanol: London Resin
White (LRW) in a ratio 2:1 overday; 1:1 overnigimidal:2 overday and then 100% of a pure resin
solution overnight. This solution was changed tvéind incubated for 2x24 h. The LRW was finally
polymerised into the AFS apparatus at -15°C unttex uiolet light during 48 h.

Ultrathin sections (80 nm; ultracut UCT, Leica)Roftricornutumcells were collected onto carbon-
formvar-coated nickel grids. A classical stainirgjng uranyl acetate and lead citrate was done
before sections were observed in a Philips, FEh@et2 Biotwin transmission electron microscope
operating at 80 kV, with ES500W Erlangshen CCD agant&atan).

Avalilability of data and materiel

The analyzed data are presented within the diffaedrtes and figures of this paper.

Abbreviations: BP: biological process; DEG: differentially expsed gene; ER: endoplasmic
reticulum; F:P. tricornutumfusiform morphotype; GO: gene ontology; GOI: gehmterest (GOI);
O: P. tricornutumoval morphotype; PPhaeodactylum tricornutunRNA-Seq; Ribonucleic acid
sequencing; TP. tricornutumtriradiate morphotype; KEGG: Kyoto Encyclopedia®énes and

Genomes; EST: Expressed Sequence Tag.
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5.1 Abstract

This work aimed at identifying a set of genes wiialm be used as reference genes in
gRT-PCR analysis in the diatobh tricornutum.Stability of the gene expression of different
potential reference genes selected from commongd uwusekeeping genes and already
evaluated forP. tricornutum(Siaut et al., 2007) or genes showing a stableessmpn in a
RNA-seq transcriptome analysis Bf tricornutumhave been studied. The results allow us to
find most appropriate reference genes for normiatinaf gRT-PCR analysis of the three main
morphotypes fronf. tricornutum ovale (O), fusiform (F) and triradiate (T). Irsacond step,
the reference genes were used to normalize theegsipn of genes involved in the
N-glycosylation pathway. Differential expressiortloése genes in the three morphotypes from

P. tricornutumwas determined.



5.2 Introduction/Background

52.1 QgRT-PCR

Reverse transcription (RT) of RNAs followed by alf8Bme polymerase chain reaction
(PCR) has become a routine tool in molecular biplfay the quantification of RNA (Bustin,
2000; Gachon et al., 2004; Kubista et al., 200GaNet al., 2006). gRT-PCR is a simple and
very sensitive method to quantify gene expresstos.easy to carry out at high throughput and
is now widely used to detect and/or measure diffege in RNA levels between samples.
However, to provide reliable results, the raw gRIRPdata need to be normalized carefully
with selected reference genes (Bennett et al., ;2BL8nin et al., 2009; Vandesompele et al.,
2002).

5.2.2 Validation of reference genes for gRT-PCR data normalization

Traditionally, reference genes are genes encoaingroteins involved in basic cellular
process (cell structure maintenance or primary boditem), supposed to be expressed at
constant levels in all conditions and known as b&easping genes. In the literature, some of
the most frequently mentioned genes for normabizatire for example, actin, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, tubulin or ubiquitinegdhat were in the past, usually used as
control in Northern-blot experiments (Huggett ef 2005). However, unlike Northern blotting
which gives rather a qualitative information on g@xpression, gRT-PCR analysis is intended
to monitor gene expression profiles in a very aatiquantitative manner. Therefore, it is
essential to carefully choose the appropriate eefe genes in the gRT-PCR experimental
design (Chapman and Waldenstréom, 2015; Gutierrak,&2008; Hruz et al., 2011; Kozera and
Rapacz, 2013; Thellin et al., 2009). In additioeference genes have to be validated by
comparison to target genes in a well-defined biicligcontext (Bennett et al., 2015; Bustin,
2010). In the last years, various studies carriat in different species were aiming at
identifying new reference genes suitable for themadization of gene expression analysis by
gRT-PCR (Czechowski et al., 2005; Hruz et al., 2Qdilet al., 2016; Paolacci et al., 2009;
Xiao et al., 2015). Indeed, it is now well-estaldid that no gene is universally stable. In these
studies, a set of candidate reference genes ae tes evaluate their stability in defined
experimental conditions in comparison to the comiynased “housekeeping” genes. Different
statistical programs: NormFinder (Andersen et 2004), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004)
geNorm (Vandesompele et al., 2002) for examplea@adable and used routinely to determine

the stability of the potential new reference genes.
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5.2.3 Identification of reference genes from transcriptomic datasets (microarray

data and RNA-sequencing)

With the development of high-throughput transcripéoanalysis, first by microarray
profiling and very recently, by RNA-sequencing, teysatic analysis of the resulting gene
expression data offers the possibility to identifipvel candidate genes suitable for
normalization of gRT-PCR analysis. In the plant giodrabidopsis thalianaCzechowski et
al. (2005) have identified hundreds of very stagkpressed genes based on a large set of
microarrays data. Among them, 20 were tested iitiaddo 5 traditional reference genes in 20
different physiological and environmental condisdyy qRT-PCR analysis. Most of the novel
genes showed a higher stability in gene exprestorls in these various conditions.
Accordingly to these results, they were recommendsdreference genes to normalize
transcripts levels in Arabidopsis gene expressimdiss and have later on been used in
gRT-PCR analysis. This is the case for exampldhe@PP2A gendAt1gl3320, Huangt al,
2016) and th&ip41-likeone (AT4G34270, Xu et al., 2014}hese new reference genes have
also been used iA. thalianaas a basis to search candidate reference geoéseinorganisms
by sequence similarity, as for example in grape\ihashiro et al., 2016), leading to the
identification of new stably expressed genes is #fiecie and suggesting the possibility that
these genes could also be selected in others gpactes.

Recently, the RNA-Seq technology appears as ariegititool to identify new candidate
reference genes due to its ability to detect theaiéy all transcripts and to access to their
expression profiles. By analyzing RNA-Seq data ioleid from different normal human tissue
types, Eisenberg and Levanon (2013) were ableavige a list of 3 804 genes that show high
expression variability across the 16 differentuess Most of the reference genes previously
identified by a microarray analysis (de Jonge gt28l07) were present in this list. However,
the 2 genes often cited as housekeeping gene ilitenature, GAPDH (glyceraldehyde-3-
Phosphate dehydrogenase) and ACTB (Actin B), wessing. Lin and coworkers (2014) have
combined RNA-Seq and microarrays analyses for eafs¥ genes mining in maize. From a
pool of 1 661 candidate genes, they finally vakdia® genes, stably expressed across various
tissues and developmental stages, under normaksssonditions, as reference genes for gene
expression analysis in maize. In a recent studyd@@at al. 2016), the datasets available from
RNA-Seq experiments were analyzed with the aimirtd hew potential reference genes in
A. thaliana and model crop plants such @dycine max(soybean),Solanum lycopersicum

(tomato) andOryza sativa(rice). A set of novel reference genes were idiedtifor these



species with a higher stability than commonly ussfdrence genes. Altogether, these studies
demonstrated that RNA-Seq data analysis could itiegéty help to identify efficient reference

genes.

5.2.4 Housekeeping genes of P. fricornutum

In 2007, Siaukt al. selected 12 putative housekeeping gend3. aficornutumwhich
were chosen according to the ones used converliiongllants, mammals and yeast. For each
gene, a couple of primers was designed and te&tadng the 12 genes tested, an analysis of
the gRT-PCR data with the geNorm program (Vandesbengt al., 2002) demonstrated that
the most stably expressed housekeeping genes mesRiPS(ribosomal protein small subunit
30S) andTBP (TATA box binding protein) genes in the experimémtanditions defined for
the study, i.eP. tricornutumPt1 8.6 and Pt8 cells grown at 18°C with a 12 hi@beriod (175
umol.m2.s?). The RPS and also the histard reference genes were then used to normalize
the FcpB (Fucoxanthin, Chlorophyll a/c- binding Protein BEne expression values. In
subsequent gene expression studieB.dficornutuminvolving gRT-PCR analysis, the best
reference genes identified by Siaut and coworke2(@7, in particulaRPSand H4, were
generally used (Coesel et al., 2008; De Riso £2@09; Huysman et al., 2010; Mus et al., 2013;
Zhao et al., 2014). Even when studies are performedarious physiological conditions,
scientists are using the same references genesuvispecifying how these genes behave in
the experimental conditions used. Generally, ontg @eference gene is mentioned. An
alternative reference gene, encoding for a poteritig-1 rev binding protein (now
Phatr3_J42776), was chosen according to microatady in an analysis which studied the

mechanisms of high light acclimationf tricornutum(Nymark et al., 2009).

5.3 Main objectives

In this study, our main objective was to benefiinfr the RNA-Seq dataset that was
generated from a comparative study of the transonps of the three morphotypes (O, F and
T) from P. tricornutumto identify novel reference genes suitable foregerpression analysis
in gRT-PCR by selecting the genes that appearystadpiressed in the RNA-Seq data analysis.
Primer pairs specific to these new potential refeeegenes were then validated, and used in a
gRT-PCR experiment aimed at analyzing the expradsieels of genes encoding the enzymes

involved in theN-glycosylation pathways.
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5.4 Material and Methods

5.4.1 Diatom cultures

P. tricornutumstrain Pt3 (De Martino et al., 2007) was usedis $tudy to purify total
RNAs. Cultures specifically enriched for the threerphotypes were performed in parallel.
Cells were grown at 19°C in 1L bioreactors on a-86Hight cycle at 68 pmol.rhs®. The
nutritive medium used consisted of natural seaw&@% for the fusiform and triradiate
morphotypes and 10% for the oval morphotype. Thediameomposition was as previously
described in (Baiet et al., 2011) containing sone@wzy and 40 mg.L sodium metasilicate
(N&SiOs). The diatom cells were cultured under ambienttia regulated flow rate of 0.83
L.min"t. CQ; from the air was the only available source of oarfor the diatoms. Bioreactors
were inoculated with a final microalgae concentratdf 1x16 cells.mL?. Finally, cells were
collected at day 8 in the middle of the exponergralwth phase.

Genomic DNA extracted frorR. tricornutumPt 1.8.6 strain was used as a control for
primers specificity verification. Thede tricornutumcells were grown in the same conditions

as the ones described for the Pt3 strain.

5.4.1.1 DNA isolation

The NucleoSpin® Plant Il kit (reference number 74Q)7from Macherey-Nagel was
used in order to prepare genomic DNA fr@mtricornutumcells. First, 100 mL of cell culture
was centrifuged during 5 minutes at 4 000g anccéliepellet was subsequently resuspended
in 800 pL of lysis buffer PL1 and transferred i2 anL « lysing matrix tube E » (reference
number 116914050, MP Biomedicals) in order to Iythe sample in a FastPrep-24
Homogenizer (MP Biomedicals). For this purpose,ittsrument was used at a speed setting
of 6.5m/s for 8 rounds of 1 minute. The sample W& centrifuged during 15 minutes at
12 000g and the supernatant was taken to purifyDIN& by using a mini spin column
according to the protocol given by the suppliec)uding a 40 minutes incubation at 65°C with
RNase A. DNA was finally eluted with 1QQ. water, at 65 °C, in 2 steps.

5.4.1.2 RNA purification
All consumables and solutions used to work with RN¥ere certified RNase-free and
the experiments were carried out in a RNase-fre&r@mment. For each morphotype, four



biological replicates (4 independent cultures fmremorphotype) were done and subsequently
independent RNA purifications were carried outdach replicate.

In order to purify total RNAP. tricornutumcells in exponential growth phase when
harvested and 100 mL of each cell morphotype cilivere taken and centrifugated during 3
min at 10 000 g at room temperature to harvestéhis. The cell pellets were then resuspended
in 1ImL of TRIzol (Life Technologies) per 100mL, tiferred in a 2 mL « lysing matrix tube
E » (reference number 116914050, MP Biomedicald) ianimediately flash frozen in liquid
nitrogen. The samples were stored at -80°C untibRXtraction. Lysis of the cells was carried
out by 4 runs of 30 sec at 6.5 rhis a FastPrep-24 Homogenizer (MP Biomedicalsyimsent.
Samples were stored on ice between each run tal avgi degradation. Lysed samples were
then incubated at room temperature during 5 minsaldequently centrifugated during 5 min
at 14 000g. The supernatant was recovered andfdreats in a new microtube, and after
addition of 200uL of chloroform, the sample was tgemixed and then incubated at room
temperature during 3 min. After a 15 min centrifiiga at 12 000 g at 4°C, the upper aqueous
phase was transferred in a new microtube and Inehf 70% ethanol was added. Total RNAs
were then purified on a Nucleospin column usingNbeleoSpin RNA Il kit (Macherey-Nagel)
according to the instructions provided by the sigsgpRNA were finally eluted with 60uL of
RNase-free water and stored at -80°C until furthee. For each sample, two aliquots were
removed to evaluate the RNA concentration with anddimop 2000c spectrophotometer
(Thermo Scientific) and its quality with a Bioanady 2100 instrument (Agilent).

5.4.2 RNA sequencing

Libraries were prepared from 4pug of total RNA usihg lllumina Truseq® Stranded
MRNA Sample Preparation kit according to the mactufar’'s protocol. The detailed method
is described elsewhere (chapter 1) but brief|RNAs were purified and fragmented before
first strand synthesis, second strand synthesispedsermed and adaptors were ligated to the
products before PCR amplification of the samplesleked libraries were normalized and
pooled two by two. Libraries were subjected to epFaired-end sequencing on an lllumina
GA lIx, according to the manufacturer's protocalidlsamples were pooled on a flow-cell lane.
Raw image files were processed using the lllumiealRime Analysis (RTA 1.9) software
(lumina). Demultiplexing was performed using CA8A 1.8.2 (lllumina). The genes which
are differentially expressed between 2 morphotypese identified and their difference in
expression was given in log2Fold Change using D& %eol (Love et al., 2014). This analysis
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was done to compare ¥@rsusT, OversusF and FversusT leading to 3 lists of differentially

expressed genes.

5.4.3 QgRT-PCR analysis
5.4.3.1 cDNA synthesis

The High capacity cDNA reverse transcription karfr Applied Biosystems was used
to carry out the cDNA synthesis with total RNA sdespfrom the four biological replicates of
the three different morphotypes following the maidirer’s instructions. One pg of total RNA
purified as described above was used per reaati@nfinal volume of 20uL, using random
primers as cDNA priming strategy. The cDNAs werentistored at -20°C until use.

5.4.3.2 gRT-PCR primer design

The Primer-BLAST tool at NCBI (http://www.ncbi.nlmih.gov/tools/primer-blast/)
was used to design primer pairs specific of eatdcts gene. The default parameters were
used for the primer searches with the exceptiothef‘PCR product size” which was set to
70-150 bp and in the “Primer Pair Specificity Cheagk Parameters”Phaeodactylum
tricornutum (taxid: 2850) was given for the “Organism”. The ioml primer melting

temperature was set at 60°C.

5.4.3.3 PCR amplification, DNA electrophoresis and Sanger sequencing analysis

In order to control the amplification specificity each selected primers pair, a PCR
amplification test was done using the GoTaq DNAypwrase (Promega) in standard
conditions with a Veriti 96-w Thermal Cycler, 0.2l nvells (Applied Biosystems). One
microliter of DNA or cDNA templates prepared asatédsed above were used in a 50uL volume
of reaction with the following amplification paratees: an initial denaturation step of 3 min at
95°C then 30 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 60f€C3D s at 72 °C with a final extension step
of 5 min at 72°C. Ten microliters out of the 50 pfLlPCR reaction were subsequently analyzed
by a 2% agarose gel electrophoresis prior to chieekspecificity of amplified products by
sequencing. The Sanger sequencing was carried yo@ATC Biotech (https://www.gatc-
biotech.com).

5.4.3.4 Real-time quantitative PCR experiments

The quantitative real-time PCR was carried out whih QuantStudio 12K Flex Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) and the pipgtsteps were done with the Bravo

Automated Liquid Handling Platform (Agilent Techogles). The reaction mix were prepared



in a 96-well reaction plate using the Fast SYBRdarMaster Mix (Applied Biosystems) in a
total volume of 13 pL. The final primer concentoatiin the reaction mix is 100 nM each and
the cDNA volume added is 3 pL. The following amightion protocol was used: 20 s at 95°C
then 40 cycles of 3 s at 95°C, 20 s at 60°C folkblwg the melt-curve analysis: 15 s at 95°C, 1
min at 60°C and 15 s at 95°C. In order to validh&eprimer pairs, a dilution set of cDNA was
prepared as follow: first, a 1/5 dilution of the MB stock is prepared and 4 consecutive 1/3
dilutions were made from it and the 5 cDNA dilusomwere used in the gRT-PCR experiment
to test each primers pair and to determine ther@dtcDNA dilution to use.
The gRT-PCR analysis was done with the optimal cDdNlation determined in the

validation assay, namely a 1/5 dilution was usedunexperiments. The efficiency of each
primers pair was calculated from this validatioheTspecificity of the primer annealing was

also confirmed and a melt-curve analysis perforatetie end of the PCR cycles.

5.4.3.5 gRT-PCR data and gene expression stability analysis
5.4.3.5.1 Selection of the best reference genes

In order to select the best reference genes, Acation of the gene expression stability
of the candidate reference genes in the definedrarpntal conditions was done by different

methods listed below.

5.4.3.5.1.1 Normfinder analysis
A “Normfinder” analysis (Andersen et al., 2004) weesried out to select the best

reference genes among a set of candidates. Therifivaler” algorithm calculates a stability
value for each candidate normalization gene anklsrlrem according to this value.

5.4.3.5.1.2 RefFinder analysis
The “RefFinder” tool (Xie et al, 2012) was recgntimade available

(http://fulxie.Ofees.us/?type=reference&ckattempi=It allows an easily, web-based analysis
of gPCR data with the different statistical progsaourrently used (geNorm, Normfinder,
BestKeeper, and the comparat?\&Ct method) in order to analyze the gene expressaility

of candidate reference. The candidate gene aredamécording to their stability determined
by each approach and the geometric mean of thengm&lues is then calculated for each gene
in order to finally sort out the genes, those vifth lowest geometric mean are considered as

the most stable.
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5.4.3.5.2 gRT-PCR data analysis

The gRT-PCR data were analyzed accordingly by uaimpmbination of the methods
described by Livak and Schmittgen (2001) and Vaochgele et al. (2002). In the first one, a
derivation of the 22Ctis used to estimate the expression level of a targae daking into
account the amplification efficiency of the prinpatir used specifically for this gene. According
to the second method, this gene expression valtleers normalized by using the geometric
mean of reference genes (2 in this study) as nazatan factor. The different calculation steps
are detailed below:

1. First, the exponential amplification of PCR is désed by the following equation:
N = Ny x (1 + Ec)t

WhereN, is the the initial number of target molecules |geting the expression level of the
target gene)N,; is the number of target molecules at the threslgtde (Ct), Ec is the
amplification efficiency of the target gene afis the mean of the:@alues for the technical
replicates of this gene.

N, can be expressed for each gene (target and re&rand each biological replicate (k, k=4

in this analysis) of each morphotype (rN),:mk as follow:
Not,, e = Negp X (1 + Ep)~Ctr
Nogyyj = Negpg X (1 + Egp)~C®
whereE; is the amplification efficiency of the target gene, E the amplification efficiency
of the reference genét, the mean of the Ct values for the technical repdieaf the target
gene and’t; the mean of the @alues for the technical replicates of the refeeegene.
2. In a second step, a normalization factor (NF) olgdiby geometric averaging of the
N, of the 2 reference genes is determined for eadbdical replicate:

1
NF = (Nor1,,; X Norz) /2

3. The normalized relative quantity (NRQ) for eaclyrgene and each biological
replicate is given by the formula:

Notr,, (1 + Ep)~Ctr

NFm‘ o o 1
© A+ Er) TR X (1 + Egg) "]

NRQm,k =
/2



4. The average of the normaliz&RQ,,, , values of the 4 biological replicates is then
calculated for each morphotype:
k=1NRQ,,
4
5. The comparison of the expression levels of a taggee between 2 morphotypes is

NRQum e =

done by calculating the ratio of the mean of tiheimalized gene expression values:

where mx and my represent the 2 considered morpasty

5.5 Results
5.5.1 Selection of candidate reference genes

5.5.1.1 Genes selected from the list of reference genes tested by Siaut et al.

Firstly, we decided to take the genes identifiedvimusly by Siaut et al. (2007) as
potential reference genes to be used in gRT-PCRrarpnts. In this work, a list of twelve
genes is provided. In this study, 11 out of thedgdnes were selected and a search for primer
pairs was carried out with the Primer-BLAST softevaas described in the Materiel and
Methods section. The Ubiquitin gene correspondinipé Protein ID 29166 was not found any
longer in the databases (JGI Genome portal, lggnéme.jgi.doe.gov and EnsemblProtists,
protists.ensembl.org). Most of the genes contaleast 1 intron and, if possible, the 2 primers
of a pair are separated by an intron or 1 of tlrgns span an exon-exon junction. For almost
all of the primer pairs, one of these conditionssvadoserved (se&able 28 for detailed
information regarding each gene). In addition, foof these genes (TBP, tata-box-binding
protein, Phatr3_J10199), identical primer pairtses ane used by Siaet al. 2007 was also
tested.

At the end, 12 primer pairs corresponding to 1fed#nt genes were examined to be
suitable for RT-gPCR analysis but only 3 of thenhgt3 J21122, Phatr3 J10847 and
Phatr3_J29812) were validated in our experimerdgalgh and further used to verify the gene
expression stability of these traditional “housqkrg” genes.
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Sequence name Setcehcs descistion ' Primer name Sequences (5'-3')
Ensembl Protists release 25 - January q p (Forward/Reverse) Forward Amplicon size (bp)
2015 © EBI Reverse

Phatr3_)10847 30s ribosomal protein s1 RPSF1/RPSR1

. )
Phatr3_J21122 'ubulin beta-2A chain (Tub B)]  TubBF1/TubBR1

Phatr3_J29812 Actin1F1/Actin1R1

Table 28: List of the candidate housekeeping genes, with the primer sequences used in qRT-PCR
analysis and the amplicon size.

The sequence name is given according to the EnsemblProtist database. Genes successfully
validated in our experimental design are colored in green, and non validated genes are colored
inred.

5.5.1.2 Identification of reference genes based on RNA-Seq data sets from the three
P. tricornutum morphotypes

In parallel, another strategy was carried out emiily new potential reference genes on
the basis of the results obtained from a transmmgtanalysis by RNA-Seq. After a differential
analysis of the data by DESeq (Andetsal, 2010) and the establishment of 3 lists of
differentially expressed genes by pairwise comparisf the morphotypes, a search for genes
which are not statistically differentially expredseas carried out by sorting the genes
according to their log2FoldChange. The genes whigte not differentially expressed between
2 morphotypes showing a log2FoldChange equal tadam adjusted R.e near to 1 were
selected.

The 3 pairwise comparison lists of expressed gemes compared and a set of 10 genes
stably expressed in the 3 morphotypes was sel&cedhese data. A primer pair was designed
for each of these genes and tested in validatiperaxents Table 29) Four out of the 10 pairs
were validated and subsequently used in gRT-PCR/sigdo evaluate the gene expression
stability of the corresponding genes and the pdigitb use them as reference genes.



Sequences (5'-3')
Forward
Reverse

Sequence name Amplicon size (pb)

Ensembl Protists release 25-
January 2015 © EBI

Sequence description Primer name
Blast2G0 3.0.8 Forward/Reverse

Phatr45764_F1/ GTC-AGT-TCC-CGG-TAC-GTG-TT

BRI HEEES Silaisee ke Phatr45764_R1 AAT-GGC-TTC-CCT-TACTGG-GC

Phatr3 147374 mfs general substrate 7 Phatr47374_F1/ AGG-GCG-TGT-AGA-AAC-GAG-AG 142
‘ - transporter. Phatr47374_R1 CCC-CGT-TCG-AAT-CAA-GTA-AAC-G ‘
. . Phatr19761_F1/ CCC-GAA-TTC-AAC-CGA-AAG-GC
Phatr3_J19761 glycine-trna ligase Phatr19761 R1 ATG-GCA-GCC-TTG-AGA-GAG-C 134
e ‘ Phatr44001_F1/ AAC-TGG-TAT-GCA-CCA-CCC-TG -
ey el Phatr4400L R1 CGA-AGC-AGC-GAT-CGA-ACT-TG e

Table 29: List of the candidate new reference genes selected from a RNA-Seq data analysis,
with the primer sequences used in qRT-PCR analysis and the amplicon size.

The sequence name is given according to the EnsemblProtist database.

Genes successfully validated in our experimental design (efficiency above 95%) are
colored in green, and non-validated genes (efficiency below 90%) are colored in red.
Genes having an efficiency comprise between 90% and 95% are represented in yellow.

5.5.2 QgRT-PCR primer set validation
5.5.2.1 Amplification specificity

With the aim to verify that the primer pairs aregific to the intended PCR template,
each primer pair was used for PCR amplifications¥ A of the three different morphotypes,
followed by an agarose gel electrophoresis to chibkak only a single PCR product of the
expected size was obtained. In this case, the &etpliragment was purified and a direct
sequencing of the PCR product was carried out. Swimeer pairs were dismissed at this PCR
amplification control step as no or very low amiplition of their corresponding genes was
obtained in the standard PCR conditions. That \wascase for the Phatr3_J50885 (glycyl-
tRNA synthetase subunit betand the Phatr3 J27639 (agc grk batk protein kinadsggnes
identified from our RNA-Seq data analysis. Anotlpeimer pair was not submitted to the
subsequent selection steps because 2 bands weontedebn the control gel (Phatr3_J43542,
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unknown protein, data not shown). The specificityhe PCR reaction was also verified by a
melt-curve analysis carried out at the end of tG&Rycles in the gPCR assays and no problem

was detected with the primer pairs tested.

5.5.2.2 Efficiency of amplification

The efficiency of the qPCR reaction was determifeeceach primer pair with cDNA
from each of the 3 morphotypes by establishingdstesh curves from dilution series (Pfaffl,
2001). The primer pairs showing efficiencies in #2105 % range were selected to be tested
as reference genes in qRT-PCR experiments. Masteoprimer pairs were excluded at this
step and finally primer pairs designed for 3 commeference genes: TubB (Phatr3_J21122),
Actinl (Phatr3_J29812) and Actin2 (Phatr3_J2918B¢ady tested by Siaat al. (2007) and
also for 4 new potential reference geng&alle 30 were retained for further analysis in
gRT-PCR assays to find among them the most stalplyessed genes in the experimental

conditions described here.

Sequence name ge -
fLeyr Amplificat
Ensembl Protists Sequence Primer name Sequences (5°-3') Amplicon mP S |:n Ct Mean
Class . Forward y efficiency (%)
release 25 - January description  |(Forward/Reverse) Reverse size(bp) .~ "~ |
2015 © EBI F (o] T F (o]
Tubulin beta-2A CCG-TTC-GCT-CGT-TTG-ATT-CC
el
® Phatr3_J21122 chain (Tub B) TubBF1/TubBR1 GOC-AGA-CAT-GAC-CTC-CCA-AA 125 Q4.6 | 97.7 | 98.3 24,641 27,652|23,778
[0
QO
o : i ) GCG-CAG-TTC-GTT-CTT-ATA-ATC-CA
::E Phatr3_J29136 actin2 Actin2F2 /Actin2R2 CAA-ATC-CGG-CCT-TGC-ACA-TT 157 96.0 | 95.9 | 83.9 |29,391|31,870(29,581
O
[0)
= o . . GCC-TTA-CAC-CGC-CGT-ATT-CT
= Phatr3_J29812 actinl Actin1F1 /Actin1R1 TCA-ATG-ACA-AGG-GCA-GCG-AT 79 97.5|98.4 (98.1 |121,068|22,304(21,335
- . Phatr19761_F1/ = CCC-GAA-TTC-AAC-CGA-AAG-GC
. Phatr3_J19761 glycine-trna ligase Phatr19761_R1 ATG-GCA-GCC.TTGAGA-GAG-C 134 914 96.5 93.3 23,521 25,043 23,593
o
e Phatr44001_F1/ = AAC-TGG-TAT-GCA-CCA-CCC-TG
= Phatr3_J44001 LPS A Phatr44001 Rl CGA-AGC-AGC.GAT-CGA-ACT.TG 123 96.1 94.3 93.9 26,621 27,894 26,791
w
1
< Histone
z Phatr45764 F1/ = GTC-AGT-TCC-CGG-TAC-GTG-TT
> Phatr3_J45764 acetyltransferase Phatr45764_R1 AAT.GGC.TTC-CCT-TAC.TGG-GC 84 93.3 101.3 94.2 22,131 24,349 22,220
g HAC1
e mfs general
Phatr47374_F1/ AGG-GCG-TGT-AGA-AAC-GAC-AG
Phatr3_J47374 1:::::::; ) Phatr47374 Rl CCC-CGT-TCG-AAT-CAA-GTA-AAC-C 142 96.8 96.7 96.3 25,192 26,496 25,681

Table 30: List of the candidate reference genes tested for the normalization of qRT-PCR expression
studies in the 3 morphotypes of Phaeodactylum tricornutum. The sequences of the primers are given
with the amplicon size. The amplification efficiency is given for each primer pair, in each
morphotype.




5.5.3 Expression stability of the tested reference genes and validation of reference
genes

After the preliminary steps of validation of a 8&7 primer pairs specific to candidate
reference genes, the expression of these geneanafged in gRT-PCR assays in order to
evaluate their expression stability in the threephotypes in the experimental conditions that
were defined. The gRT-PCR data were obtained fromx@eriment in which the target genes
were amplified from 4 biological replicates of eanbrphotype (O, F and T) and 2 technical
replicates were carried out for each biologicalicgpe. In order to select the best reference
genes, the data were analyzed by different dedi@tmrithms leading to the following results.
Using the Normfinder program (Andersen et al., 30@4stability value is calculated for each
potential reference gene, the best candidate hdkis{pwest stability value. We performed a
NormFinder analysis as recommended in the user ahand determined that in our experiment
the best gene was Phatr3_J19761 (glycyl-tRNA ligésdéowed by the Phatr3_J47374 gene
(mfs general substrate transporter). The best awattibn of 2 genes for a 2 genes normalization
factor are Phatr3_J21122 (TubB) and Phatr3_J47B7d.stability ranking order (from the
most stable to the least stable gene) was thewmitp Phatr3 J19761> Phatr3_J47374>
Phatr3_J45764> Actin1> TubB> Phatr3_J44001> Actin2.

The RefFinder tool (Xie et al., 2012) which integsafour different programs was used
to determine the comprehensive rankings of theidatelreference genes. Phatr3_J47374 and
Phatr3_J19761 were identified as the 2 most stgdaes in all the sampleBigure 68). This
is in agreement with the results obtained with NleemFinder analysis and described above.
Looking at the RefFinder outputs shows that Phdt¥¥374 and Phatr3_J19761 are the 2 genes
ranked at the top whatever the algorithm used terdene the most stable reference genes.
Both genes were then used in a gRT-PCR analydiyisty the expression of genes involved

in theN-glycosylation processing.
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Comprehensive gene stability

6
° 4.472 4.559 %008
4
3.08
3
2 :
1.5

1.316 =
1

47374F1 19761F1 45764F1 Actin1F1 44001F1 Actin2 TubBF1

<== Most stable genes Least stable genes ==

Figure 68: Stability ranking of the reference genes with RefFinder

5.5.3.1 Analysis of the expression patterns of a set of N-glycosylation genes by qRT-
PCR by using the newly selected reference genes

The N-glycosylation is a major co- and post-translatioe&ent in the synthesis of
proteins in eukaryotes. This modification is octwgrwithin the endoplasmic reticulum (ER)
and Golgi apparatus. RecentNrglycan structures of endogenous proteins fRortricornutum
have been analyzed and found to be high mannos&tgbycans with tiny amount of complex
fucosylatedN-glycans (Baiet et al., 2011). Bio-informatic arsa$yofP. tricornutumgenome
allow the identification of putative enzymes invet in the different steps of the
N-glycosylation processing. For example, a competeof sequences potentially encoding for
proteins involved in the synthesis of the lipidkead precursor have been found (Baiet et al.,
2011). Subunits of the oligosaccharyltransferaseclwis responsible of the transfer of the
precursor onto the nascent protein to give birthglecoprotein have also being identify.
Enzymes and chaperones involved in the ER modiicatof theN-glycans, glycosidases and
glycosyltransferases acting in the Golgi maturatisnwell as nucleotide-sugar transporters
were also predicted in the genome (Baiet et alL12Mathieu-Rivet et al., 2014). However, no
information regarding the expression level of temes encoding for these glycoenzymes is
currently available ifP. tricornutum.Therefore, in this study a set of genes encodintgprs
that are belonging to tHe-glycosylation pathway dP. tricornutumwere selected to evaluate
their gene expression levels in the 3 morphotypegRT-PCR analysis using the 2 newly

selected reference genes. Primer pairs specifie td theseN-glycosylation genes were



validated and used in a gRT-PCR experiment. Ambegd genes, 2 are encoding for putative
enzymes located in the ER: Phatr3_EGO02351 (catadytibunit of thex-Glucosidase II) and
Phatr3_EGO2374 (alpha-mannosidase 1). In contragthatr3 J54844 B(,2-N-
acetylglucosaminyltransferase, GnTI), Phatr3_J5Zaf$ha-mannosidase Il), Phatr3_J46109,
Phatr3_J46110 and Phatr3 J54599 (putative fucasgfterases); Phatr3 J43174 (GDP-
Fucose transporter) are genes encoding proteiateldin the Golgi apparatus. In addition, the
Phatr3_J45073 encoding for a putafpsBl-acetylhexosaminidase involved in the degradation
of the complex-typ&l-glycans, has also been included in the analysis. JRT-PCR data were
analyzed as described in the Materiel and Methedsa using the 2 most stable reference
genes identified (Phatr3_J19761 and Phatr3_J 4787d)mbination to normalize the data.
The results are presentedrigure 69.
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Figure 69: Histogram representing the ratio of normalized gene expression for genes
belonging to the N-glycosylation pathway comparing the oval and fusiform
morphotypes and the triradiate and fusiform morphotypes respectively.

Ratios have been performed with normalized gene expression between each one
of the 4 biological replicates of each morphotype compared, leading to 16 ratio
values per morphotype comparison. These 16 values were used to perform a Mann-
Whitney test against the value 1, which represent theoretically a non-differentially
expressed ratio. The 16 ratios were also used to calculate the mean and the SEM
which are reported in the figure.
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The relative expression of the different genehia\g&d as pairwise comparisons of the
O and T morphotypes against the F morphotype, densg that the latest is the basic
morphotype which is the most common one foun@.itricornutumcultures (De Martino et
al., 2007; Zhao et al., 2014) and which is corresiong to the major morphotype of the Pt1.8.6
strain for which the genome has been sequencediéBetval., 2008; De Martino et al., 2007).
Various expression levels were observed for Nhglycosylation genes and no relationship
between the expression level and the compartmeeterthe enzymes are supposed to act can
be established. With the exception of the Phatr30398 gene encoding for a putative
B-N-acetylhexosaminidase and the Phatr3_J54599 ergdalira putative fucosyltransferase
which are down-regulated in the oval morphotypktha others show a highest expression in
the oval morphotype with a particularly high lewéltranscripts for the Phatr3_J46109 gene.
Altogether, these results suggest thatNFgdycosylation processing can be up-regulatedén th
oval morphotype which could lead to an accumulatbrtomplex-typeN-glycans. Indeed,
over-expression of the Phatr3_J54844 gene encodifiyy the p1,2N-
acetylglucosaminyltransferase, the Phatr3_J522A48 gecoding for the alpha-mannosidase I,
the Phatr3_J46109 and Phatr3_J46110 encoding dgputative fucosyltransferases together
with the increase in the expression of the Phatt3134 gene (GDP-Fucose transporter) and
the decrease in the expression of the Phatr3_J4%@f® encoding for a putative
B-N-acetylhexosaminidase suggest that more complexMyglycans are synthesized within
the Golgi apparatus and accumulated within the avalphotype ofP. tricornutum Similar
trend has been observed in the RNA-Seq data (Ghidipte

5.6 Discussion

The gRT-PCR method is now widely used to quantiNARevels in gene expression
studies. In order to produce reliable resultsddia need to be normalized with stable reference
genes. For a long time, the same set of housekgegpimes were used in all the organisms and
whatever the biological conditions used but inl&#st years, an effort was made to identify new
reference genes The availability of growing traipgomic data from microarrays analysis or
more recently from RNA-Seq experiments providestieans to search novel reference genes,
generally more stable than the commonly used.

In the diatomP. tricornutum Siaut et al. (2007) have tested a set of 12 cammo
housekeeping genes and have identified genes kuftabuse to normalize gPCR data. These
genes have been generally used in the few genessipn analyzis carried out since then. We
also tested them to determine if they would beablgt as reference genes in our experimental



conditions with the aim to compare the gene expyassf targets genes among the 3
morphotypes. But in our work, only three of the gewere selected for further validation.

As a consequence, we took advantages of our RNAd&®Bgets that we generated from
the three morphotypes Bf tricornutumto identify stably expressed genes which couldds=l
as good references genes for gRT-PCR analysis. §rtiendifferent genes tested, only two
were validated and had been chosen as efficieateneées genes. Therefore, we proposed to
use Phatr3_J19761 and Phatr3_J47374 as referenese gaitable for gRT-PCR in the three
morphotypes ofP. tricornutum These references genes were then used in corolpirtat
normalize the expression of 9 genes involved iMHglycosylation pathway d®. tricornutum
The results represent the first attempt to anadymbcompar@l-glycosylation gene expression
over the three morphotypes frdfn tricornutum Altogether, the qRT-PCR data suggest that
suggests that more complex-typNeglycans are synthesized within the Golgi apparaius
accumulated within the oval morphotype Bf tricornutum. Therefore, in the future,
comparative glycomic analysis performed on glyctgirs extracted from the 3 morphotypes
from P. tricornutum would be necessary to confirm the accumulationcamplex-type
N-glycans within the oval morphotype. However, ¢fi&T-PCR result is already coherent with
the fact that the oval morphotype frédtntricornutumis described to be tolerant to stresses (De
Martino et al., 2007) and previous reports from litexature which are describing roles for
N-/O-glycoproteins in the control of growth, morphogesesd adaptation to biotic and abiotic

stresses in plants (Nguema-Ona et al., 2014).
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Chapitre V : Caractérisation des fucosyltransférases putatives de P. tricornutum

6 Caractérisation des fucosyliransférases de P. tricornutum
La voie de maturation ddd-glycannes complexes chez les eucaryotes faitvierar

différentes glycosidases et glycosyltransférasegrps a chaque organisme. Ces enzymes vont
intervenir au sein de I'appareil de Golgi pour aircdula formation déN-glycannes complexes
possédant des motifs glucidiques spécifiques aughagpece. Parmi ces glycosyltransférases,
les fucosyltansférases catalysent I'ajout de résiidcose sur les GICNAc proximales ou distales
de la structure glycannique (Johnson and Chrisp#8&7; Kubelka et al., 1993). L’existence
de fucosyltransférases putatives a été mise erisgdcheZ. tricornutumlors d’'une étude
précédente menée dans le cadre de la these dggBerdBAIET au sein du laboratoire Glyco-
MEV. Ces travaux ont démontré la présence d'uneaulaipn majoritaire deN-glycannes
oligomannosidiques sur les protéines endogéenes méctoalgue, mais aussi la présence d’'une
population mineure d&l-glycannes complexes pouvant étre fucosylés (Batiedl., 2011).
Parallelement, I'analysa silico du génome dP. tricornutuma permis de mettre en évidence
par homologie de séquence aveclgS8-FuT A et B dA.thaliana(référence Uniprot : 9LJK1

et référence Uniprot Q9FX97, respectivement), wetcd'al,3-FUT A deD. melanogaster
(réeférence Uniprot: Q9VUL9), la présence de 3 gen@PHATRDRAFT_ 46109,
PHATRDRAFT_461010 et PHATRDRAFT_54599) codant pttlement pour desl,3-
fucosyltransférases, appelées d’aprés leurs idmmsf protéiques (1.D.): 46109, 46110 et
54599 (Baiet et al., 2011). Ces trois genes codetrgiour des protéines possédant tous les
motifs structuraux caractéristiques des fucosyd#ienases appartenant a la famille des GT10
(Baiet et al., 2011). Il est ainsi possible deaetwer sur la séquence de ces protéines putatives,
la présence des motifs |, 1l et la séquence SNCY&R/H)N potentiellement spécifiques des
al,3-fucosyltransférases de plante (Wilson et 8012 et deD. melanogaste(Fabini et al.,
2001), ainsi que le motif CXXC situé a I'extrém@é&erminale. Ce dernier motif est notamment
impliqué dans le repliement de la protéine paotanation de ponts disulfure avec les résidus

cystéine présents a I'extremNéterminale (Holmes et al., 2000).

L'objectif de ce chapitre de résultats est de paure la caractérisation des
fucosyltransférases d& tricornutumen investiguant de nouveau leurs séquences puetsiq
en réalisant une étude de la localisation sube@lkilde ces enzymes chztricornutumet

d’initier leur caractérisation fonctionnelle pamgplémentation hétérologue.



6.1  Analyse bio-informatique des genes PHATRDRAFT_46109,
PHATRDRAFT_46110 et PHATRDRAFT_54599 de P. tricornutum

6.1.1 Analyse du gene PHATRDRAFT_54599

Les analyses bio-informatiques concernant le gerRATRDRAFT_54599 de la
fucosyltransférase 54599 (FuT54599) prédisent amstrit mono-exonique codant pour une
protéine constituée de 481 acides aminés. La faifldite pour cette protéine est similaire a
celles dautresal,3-fucosyltransférases spécifiques du core glyicaen qui ont été
préalablement caractérisées chez les plantes ietvi@sébrés (Paschinger et al., 2004; Wilson
et al., 2001). En effet, ces enzymes sont constitdénviron 500 acides aminés. La FuT54599
possederait une conformation typique de glycosydtierasefigure 28 de la partie synthese
biobliographique), avec une structure de protéiembranaire de type Il comportant une courte
queue cytosoliqgue eN-terminal, un domaine transmembranaifigure 70), ainsi qu’'une

grande séquence luminale contenant le domaineytigtad.
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Figure 70 : Prédictions de domaines transmembranaires sur la séquence protéique
FuT54599 par les programmes TMHMM (A), TMpred (B) et DAS (C).
A : Prédiction d'une protéine possédant un domaine tfransmembranaire
situé entre les acides aminés 46 4 68, avec une extrémité N-terminale
cytosolique et une extrémité C-terminale luminale
B : Prédiction d'une protéine possédant un domaine transmemlbranaire
situé entre les acides aminés 46 4 66
C : Prédiction d'une protéine possédant un domaine transmemlbranaire
situé entre les acides aminés 46 4 66
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6.1.2 Analyse du gene PHATRDRAFT_46109
6.1.2.1 Version originale

Les prédictions bio-informatiques correspondant al’annotation
PHATRDRAFT_46109du gene 46109 indiquent la présence d’'un transeaho-exonique
codant potentiellement pour une protéine de 778eacaminés (FuT461090M). La taille de
cette protéine est donc étonnamment grande puitspEssede 237 acides aminés de plus que
I'al,3-FUT deP. patensqui est une des plus longue$,3-FuT du core (533 acides aminés
(Koprivova et al., 2003)). D’apres les outils dédliction, la FUT461090M ne posséde pas de
domaine transmembranaire (TMD) évidentNeterminal. Cette absence de TMD prédit pour
cette protéinefigure 71), qui en tant que fucosyltransférase devrait plpi@senter une
structure protéique membranaire de type I, noasané a remettre en question la prédiction
existante et a proposer une nouvelle version desdguence codante du gene
PHATRDRAFT_461009.
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Figure 71 : Prédictions de domaines fransmembranaires sur la séquence protéique
de I'ancienne version de la FuT46109 (FuT461090M) par les programmes
TMHMM (A), TMpred (B) et DAS (C).

A : Prédiction d'une protéine ne possédant pas de domaine fransmemlbranaire
B : Prédiction d’une protéine ne possédant pas de domaine transmemlbranaire
C : Prédiction d'une protéine possédant un domaine transmemlbranaire situé
des acides aminés 455 a 463




6.1.2.2 Nouvelle version

Une nouvelle version de la séquence codante deIgEATRDRAFT_46109, que nous
appellerons 46109NM, a été établie en prenant amwoadon initiateur le codon ATG qui
précede en 5 la précédente annotation du géngout’ale cette nouvelle portion de 84
nucléotides en 5’ ne change pas le cadre de leeturantroduit pas de codon stdiglre 72).

46109HM MV TRNENKRAGS S5WCNLRSLLIGFVAMOSTNLTVEVIRHV SHEAPPAPAVMEVREEPL &0
461090M = ——mmmmmmmmm e MOSLNLTVEVIRHVSHEAPPAPAVMEVREEPR az
LR R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE LSS
46103HM VPEPFHDHAPNFLHASRHENHQPRSDELEAPVERVDETADERHDSDTETGDDEVVEPHE I 120
461090M VPEPFHDHAPNFLHASRHENHQFPRKSDELEAPVERVDETADERHDSDTETGDDEVVEPHE I g2
EE R EEE R R R R R R R R LR LR R LR
4£1098M LPLVVEEEREDRERESFMQPVDSAVLDPESTOVLOKHETGATLLEYVVDMVQERAHPSFR 180
461090M LPLVVEEEREDREKESPMQEVDSAVLDPESTQVLOKHGTGATLLSYVVDMVQERAHPSFR 152

LR R LR R LEELEEEEELEEEELEELESEEELEREEEEELEEEELERLEEEELERESES]

Figure 72 : Comparaison des portions N-terminales des séquences protéiques de la
fucosyltransférase 46109 entre la nouvelle prédiction (FuT46109NM) et
I'ancien modeéle (FuT461090M) par alignement avec le programme Clustal
Omega.

Cette nouvelle séquence codante permettrait ansatluction d’'une protéine de 798
acides aminés (FuT46109NM). Cependant, bien qusce®s obtenus lors des analyses bio-
informatiques soient plus élevés que pour la préagdannotationfigure 73), ils ne nous
permettent toujours pas d’affirmer la présence dlamaine transmembranaire sur la nouvelle
protéine prédite. Ainsi, méme si la nouvelle prédic semble de meilleure qualité, I'étude de
la localisation subcellulaire de la FUT46109 séadisée avec les deux séquences 461090M et
46109NM afin de comparer I'implication de la nodggdortionN-terminale et d’observer une
eventuelle différence de localisation entre lesxdeadeéles de FuT46109. Au contraire, I'étude
fonctionnelle sera effectuée uniqguement avec la0gBM. En effet, la séquence
correspondante au site catalytigue de I'enzymeantgias modifiée par I'ajout de la nouvelle
séquence em-terminal, aucune différence ne devrait étre olmrgntre I'activité de la
FuT461090M et la FuT46109NNh vitro. Cependantjn vivo, le bon adressage de la
glycosyltransférase a I'appareil de Golgi est ngaee pour pouvoir observer une éventuelle
modification desN-glycannes. Or chez les glycosyltransférases, dsglige de la protéine
semble conditionné par la séquenceNeterminal composant la queue cytoplasmique et le
domaine transmembranaire (Saint-Jore-Dupas €2@08§). Ainsi, la FUT46109NM qui a plus
de chance de posséder ces deux domaines a étéos@lée pour I'analyse fonctionnelle.
L’ensemble de ces résultats pourrait conforter nouvelle prédiction du géene
PHATRDRAFT_46109 par une approdinevivo.
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Figure 73 : Prédictions de domaines tfransmembranaires sur la séquence protéique
de la nouvelle version de la FuT46109 (46109NM) par les programmes
TMHMM (A), TMpred (B) et DAS (C).

A : Prédiction d'une protéine ne possédant pas de domaine transmembranaire
B : Prédiction d'une protéine possédant un domaine transmemlbranaire situé des
acides aminés 21 a 39, avec une extremité N-terminale cytosolique et une
extrémité C-terminale luminale, ainsi qu'un second domaine allant des acides
aminés 478 a 497 orienté dans le sens inverse

C : Prédiction d'une protéine possédant deux domaines transmemlbranaires
situés des acides aminés 21 a 29 et 483 a 490

6.1.3 Analyse du gene PHATRDRAFT_46110
6.1.3.1 Version originale

Contrairement  aux deux autres  genes PHATRDRAF3994 et
PHATRDRAFT_46109, celui codant pour la fucosyltfénase 46110 posséderait deux introns
selon I'annotation PHATRDRAFT_46110. Cette séqueraerait pour une protéine prédite
de 718 acides aminés (FuT461100M). Les analyseénfuomatiques de sa séquence ne
permettent pas de détecter de domaine transmenilerffigure 74).



A TMHMM posterior probabilities for 461100M c

"DAS" TM-segment prediction

probability
o
o

uwSYdu

[ 100 200 300 400 500 600 700

transmembrane inside outside

g
21008 3T1301d

eeeee T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Query sequence

loose cutoff ____

il strict cutoff

-----

vvvvv

Figure 74 : Prédictions de domaines transmembranaires sur la séquence protéique de
I'ancienne version de la FuT46110 (FuT461100M) par les programmes TMHMM (A),
TMpred (B) et DAS (C).

A : Prédiction d'une protéine ne possédant pas de domaine fransmembranaire
B : Prédiction d'une protéine ne possédant pas de domaine transmemlbranaire
C : Prédiction d'une protéine possédant un domaine transmembranaire situé
des acides aminés 675 a 679

Ainsi, tout comme pour l'annotation PHATRDRAFT_4®10I'absence de cette
structure attendue sur la protéine prédite nowsmduwits a repenser I'annotation du géne 46110.
De plus, des analyses menées par RT-PCR nous omispe de remettre en question
I'existence du premier intron de la séquence amndia effet, des amplifications PCR ont été
réalisées sur ’ADNc du gene 46110 en utilisantatasrces encadrant les deux introns prédits
(figure 75 A). Ainsi, en ce qui concerne le premier intron, amphcon de 377pb est attendu
dans le cas ou un événement d’épissage aurait dieyous observons par migration
électrophorétiqgue que I'amplicon obtenu possédetaitie de 612pb, ce qui correspond a la
séquence amplifiée sans épissage de lintfigurge 75 B). Concernant le second intron, un
amplicon de 478 pb est attendu dans le cas d'wsa&ge, et un fragment de 562pb si la séquence
n'est pas épisseée. Ici, nous observons la présg&moeamplicon a 478pb correspondant a
I'épissage du second introfigure 75 B). De plus, par comparaison avec une amplification
réalisée sur ’ADN génomique, les résultats obsecadfirment bien que la séquence nucléique
située sur le premier intron de l'annotation PHATRAFT 46110 n’est pas eépissée

contrairement au second introfig(ire 75 B). Ce constat a pu étre établi quel que soit le
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morphotype dé°. tricornutumétudié. Dés lors, ces résultats nous permetteptajmser une
nouvelle prédiction pour le gene PHATRDRAFT_46110censidérant le®lintron comme

une séquence codante.

A LP1 LP2
5 — — 3’
IS Sy O oy I
- -
RP1 RP2
B LP1xRP1 LP2xRP2
(1¢" intron) (2%me intron)

-
. PO Ww Guuw

400pb

200pb

Figure 75 : Controle de I'épissage des introns de la séquence 461100M par PCR.
A : Représentation schématique du positionnement des couples
d’amorces utilisées pour la PCR sur la séquence 461100M.

B : Gel de migration des fragments obtenus lors de la PCR. Fus =
morphotype fusiforme ; Ov = morphotype ovale ; Tri = morphotype triradié

6.1.3.2 Nouvelle version

La nouvelle séquence établie pour le géne PHATRPRA6110, que nous
appellerons 46110NM, coderait donc pour une pretda707 acides aminés (FuT46110NM),
modifiant uniquement la séquence prédite sur ldsatiles aminés de I'extrémNEterminale
(figure 76). En effet, cette nouvelle version a été étabdiarthniére a conserver le cadre de

lecture qui permet ainsi la préservation du domaatalytique.

461100M MIRIPYAVISYLACSAPFIGHHSOWEGDPVARTISSAV————IYHLEPTEEEGRIFACQREV 56
46110HNH -MEVS—————-— LEQPPEMHCRCTWSLFLVVLLCIDILCHMLLLHREKAHVAVAPT-FWSPET 52
HEaH LOF o HI L H HER . ..
461100M GHEVEHPIGEVSSIDVEIPTIFLDREHTLTSINHARVFATAPTDALPLT DGELVHLTDSH 11&
4611 0HNH HHAVEPNTR—————— HNEHONSFVT SEFLMLGTH-30LEQGRDOPMSGST DGELVHLT DSH 105
L H . :\k: - H . " - EEERERERREER
461100M HPMVLSEAFVSVIFKGLEASLOISLNLPTLRESCEWEGT DLT IHNVCDOAGSEQKNQREETV 17¢&
46110HNH HPMVLSEAFVSVIFKGLEASLOISLNLPTLRESCEWEGT DLT IHNVCDOAGSEQKNQREETV 165
R R R R R R R R R R R R AR R AR R AR R R AR R R ARAARARARAERRARRAARRARRERRERR
461100M VYYHRFSOERIICGRETPPHNTHLOLDELCEEPSRLYAVLPDRTAKGLPETTVREFNDEORE 238
4611 0HNH VYYHRFSOERIICGRETPPHNTHLOLDELCEEPSRLYAVLPDRTAKGLPETTVREFNDEORE 225
R R R R R R R R R R R R AR R AR R AR R R AR R R ARAARARARAERRARRAARRARRERRERR
Figure 76 : Comparaison des portions N-terminales des séquences protéiques de la
fucosyltransférase 46110 entre la nouvelle prédiction (FuT46110NM) et I'ancien
modeéle (FuT461100M) par alignement avec le programme Clustal Omega




La protéine ainsi modifiée comporterait un domanmamsmembranaire eN-terminal
(figure 77). Pour les mémes raisons qu'exposés précédemmentr pe gene
PHATRDRAFT 46109, cette nouvelle séguence codantepgsée pour le géne
PHATRDRAFT_46110 sera utilisée pour I'étude fonetielle, et a été utilisée en parallele de
'ancienne version pour I'étude de la localisatgubcellulaire de la protéine réalisé dans le

cadre de ce travail de these.
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Figure 77 : Prédictions de domaines transmembranaires sur la séquence protéique
de la nouvelle version de la FuT46110 (FuT46110NM) par les programmes
TMHMM (A), TMpred (B) et DAS (C).
A : Prédiction d'une protéine possédant un domaine fransmembranaire
situé des acides aminés 17 a 36, avec une extrémité N-terminale
cytosolique et une extrémité C-terminale luminale
B : Prédiction d’'une protéine possédant un domaine transmemlbranaire
situé des acides aminés 15 a 34
C : Prédiction d'une protéine possédant deux domaines
transmemlbranaires situés des acides aminés 17 & 34 et 663 a 668

6.2 Comparaison des protéines putatives FUT46109NM, FuT46110NM et
FuT54599

Suite a une analyse réalisée avec le programnma, Béa trois séquences protéiques
putatives FUT46109NM, FuT46110NM et FuT54599 possadnt des domaines Pfam GT10

a leur extrémitéC-terminale, comme chez led,3-fucosyltransférases caractérisées chez les
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plantes figure 78-A; Both et al., 2011). Cependant, la FuT54599 passétdun second
domaine Pfam GT10 N situé dhterminal du précédent domaine, ce qui semblegproecher

plutdét desul,3-fucosyltransférases caractérisées chez legdévés figure 78-B).

A B
FuT46110NM =i [
FuT46109NM —————@I———
FUT11 A. thaliana =@l H—— FuT54599 —Gil)—@KSilmD—
FUT12 A thaliana ——————@cii [ FucTA D. melanogaster G - i [
al,3-fucosyltransferase M. sativa @ 5 § [ Fut-1 C. elegans ——GiCL)~@RalD-
al,3-fucosyltransferase O. sativa =@ 11D . FucTA A. mellifera carnica - YGTIONS  GT10__ ot
] Afucesylivansforase Z: mays al,3-fucosyltransferase B. mori - GTION 2 GT10__ g
Fuct C3 V. radiata =@l L
al,3-fucosyltransferase P. patens = G ——

Figure 78 : Représentations schématiques réalisées d’apres I'outil de prédiction Pfam des trois
fucosyltransférases putatives de P. tricornutum comparées aux
al,3-fucosyltransférases caractérisées chez les plantes (A) et les invertébrés (B).

En réalisant un alignement des séquences protéicuesspondantes au domaine
catalytigue GT10 deal,3-fucosyltransférases du core caractérisées lelseplantes et les
invertébrés avec celles des fucosyltransféraseatipes FuT46109NM, FuT46110NM et
FuT54599 deP. tricornutum on peut observer la préservation de motifs consmaunx
fucosyltransférases de la famille GT10. On peudiagtrouver les domaines conservés appelés
« 1st cluster », « motifl,3-FuT » et « CXXC » (Both et al., 2011). Ces dptemiers motifs
sont notamment impliqués dans la liaison au subdtianeur GDP-fucose. Par extrapolation
des travaux présentés par (Both et al., 2011; $ual.,e2007) utilisant des techniques de
mutagenese dirigée et de cristallographie, leseaa@thinés présentés en rouge stiglae 79
semblent déterminants pour la liaison au substcaemeur, et sont effectivement bien
conservés sur les différentes séquences de furssfiérases. Les rares acides aminés
divergents parmi les séquences ont des propriéigsqn-chimiques proches des acides aminés
consensus. En ce qui concerne le motif CXXC, ceideest parfaitement conserveé pour toutes
les séquences. En effet, il a été démontré pargenése dirigée que ce motif est nécessaire a
l'activité enzymatique en permettant a la proté@fegopter sa conformation fonctionnelle par
la formation d’une boucle sur la protéine via lenfiation de ponts disulfures entre des cystéines
de I'extrémitéN-terminale et des cystéines du motif CXXC situé€Ceierminal (Holmes et al.,
2000).



1st Cluster motif
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Q05GU3_APICA KTK--KVAWFVSNCHPRNQRMHYARELS-KYIQVDIYGTCGTLRCPRS————— QSQACF----
H9JL25_BOMMO KTK--KVAWFVSNCHARNRRLQYARQLS-KFIQVDIYGACGSHHCPRT---—— BP-NCL----
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al,3-FucT motif (motif V)

E-ALKHYKFSLAFENTNEEDYVTEKFFQS -LVAGSVPVVVGAP-N- IEEFAPSPDSFLHIKQM
E-ALKRYKFSLAFENTNEEDYVTEKFFQS -LVAGSVPVVVGPP-N- IEEFAPASDSFLHIKTM
E-TLTRYKFSLAFENSNEEDYVTEKFFQS-LVAGTIPVVVGPP-N-IQDFAPSPDSFLYIKEL
E-TLKRYKFSLAFENSNEEDYVTEKFFQS-LVTGAIPVVIGAP-N-IQEFSPGEGAILHIKEL
D-TLKRYRFSLAFENSNEEDYVTEKFFQS-LVAGSIPVVVGAP-N-IQEFSPGEGAILHIKEL
E-ALKHYKFSLAFENSNEEDYVTEKFFQS-LVAGTVPVVVGAP-N-IQDFAPSPGSILHIKEI
E-TLREYKFSLAFENSNVEDYVTEKFFQS -LVAGSVPIVTGPP-N-IYDFAPASNSLVYIKDV
EILDNDYKFYLAFENSNCKDY ITEKFFVNALNRRVLPIVMGARPEDYEVSAP-RRSYIHVDEF
TMLDTDYHFYVTFENSICEDYVTEKLWKSGYQNT ITPLVLKRK-L-VEPFVP-PNSFIAIDDF
DMLDEDYKFYLAFENSNCKDY ITEKFFVNGLGHNVLPIVMGAHPTDYARSAP-YRSYIHVDEF
EMLDKEYKFYLAFENSNCRDY ITEKFFVNGLQHNVLPIVMGARPSEYAAVAP-RNSYIHVEEF
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Figure 79 : Alignement des séquences protéiques correspondant aux domaines Pfam GT10 d’'a1,3-
fucosyltransférases caractérisées, ainsi que des séquences FuT46109NM, FuT46110NM et
FuT54599 réalisé avec T-COFFEE v11 montrant la conservation des domaines « 1st cluster »,

« motif al,3-FucT » et « CXXC »n.
FUT 11_ARATH = FUT11 A. thaliana (Code Uniprot : Q9LJK1) ; FUT 12_ARATH = FUT12 A. thaliana (Code Uniprot : Q9FX97) ; Q5DTC8_MEDSA =
al,3-FuT M. safiva (Code Uniprot : QSDTCS8) ; Q6ZDES5_ORYSJ = al,3-FuT O. sativa subsp. japonica (Code Uniprot : Q4ZDES) ; QOVH31_MAIZE
=al,3-FuT Z. mays (Code Uniprot : QOVH31) ; Q9ST51_VIGRR = Fut c3 V. radiata var. radiata (Code Uniprot : Q9ST51) ; Q8L5D1_PHYPA =
al,3-FuT P. patens subsp. Patens (Code Uniprot : Q8L5D1) ; FUCTA_DROME = FUTA D. melanogaster (Code Uniprot : Q9VUL?) ;
G5EDRS_CAEEL = fut-1 C. elegans (Code Uniprot : G5EDRS) ; QO5GU3_APICA = fuTA A. mellifera carnica (Code Uniprot : QO5GU3) ;
H9JL25 BOMMO = al,3-FuT B. mori (Code Uniprot : H?JL25) ; 46110NM = prédiction al,3-FuT 46110NM P. fricornutum ; Phatr3_J46109 =
prédiction al,3-FuT 46109NM P. tricornutum ; Phatr3_J54599 = prédiction al,3-FuT 54599 P. tricornutum. Les lettres rouges représentent les
acides aminés impliqués dans la licison au GDP-Fucose.
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6.3 Clonage des genes putatifs codant potentiellement pour des

al,3-fucosyltransférases
6.3.1 Clonage des genes dans le vecteur de mammifére pcDNAS3.1/V5

Dans le but de réaliser la caractérisation fomctétle des trois fucosyltransférases
putatives deP. tricornutumpar complémentation chez CHO, les séquences @xlpour les
protéines 46109NM, 46110NM et 54599 ont été clonégass un vecteur d’expression
spécifiqgue des mammiférdigure 80). Le vecteur pcDNA 3.1/V5-His-TOPO a été choisiipo
réaliser cette étude car il permet d’ajouter att@xitéC-terminale de la protéine recombinante
une étiquette V5 et une séquence hexa-histidimepgitant ainsi de marquer, localiser et/ou
purifier la protéine exprimée. Afin de réalisecclenage des trois génes putatifs, leur séquence
génomique a été amplifiée par PCR en utilisant ADN polymérase de haute-fidélité
permettant d’ajouter des extrémités adénosine @ém &aque amplicon. Ainsi synthétisés, les
inserts peuvent s’hybrider avec les extrémités ttyra dépassantes du vecteur linéaire
pcDNA 3.1/V5-His-TOPO. Cette hybridation par T/Aglng va donc laisser a 'amplicon la
possibilité de s’insérer dans les deux sens avetélae probabilité. Afin de sélectionner les
vecteurs recombinants possédant l'insert correatepréenté, une digestion des constructions
plasmidigues a été réalisée avec des enzymestdeti@s. Les enzymes ont été sélectionnées
afin de cliver les plasmides en deux fragmentsti#isant un site de restriction située sur une
extrémité de linsert, ainsi qu’'un second site dstniction situé sur le vecteur. Une fois
'orientation de linsert vérifiée, les construat® ont été séquencées afin de s’assurer
gu’aucune mutation n’était apparue au cours dgsestde clonage et d’amplification. Les
plasmides recombinants ainsi contrélés ont étésésilpour la transfection des cellules de

mammiféeres mutantes CHO Fut8-/-.

— Hind Ill Hind Il
) FuT46109NM v EES—

— Hind Ill

Hind Ill
lhm_’? v CAEZ—
Kpn | Kpnl
—n}ll e EE—

Figure 80: Représentation schématique des constructions génétiques
FuT46109NM+pcDNA, FuT46110NM+pcDNA et FuT54599+pcDNA
Les sites de restriction ufilisés pour le criblage sont représentés en rouge.




6.3.2 Clonage des genes dans le vecteur de diatomée pPha-NR

Afin de procéder a la localisation subcellulaires dtrois al,3-fucosyltransférases
putatives chezP. tricornutum les séquences codantes pour les protéines Fu3@610
FuT46109NM, FuT461100M, FuT46110NM et FuT54599 ét# clonées dans le vecteur
d’expression de diatomée pPha-NR. Ce vecteur pessedoromoteur inductible au nitrate
(figure 81). En plus de ces séquences, differents genesnémat été clonés car il n’existe
actuellement aucun marqueur commercial de I'appaegiolgi testé chez les diatomées. Dans
ce but, le gene codant pour la GnT IRldricornutum attendue dans la zone compartimentale
medianGolgi (Reichardt et al., 2007), a été sélectioomame témoin de localisation. Bien
gue la localisation subcellulaire de la GnT | cRefricornutumn’ait pas encore été caractérisée
par microscopie, I'utilisation de cette protéinearcoe témoin de localisation de I'appareil de
Golgi a été motivée par des résultats antérieurgftet, il a été montré que la complémentation
de cellules CHO mutées sur la GnT | endogene p&nia | deP. tricornutumpermet de
restaurer un profiN-glycannique de type complexe (Baiet et al., 200t).comme 'adressage
de la GnT | au niveau du saccutediande I'appareil de Golgi est nécessaire a la reataur
de laN-glycosylation complexe, ce résultat suggere quera | est correctement adressée a
ce compartiment. Les autres témoins de localisattiisés sont I1,4-galactosyltransferase
humaine (EC 2.4.1.22) qui a été sélectionnée commamejueur durans-Golgi (Berger and
Hesford, 1985), et une xylosyltransférase putatie®. tricornutum(Phatr3_J45496) qui est
attendue dans I'appareil de Golgi. La fonctioniadié cette derniere protéine n’étant pas encore
caractérisée chéz tricornutum son utilisation comme témoin de localisation faibjet d’une
extrapolation de résultats obtenus par microscélgietronique a transmission chez la plante
(Chevalier et al., 2010; Pagny et al., 2003). Leslyses bio-informatiques par homologie de
séquence indiquent que cette xylosyltransférassipatprésente des similitudes avedig2-
xylosyltransférases impliquées dans la maturatesmiNeglycannes chez les plantes. Cependant,
de précédentes analyses biochimiques réalisédssdwyglycannes du morphotype fusiforme
de P. tricornutumpar western-blot et spectrométrie de masse omtéetaut ajout degl,2-
xylose sur les N-glycannes des protéines endogénes de ce morphot@edte
glycosyltransférase intervient ainsi probablemeitt dans le processus de glycosylation chez
un autre morphotype, soit dans un autre processggrthése polysaccharidique qui n’est pas
encore déterminé. La construction génétique contarete xylosyltransférase a été réalisée et
généreusement mise a notre disposition par I'équipePr. Uwe Maier (Université de

Marbourg, Allemagne) qui a préalablement observér paicroscopie confocale
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Figure 81 : Représentation schématique des constructions génétiques FuT46109NM-GFP
et -V5, FuT46109O0M-GFP, FuT46110NM-GFP et -V5, FuT4461100M-GFP, FuT54599-
GFP et -V5, GnTI-GFP et -V5, GalT-GFP et -HA, ainsi que XyIT-RFP et -cmyc dans
le vecteur pPha-NR
Les sites de restriction utilisés pour le clonage sont présentés en rouge




la localisation de cette protéine comme étant sitlgns I'appareil de Golgi (communication
personnelle).

Pour réaliser I'étude des protéines codées pasdémsences, différentes fusions a des
étiquettes ont été effectuées. Ainsi dans un pret@mps, pour observer aisément la
localisation subcellulaire de ces protéines d’étt¢ar microscopie, une protéine fluorescente,
GFP ou RFP, a été fusionnée a leur séquence pretéigpendant, I'ajout de ces groupements
fluorochromes de grande taille peut induire cegaamtefacts, comme des problémes de
localisation, ou des perturbations de I'activitéyanatique dues a la géne stérique (Donohoe et
al., 2013; Moore and Murphy, 2009). Ainsi, pourfanchir de ces éventuels problemes, une
2°Mesérie de constructions possédant une étiquettidjsre plus courte, épitope V5, c-myc
ou Hémagglutinine (HA), a été utilisée pour pouwbinécessaire caractériser biochimiquement
I'activité enzymatique de ces protéines. Le chacds étiquettes peptidiques a été déterminé
afin de pouvoir purifier éventuellement par immuregipitation les protéines dans le but de
caractériser leur activii@ vitro, si la surexpression de la protéine recombinaateanmet pas
de modifier de maniere significative le profil giymiquein vivo des diatomées transfectées.

Le clonage des différentes séquences d’intéré& avecteur pPha-NR a été réalisé en
deux étapes, comme détaillé dans la partie « nebrméthodes » de ce manuscrit. En effet,
le clonage d’'une séquence dans ce vecteur de datpessédant un promoteur inductible au
nitrate est réalisé par hybridation d’extrémitébésives. Pour cela un premier clonage a été
effectué dans le vecteur aux extrémités franch&3 p.2/Blunt afin de pouvoir par la suite
digérer efficacement les extrémités de I'inserts tenstructions positives ont été digérées par
les enzymes de restriction présentant des sitesodpure aux extrémités de l'insert afin
d’extraire la séquence d’intérét, tout en généaases bordures des extrémités cohésives. Les
fragments générés ont ensuite été clonés dansiewePha-NR préalablement digéré avec
des enzymes de restriction offrant des extrémitd®sives compatibles pour la ligation de
I'insert. Les constructions étiquetées avec ungpre fluorescente ont été réalisées par ligation
de trois fragments cohésifs en méme temps (vestmuénce d’intérét/étiquette). Les autres
étiquettes ont été fusionnées a la séquence cirpgar PCR. Les cartes détaillées des différents
plasmides sont présentées en annexe 1 de ce mariescconstructions genétiques ont ensuite
éte criblées par digestion des plasmides avec negres de restriction, puis les vecteurs
recombinants positifs ont été séquencés. Un claiask été sélectionné afin de procéder a la
transfection des cellules &e tricornutumpar biolistique.



Chapitre V : Caractérisation des fucosyltransférases putatives de P. tricornutum

6.3.3 Analyse des transformants obtenus

6.3.3.1 Contréle par PCR de la transgenese des lignées fransfectées

Suite a la transfection des microalgues avecdastouctions génétiques possédant une
etiquette peptidique (HA, V5, ou c-myc), les difdtes colonies ayant poussé sur milieu
sélectif ont été criblées par PCR. Cette technpgprenet de vérifier dans un premier temps si
le transgéne est bien intégré au génome de la ahjgre avant de confirmer par la suite
'expression de la protéine recombinante par wedbst en utilisant des anticorps
spécifiguement dirigés contre les étiquettes. Retie expérience de PCR, les amplifications
ont été effectuées en utilisant des amorces spéeside chaque transgéene. Un témoin positif
a été réalisé avec le plasmide utilisé pour lastestion, et un témoin négatif en remplacgant
’ADN matrice par de I'eau stérile. Les résultattenus lors de ces amplifications nous ont
permis de mettre en évidence la présence de 1&<loositifs pour les constructions pPha-
NR+FuT46109-V5, 8 clones pour pPha-NR+FuT545998/8pnes pour pPha-NR+GnTI-V5
(figure 83A), 17 clones pour pPha-NR+GalT-HA et 6 clones poRha-NR+XylT-cmyc.
Malheureusement, sur 16 colonies criblées, aucolomie positive n’a pu étre obtenue pour la
construction pPha-NR+FuT46110NM-V5. L’élaboratianab-transformants a été initiée avec
les plasmides pPha-NR+FuT54599-V5 / pPha-NR+Xylycnet pPha-NR+GnTI-V5 / pPha-
NR+XylT-cmyc. Le criblage par PCR des doubles tieecttons a permis de mettre en évidence
la présence de co-transformants pPha-NR+FuT54590pPha-NR+XylT-cmycfigure 82),
cependant pour le couple pPha-NR+GnNTI-V5 / pPha-XyFcmyc, seule la transfection du
gene GnT I-V5 a pu étre confirmée. Les lignées algam intégre le transgene ont ensuite été
criblées par western-blot afin de vérifier I'expies de la protéine recombinante
correspondante.
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Figure 82 : Criblage PCR des co-transformants FuT54599-V5 et XyIT-cmyc
A : Représentation schématique du positionnement des couples d’amorces
utilisées pour la PCR sur les séquences FuT54599-V5 et XylT-cmyc
B : Migration du produit de I'amplification PCR spécifique du transgene
FuT54599-V5 sur gel d’'agarose 1%
C : Migration du produit de I'amplification PCR spécifique du transgéene
XylT-cmyc sur gel d'agarose 1%

6.3.3.2 Contréle de la transgenese des lignées transfectées par western-blot

Un western-blot a été réalisé sur un extrait pgae provenant de la fraction
microsomale des lignées cellulaires Be tricornutum transfectées avec les constructions
contenant une étiquette peptidique. L'expressioadgrotéine recombinante a été mise en

évidence par immunodétection sur empreinte aveanticorps spécifiquement dirigé contre
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I'étiquette peptidique fusionnée a la protéineeiM5 ou c-myc). L’anticorps secondaire utilisé
est couplé a la péroxydase de raifort (HRP) etléépéar électrochimioluminescence. Des
cellules non transfectées ont été utilisées coméngoin négatif, et un extrait protéique
membranaire de CHO exprimant la GnT IRIdricornutumétiquetée V5 a été utilisé comme
témoin positif pour les protéines possédant cditpiétte. Les résultats de ces western-blots
démontrent la présence de lignéesPddricornutumexprimant les protéines recombinantes
GnT I-V5 (figure 83B), et les protéines recombinantes XylT-cmyc / FUHE#V5 de maniéere
co-exprimée figure 84). Au contraire, les co-transformants XylT-cmyc h1G I-V5
n’expriment que la protéine GnT I-V5, qui est fonent exprimée par le clone figre 85).
Aucune protéine recombinante n’a pu étre obseroée les lignées FuT54599-V5 et XyIT-
cmyc. Les transformants 46109NM-V5 et GalT-HA ayét# acquis tardivement lors de ce

travail, I'expression des protéines recombinantez ces lignées n'a pas pu encore étre testée.

A Amplification GnTI-V5

Clones GnTI-V5
o . o, T . . L E . D e e
MT T, 1 2 3 4 5 67 9 101112 131415 T+

2000pb
1500pb
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"2 6 7 ol ™ 1 g 13 13 14! + T

54kDa (GnTI-V5)

Figure 83 : Criblage des transformants GnT I-V5 par PCR et western-blot

A : Migration du produit de I'amplification PCR spécifique du transgene GnT I-V5 sur gel
d'agarose 1%

B : Détection spécifique par western-blot de I'expression de la protéine GnT I-V5 avec
I'anticorps anti-V5
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Figure 84 : Criblage par western-blot des co-transformants FuT54599-V5 et XylT-cmyc
A : détection spécifique de I'expression de la protéine FuT54599-V5 avec I'anticorps anti-V5
B : détection spécifique de I'expression de la protéine XylT-cmyc avec I'anticorps anti- cmyc
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Figure 85 : Criblage des co-transformants GnT I-V5 et XyIT-cmyc par PCR et western-blot

A : Représentation schématique du positionnement des amorces utilisées pour la PCR sur la séquence GnT |-V5
B : Migration du produit de I'amplification PCR spécifique du transgene GnT I-V5 sur gel d'agarose 1%

C : détection spécifique par western-blot de I'expression de la protéine GnT I-V5 avec I'anticorps anti-V5
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6.3.3.3 Contréle de la transgénéese des lignées transfectées par microscopie
confocale

Les lignées dé>. tricornutumtransfectées avec des transgénes fusionnés aes gen
codant pour une protéine fluorescente ont été teineent criblées par observation au
microscope confocal. Ces observations ont pu mettrévidence I'expression d’une protéine
fluorescente localisée de maniere ponctiforme,eveir forme de croissant selon I'orientation
de la cellule. Cette observation a pu étre faiter poutes les lignées témoin transfectées avec
les genes GnT I-GFP, GalT-GFP et XylIT-RARjUre 86), ce qui laisse penser que ces

protéines sont correctement adressées a I'app&blgi.
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Figure 86 : Observation en microscopie confocale des cultures de P. tricornutum

transfectées avec les constructions GnT I-GFP, GalT-GFP et XyIT-RFP
Le signal coloré en rouge pour les cellules GnT I-GFP et GalT-GFP
correspond a I'autofluorescence plastidiale.




Un co-transformant combinant I'expression des ganss GnT I-GFP et XyIT-RFP a
aussi été analysé par microscopie confocale. Gdiservation montre que les protéines
recombinantes exprimées sont localisées de fagenproche mais pas completement co-
localisées puisque les signaux de fluorescenceahs®s sont juxtaposés. Ainsi, ce résultat
suggere que la GnT 1, qui est attendue plutét darc®@mpartimentmediande I'appareil de
Golgi, n'est pas localisée dans la méme citerngigohe que la XyIT. Etant dans l'incapacité
d’orienter I'appareil de Golgi dans cette approctms ne pouvons qu’émettre I’hypothese que

la XyIT se situe dans les citerngs outrans golgiennesf{gure 87).

Xy|T-RFP

GnTI-GFP

Figure 87 : Observation en microscopie confocale de la culture de P. tricornutum
co-transfectée avec les constructions GnT I-GFP et XyIT-RFP

Cette méme observation de fluorescence ponctifoampu étre faite pour les lignées
transfectées avec les transgenes 54599-GFP, 461 Met 46110NM-GFP, ce qui semble
indiquer que les protéines recombinantes corresgprdrd sont bien adressées a I'appareil de
Golgi. A contrarig la fluorescence émise par lI'expression de la émet de fusion
FuT461090M est beaucoup moins localisée et se dérogpartie dans toute la cellufgg(re

88). Cette différence de localisation entre les pnate FUT461090M et FUT46109NM montre
gue la portion protéique ajoutée @&hterminal du nouveau modele est cruciale pour la
localisation de la protéine contenant probablerfeedomaine transmembranaire indispensable

pour I'adressage des glycosyltransférases.
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Figure 88 : Observation en microscopie confocale des cultures de P. fricornutum
transformées avec les constructions FuT54599-GFP, FuT46110NM-GFP,
FuT46109NM-GFP et FuT46109O0M-GFP




Ainsi, bien que les prédictions bio-informatiquéalisées sur cette nouvelle portion ne
soient pas unanimes sur la présence d'un tel deamdéms la séquence FuUT46109NM, il
semblerait quh vivola FUT46109NM possede un domaine transmembranainene attendu
pour une glycosyltransférase fonctionnelle. Cetiseovation valide la nouvelle annotation
proposée du géne 46109.

En ce qui concerne les transformants 461100M-@E&&yn signal de fluorescence n'a
pu étre observé malgré I'intégration du transgeaaresgblusieurs lignéefiqure 89). Ce résultat
peut étre expliqgué par I'expression d'une protéimmquée dépourvue de GFP, causé par
'absence d’épissage du premier intron prédit sutrdnscrit 461100M-GFP. En effet, la
séquence nucléigue présente dans le premier idofannotation PHATRDRAFT_46110
comporte un codon stop. Ceci implique qu’en l'aleged’épissage de cette séquence, le
transcrit produit codera pour une protéine troncgaies étiquette fluorescenfayre 90). Ce
résultat confirme les précédentes analyses queawoiss réalisées par PCR sur I'épissage de

ce transcrit, et semble ainsi valider la nouvetieaation proposée pour le gene 46110.

A
<=

B Amplification FuT461100M

Clones FuT461100M
3 4 5 6 7

1000pb
800pb

600pb 750pb

Figure 89 : Contréle de la transgenése dans les lignées de P. fricornutum
transformées avec la construction FuT461100M-GFP
A : Représentation schématique du positionnement du couple d’amorce
utilisé pour amplifier la GFP par PCR sur la séquence FuT461100M-GFP
B : Migration du produit de I'amplification PCR spécifique de la GFP sur gel
d'agarose 1%
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MIRIPYAVSYLACSAPFIGNHSQWEGDPVAAISSAVIYHLKPTKEEGRIRACQRPVG
NEVRHPIGKVSSIDVKTPTTFLDRKHTLTSINHARVFATAPTDALPLYVEPFSCRALV
HRYPLYAPAPSQSTRSRCAYSVVAAHQQCRTPQHSEPAPEFIRNV-IPHARYQFT
IGARA-SAHVWQYRWQACPPY-FE-SYGTVRSVCICDQGFGSITTNIVELA
YVTIMPLERNGSDDTQCL-PSRIGTKEPKTKDCSLLQSIFPGTHYLRPEYS
AKHTFTVG-AVRGAVSLVCGFTRSHGKRATTDHGPLQRSPAPQISDGVSA
V-RALLSRG-I-ACFSTDH-RNPLAFCLFHGRTTLFFVAFLGSLRIPD-PLLR
HHIFPIRCSLAVFLVERVQYSKANARF-PSHSGGSFSGPKL-FT-RSGGYC
AGFADVLSC-FLEQLSAQRRATSRCRYGQQNSNSASLSVLFSVREPKRR-
LHHRKAVERFRIRHASNLLRST-RS-ARSGKLGH-RKRF-QYRRVGCLLDK
GFQRSGFVRIAPCVAIATTTGSFPSEIRFYECPRNVPNVSVGGG-TLRLGL
EPRESNYCGRRRPPNHMRRRTWLVATAATGILDFENE-CGYEIAAAKNSL
SAGIRKGQRQLAQRWQRHSNDCCWREGGCI-TINCGTRWSARHIPENENK
C-ERKDIKGIRFAVAVSDATPTW-CYHLCLSNH-RGSHEIARQYKSHYVFD
VAARECCVGIIC-WGRP-SDCSGAHITVATPKSDCGGRRHLSSRSGCPGK
LFWQNDEG-FLESCGNLRYV

Figure 90 : Traduction prédite a partir de la séquence nucléotidique non épissée
de I'ancienne version du gene 46110 (FuT461100M)
La séguence écrite en rouge représente la séquence pouvant étre
traduite en protéine. Les tirets correspondent aux codons stop.

Un co-transformant a aussi été réalisé avec lesdgemes 54599-GFP / XylT-RFP.
L'observation de ce co-transformant montre une eti@vois que la fluorescence émise par les
deux protéines recombinantes est localisée de megpamctiforme, et bien que les signaux de
fluorescence soient juxtaposes, seule une faibleaisation des deux protéines est présente
(figure 91). Ainsi, comme observé précédemment pour le awsteemant GnT |/ XylIT, les
protéines recombinantes exprimées ne sont doncopapeu co-localisées. Les précédents
résultats de co-localisation ayant montré que |8 @tait probablement localisée dans les
compartimentgis ou trans et étant donné la proximité des signaux de flemrce, on peut
émettre I'hypothese que la FuT54599 soit locald#es le sacculmediancomme la GnT |.
Cependant, il n’existe actuellement aucun margdesrsaccules golgiennesRletricornutum
permettant de déterminer avec certitude la lodabisade ces protéines recombinantes par
microscopie confocale. Il a donc été entreprisutlér plus précisément la localisation de ces

protéines recombinantes par microscopie électrenégansmission (MET).



Xy|T-RFP

FuT54599-GFP

Figure 91 : Observation en microcopie confocale de la culture de P. tricornutum
co-transfectée avec les constructions FuT54599-GFP et XyIT-RFP

6.4 Localisation subcellulaire des enzymes GnT | et FuT54599 par
microscopie électronique a transmission.

Dans le but de réaliser une analyse plus finead®dalisation subcellulaire de ces
différentes protéines recombinantes, une observalies microalgues transformées a été
entreprise par microscopie électronique a transoms@MET). Ce travail a nécessité une
optimisation de la préparation des échantillonsr pme bonne préservation de I'organisation
cellulaire des diatomées. Les résultats obtenusmenoscopie confocale sur les différents
transformants étiquetés GFP étant plutét encourdagie@ous avons choisi d’utiliser ces lignées
cellulaires pour réaliser les observations au rsimope €lectronique. La détection des protéines
recombinantes a été réalisée par immunomarquaggilesant un anticorps primaire dirigé
contre la GFP, puis un anticorps secondaire coapléne bille d’or. Malheureusement,
contrairement au témoin positif, aucune protéimemginante produite par nos transformants
n’a pu étre observeée en utilisant cette stratégedte absence de détection est due probablement
a une expression tres faible des glycosyltranséérdans ces clones empéchant la détection par
cette approche. En effet, la microscopie confoeataine technique trés sensible qui détecte la
protéine recombinante via la fluorescence émisdg&FP ou RFP. De plus, la finesse des
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coupes en MET implique qu’une protéine faiblemeqrrienée aura statistiguement moins de
chance d’étre localisée sur la portion observée.

Une nouvelle stratégie a donc été employée ersegdlune nouvelle immunodétection
sur les clones possédant les étiquettes peptidiqueétaient déja disponibles et qui possedent
une bonne expression de la protéine recombinantesi,Ae co-transformant 54599-V5 /
XylT-cmyc a été utilisé pour réaliser un double querge anti-V5 et anti-cmyc, et le co-
transformant GnT I-V5 / XylT-cmyc a été utilisé pagaliser un simple marquage anti-V5. En
effet, d'aprés les résultats de PCR et western lelalone GnT I-V5 / XylT-cmyc exprimant
le plus la GnT | est dépourvu du transgéne XylT-cniiya donc été considéré comme un simple
transformant GnT I-V5 pour la suite de I'étude.

Les observations réalisées par MET montrent getuature cellulaire des microalgues
est parfaitement conservée suite aux différentdetnents, et permet ainsi d'observer
correctement I'architecture des organitiegufe 92). Lorsque I'on se focalise sur I'appareil de
Golgi, d’apres (Donohoe et al., 2013) il est pdssiorienter les saccules, aveccis Golgi
composé de citernes épaisses a la lumiére faiblemarguée, alors que les citermesdianet
trans plus fines, possédent un matériel luminal beapgus marqué aprés contraste.

Figure 92 : Observation en microscopie électronique a transmission de I'organisation

ultrastructurale de la microalgue Phaeodactylum tricornutum P11.8.6

A : vue générale de I'organisation cellulaire

B : Focalisation sur le noyau et I'appareil de Golgi

C : Structure de I'appareil de Golgi

N : noyau ; Ch : chloroplaste ; V : vacuole ; Vs : vésicule de sécrétion ; M :
mitochondrie ; G : appareil de Golgi ; TGN : réseau frans golgien




L'observation du transformant GnT I-V5 permet dettneeen évidence que la protéine
recombinante est bien située dans I'appareil dgiHokalisée plutét dans les saccutesdian
comme attendufi@ure 93). Par extrapolation, ce résultat permet ainsi defioner la
localisation golgienne des protéines recombinaobservées précédemment par microscopie
confocale.

Figure 93 : Observation en microscopie électronique a transmission de la localisation
golgienne de la GnT I-V5 aprés immunomarquage avec un anticorps primaire dirigé
contre I'épitope V5, et un anticorps secondaire couplé a une particule d’or de 10nm.
Les deux prises de vue proviennent de deux cellules issues du méme clone GnT |-
V5/XylT-cmyc n°5 ne possédant pas le transgene XylT-cmyc.

N: noyau ; V : vacuole ; TGN : réseau frans golgien

En ce qui concerne le double transformant 54599-%§IT-cmyc, seul le marquage
dirigé contre la protéine FuT54599-V5 a fonctiontiéest ainsi possible d’observer la
localisation de cette protéine qui se situeraitGildans le compartimentediande I'appareil
de Golgi figure 94), comme conjecturé précédemment par microscopitcale. La seule
étude de localisation subcellulaire de I'activitedsyltransférase du core (Fitchette-Lainé et
al., 1994) a montré de maniere indirecte que ledacttait présent majoritairement dans les
sacculedrans de I'appareil de Golgi. Ces travaux ont été réalipar MET en utilisant une
technique d'immunodétection avec des anticorps giras dirigés contre le résidu fucose lié
en alpha-1,3 deN¥-glycannes fucosylés au niveau du core. Ces tranantrent donc que chez
la plante les produits résultant de I'activité tleosyltransférases du core sont majoritairement
situés dans le sacculens Cependant, cette information n’est pas contraiteetavec notre
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résultat. En effet, la fucosylation du core pouresioir lieu dans le saccuteédian puis les
protéines portant dds-glycannes ainsi fucosylés pourraient étre trartgpsret accumulées
dans les compartimentsans et TGN ou ils sont majoritairement retrouvés. E€dtypothese
peut étre étayée par le fait qu'une quantité naiigéable (15,9 %) dBl-glycannes fucosylés
au niveau du core est aussi retrouvée dans le etimpat médian Peu d’informations sont
actuellement disponibles quant & la localisatios fieosyltransférases du core. Cependant,
d’aprés des analyses biochimiques par spectronaigrimasse réalisées sur Mglycannes
d’A. thaliana(Strasser et al., 2006), la présence de struchhglgcanniques sous la forme
MansXylFucGIcNAC, et GIcNAcMarXylFucGIcNAc montre que les fucosyltransférases du
core peuvent intervenir dans le processus de ntmtardes glycannes avant l'action de
I'a-mannosidase Il. Cette protéine étant résidente déernemediande I'appareil de Golgi
(Dejgaard et al., 2007; Schoberer and Strassef,; 20dlasco et al., 1993), il est possible d’en
déduire que les fucosyltransférases du core peldtemtiocalisées au moins dans le méme
compartiment, ce que nous observons dans notre,&tadle méme dans des saccules plus en
amont. Ces travaux réalisés sur la localisationcalildaire des fucosyltransférases chez
P. tricornutumpermettent ainsi d’apporter de nouvelles inforovai sur 'organisation des
glycosyltransférases impliqguées dans le processusaturation desl-glycannes au sein de

'appareil de Golgi.

Figure 94 : Observation en microscopie électronique a transmission de la localisation
golgienne de la FuT54599-V5 aprés immunomarquage avec un anticorps primaire
dirigé contre I'épitope V5, et un anticorps secondaire couplé a une particule d’or de
10nm.

Les deux prises de vue proviennent de deux cellules issues du méme clone
FuT54599-V5/XylT-cmyc n°8.N: noyau ; TGN : réseau frans golgien




7 Discussion et perspectives de la caractérisation des

fucosyltransférases de P. tricornutum
Les fucosyltransférases impliquées dans la syathiEs N-glycannes permettent

d’ajouter un résidu fucose sur les GIcNAc deglycannes complexes. L’ajout de ce résidu est
un des principaux points de divergence dans la g@eienaturation dell-glycannes chez les
différents organismes. L'ajout de ce résidu fucpeat ainsi étre effectué sur les GIcNAc
terminales, permettant la création de motifs glyigmes de type Lewis (Breton et al., 1998a).
Dans cette situation, I'ajout du résidu fucose e effectué enl,3 chez les mammiferes
(de Vries et al., 2001) et chez certains insed{ebélka et al., 1993; Kurz et al., 2016), ou en
al,4 chez les plantes (Lerouge et al., 1998). Auraor, la fucosylation du core glycannique
au niveau de la GIcNAc proximale peut étre obsesadieenal,6 chez les animaux (Voynow
et al., 1991), em1,3 chez les plantes (Johnson and Chrispeels, 188&)al,3 etal,6 chez
certains invertébrés, qui arboreront ainsi unedoifiylation de leurbdl-glycannes (Staudacher
and Marz, 1998). Les fucosyltransférases respoesatd ces modifications appartiennent a
deux catégories différentes, avec d’'un cotéle$-fucosyltransférases rattachées a la famille
GT23, et d'un autre les1,3/4-fucosyltransférases agissant sur les GlcNAximales et
distales qui appartiennent a la famille GT10.

Les analysesn silico réalisées par homologie de séquence sur le gérdeme
P. tricornutumont réveélé la présence de trois génes putatifardqubur des fucosyltransférases
potentiellement responsables de I'ajout de fucoseieeau du core glycannique. En effet, des
N-glycannes complexes fucosylés sur le core glycpranont été détectés en faible quantité
lors de précédentes analyses biochimiques réalmé@eksN-glycannes deP. tricornutum
(Baiet et al.,, 2011). Ces génes possedent des adiomst sous les noms de
PHATRDRAFT 46109, PHATRDRAFT 46110 et PHATRDRAFT592 sur la base de
données du JGI. Les analyses bio-informatiquessét au cours de cette étude sur les genes
prédits ont permis de mettre en évidence que lédligions PHATRDRAFT_46109 et
PHATRDRAFT_46110 sont tres probablement erronéeftet, les protéines prédites par ces
deux annotations semblent dépourvues de domaingniembranaire, contrairement a ce qui
est attendu pour une glycosyltransférase, prot@@mbranaire de type Il. Pour arriver a cette
conclusion, nous avons utilisé trois programmegprédiction différents : TMHMM, TMpred
et DAS, afin de croiser les résultats de différetprithmes de prédiction. Cependant, bien
gue nous ayons observé que les programmes TMHMMgred présentaient sensiblement

les mémes résultats de prédiction de domainesnt@mbranaires, il s’est avéré que le
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programme DAS n’est pas assez stringent, et gexigse plus de faux positifs que les deux
autres programmes. En effet, ceci a pu étre miévatence par la prédiction de domaines
transmembranaires inférieurs a 10, voire 5 acidamés, alors que ces domaines sont
habituellement constitués d’une vingtaine d’acidesnés (Singh and Mittal, 2016). Afin de
conserver une certaine rigueur dans nos travauxs avons décidé de ne pas prendre en
considération dans nos raisonnements les prédictimn DAS présentant des domaines
transmembranaires trop éloignés des 20 acides amiteéndus. Nous avons ainsi pu établir de
nouvelles prédictions qui permettent d’obtenir destéines avec une structure en adéquation
avec celle attendue pour des protéines membrandieesype II. Ainsi, la séquence
nucléotidique relative a I'annotation PHATRDRAFT 108 a été rallongée en 5', permettant
ainsi d’ajouter a la protéine prédite une séqueatiaeides aminés ehl-terminal pouvant
correspondre a un domaine transmembranaire. De ym&uags avons mis en évidence par RT-
PCR que le premier intron de la prédiction PHATRIMA46110 correspondait finalement a
une séquence codante. En prenant en considérattten riouvelle information, nous avons
réalisé une nouvelle prédiction qui modifie airsHUuT46110 sur son extrémitéterminale,
tout en lui ajoutant un nouveau domaine transmenaimra Ces nouvelles prédictions peuvent
maintenant étre confortées avec les résultats getans de I'analyse RNA-seq réalisée a partir
des trois morphotypes dre tricornutum En effet, les profils d’expression issus de céttale
transcriptomique ont pu mettre en évidence pogelee PHATRDRAFT 46109 I'expression

d’un transcrit plus long en 5’ comme préditdure 95).

i : : p— S Fusiforme
Profil d’expression

du géne ‘ Ovale
PHATRDRAFT 46109 : ‘ : -

Triradié
Annotations ™ 46T109NM
dU géne : ( ( : : : : ( : Phat3_J46109.t1 ( ( ( ( : ( ( (
PHATRDRAFT 46109 L Phatso 100 - 461090M

Figure 95 : Visualisation avec le logiciel IGV du profil d’expression du gene PHATRDRAFT_46109
issu de I'analyse RNA-seq effectuée sur les trois morphotypes de P. fricornutum.




De la méme maniére, pour le gene PHATRDRAFT_46116st possible d’observer par
'absence de séquence que le second intron estépisaé, contrairement au premier intron
pour lequel on peut observer un profil d’expressiom qui traduit une absence d’épissage
conformément a nos précédents résultitgufe 96). L’analyse transcriptomique réalisée au
cours de cette étude nous a aussi permis de reatéeidence la présence d’'un polymorphisme
génétique commun aux trois morphotypes, et qunestmment observable sur les séquences
de nos trois géenes PHATRDRAFT 46109, PHATRDRAFT 1464t PHATRDRAFT _54599.

Intron 2 Intron 1

Cl | A | TN Fusiforme

Profil d’expression

ok cl . | g - Ovale
PHATRDRAFT 46110 | —  —————— —

U ' - oy N Triradié

46110NM

du géne Phata_sde110.11 o
PHATRDRAFT_46110 | phivmns — 461100M

Annotations

Figure 96 : Visualisation avec le logiciel IGV du profil d’expression du géne PHATRDRAFT 446110
issu de I'analyse RNA-seq effectuée sur les trois morphotypes de P. fricornutum.

De nouvelles prédictions pour les genes PHATRDRAFIO9 et
PHATRDRAFT_46110 ont été mises recemment a dispassur la base de données Ensembl
Protists sous les noms respectifs Phatr3 J4610Phatr3 J46110. Les comparaisons de
séquences entre les annotations d’Ensembl et celiesous avons réalisées lors de ces travaux
ont montré que I'annotation Phatr3_J46109 est igeata notre annotation 46109NM, ce qui
appuie une nouvelle fois notre prédiction. Cepehdéien que la comparaison entre
'annotation Phatr3_J46110 et notre annotation @BIM présente une grande similarité,
notamment par I'absence du premier intron, on olesene différence a I'extrémité 5'. En effet,
notre prédiction débute au codon start précéddat de I'annotation Phatr3_J46110. Cette
différence est cruciale car elle permet d’ajouterdomaine transmembranaire a la protéine
prédite a partir de notre séquence 46110NM, caetrant a I'annotation Phatr3_J46110 ou ce
domaine est absent. Cette observation montre que preédiction est certainement plus fiable,
et démontre ainsi que malgré une mise a jour récees annotations du génome de
P. tricornutum et bien que ces derniéres soient de meilleurditgualles demeurent

perfectibles.
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Les trois fucosyltransférases putativesRietricornutumposséderaient une structure
membranaire de type Il avec un domaine transmeralveasitué a I'extrémitd-terminale,
comme retrouvé chez la plupart des glycosyltraasts. Elles sont aussi dotées toutes les trois
d'un domaine GT10 similaire aurl,3/4-fucosyltransférases, ce qui coincide avec de
précédents résultats obtenus par western-blot megta évidence la présence de glycannes
al,3-fucosylés (Baiet et al., 2011). Cependant, Ud38599 présente un second domaine
GT10_N, que I'on retrouve notamment chezo&s3-fucosyltransférases des invertébrés, et qui
est absent des deux autres fucosyltransféragestdeornutum La structure des FuT46109 et
FuT46110 semble donc plus proche de celle renaortnéz lesi1,3-fucosyltransférases de
plantes. La FuT54599 differe aussi des deux atumsyltransférases par sa taille. En effet, la
FuT54599 possede une taille semblable a celle nérémo pour lesal,3-fucosyltransférases
des autres organismes, contrairement aux FuT48109T&6110 qui possédent une séquence
plus longue, de I'ordre de 25% a 30% de plus queus grande desl,3-fucosyltransférases
caractérisées. Cela pose ainsi la question dgifaide ces longueurs supplémentaires. Est-ce
gu’elles conférent a ces deux fucosyltransférassegahctions supplémentaires, ou sont-ce des
vestiges de I'évolution que les pressions de sélectauraient pas réussi a éliminer ? Nous
pouvons émettre I'hypothese g tricornutum organisme unicellulaire particulierement
tolérant a son environnement, n’aurait pas né&psitir son développement ou sa survie, de
fucosyltransférases aussi évoluées que celles dgmnismes pour lesquels les
fucosyltransférases ont déja été caractérisée®ffen I'étude des fucosyltransférases a été
réalisée principalement pour des organismes pliuiages dont le développement est tres
dépendant dds-glycannes (Marek et al., 1999), ce qui implique pression de sélection forte
sur les glycosyltransférases, contrairement aux arosgnes unicellulaires comme
P. tricornutumqui aurait pu conserver des domaines ancestraux sk fucosyltransférases.
De maniére générale, peu d’informations sont didpes sur les fucosyltransférases GT10
d’organismes unicellulaires, et la seule a avoja @é caractérisée est issuéldpylori qui
I'utilise pour synthétiser des lipopolysaccharidéss derniers sont indispensables a la survie
d’'H. pyloridans I'estomac qui est donc soumise a de grandssipns de sélection (Sun et al.,
2007).

De maniere totalement opposée, on peut aussi @niélypothése que les séquences
protéiques supplémentaires correspondent a desmesifanctionnels encore non caracteérises,
qui auraient été acquis évolutivement en appordeg avantages pour la survie de

P. tricornutum



Cependant, en suivant ces deux raisonnements, muag-uT54599, n’aurait-elle pas
subit le méme processus que les deux autres FuB4étLG-uT46110 ? L'activité de ces
glycosyltransférases n’étant pas encore caracteilsgst possible d'imaginer que la FuT54599
catalyse une réaction possédant un impact évdiffi#rent des deux autres fucosyltansférases,
créant ainsi une disparité de structure stimulée yre pression de sélection différente.
Cependant, I'explication la plus probable liée aliérence de taille, mais aussi surtout de
structure, opposant la FuT54599 par rapport aux daures fucosyltransférases pourrait
provenir d’'un transfert horizontal du gene PHATRORAS54599, a linstar de plusieurs
centaines d’autres génes composant le génorRe tieornutum(Bowler et al., 2008).

La localisation subcellulaire des trois fucosylsirases putatives & tricornutuma
pu étre initiée, dans un premier temps par michqaisc@onfocale, puis par microscopie
électronique a transmission. Dans ce but, le clewigg trois fucosyltransférases putatives a été
réalisé avec succes, de la méme maniére que les gedant pour la xylosyltransférase putative
et la GnT | deP. tricornutum ainsi que pour |81,4-galactosyltransférase humaine, protéines
utilisées ici comme témoin de localisation dangpareil de Golgi. La fusion de ces génes avec
une étiquette GFP ou RFP a permis de mettre eredsédpar microscopie confocale une
localisation ponctiforme &olgi-like » de ces protéines, a I'exception des ancienmeighions
FuT461090M et FuT461100M qui produisent respectaetnune protéine mal localisée et
une protéine tronquée non visualisable. Ces résuitaus ont permis de valider les nouvelles
prédictions réalisées pour les genes 46109 et 4@&t1dussi de mettre en évidence que chez
P. tricornutum comme observe chez les vertébrés et les plabést{Jore-Dupas et al., 2006;
Sharpe et al., 2010), I'extrémité-terminale des glycosyltransférases est cruciale peur
adressage a l'appareil de Golgi. De plus, les t@sulobtenus avec les co-transformants
XylIT/GnT | et XylT/FuT54599 nous ont permis d’émrettes hypotheses suivantes : la XyIT
putative deP. tricornutumserait localisée dans le compartimeistou trans de I'appareil de
Golgi, tandis que la FuT54599 serait probablemardlisée dans le compartimenédian Ces
résultats apportent de nouvelles informations corerg ces deux glycosyltransférases pour
lesquelles trés peu de choses sont actuellementieenCes observations ont ensuite pu étre
confirmées pour la GnT-l et la FuT54599 par micopse électronique a transmission,
montrant que ces glycosyltransférases sont biezsaées a I'appareil de Golgi. La résolution
apportée par cette technique nous a permis ddieeft localisation de la GnT | dans les
sacculesnediande I'appareil de Golgi, et de valider notre hygsth quant a la localisation de
la FUuT54599 dans ce méme compartiment. A notreaiesance, ces résultats constituent la

premiere localisation subcellulaire de glycosylsf@énases chez les microalgues, ainsi que la



Chapitre V : Caractérisation des fucosyltransférases putatives de P. tricornutum

premiere étude par MET de la localisation d’'unefyttransférase du codeglycannique. De
plus, la transfection de la GalT humaine clreztricornutuma permis I'expression de la
premiere glycosyltransférase humaine chez cetteaigue, montrant ainsi gk tricornutum

est capable d’adresser correctement ces protéinésp@areil de Golgi. Ce résultat est
prometteur dans un contexte biotechnologique atnténisation de la voie dé-glycosylation

de P. tricornutum est nécessaire pour produire des protéines reoamtgis a intérét
thérapeutique (bio-médicaments). En effet, cetteranigue ne posséde pas de galactose, ni
d’acide sialique, a I'extrémité de sBisglycannes, épitopes glucidiques qui sont impostant
dans l'activité et la demi-vie des bio-médicamemitisés en thérapie chez 'Homme. Les
N-glycannes d®. tricornutumétant principalement oligomannosidiques, dont mit@joement

du Man-5, la stratégie d’humanisation pourrait @alisée dans un premier temps par sur-
expression de la GnT | endogene, qui produiraisiagssez de substrat pour une Gal T
recombinante. L’ajout de galactose par cette degngermettrait ensuite l'action d’une
sialyltransférase recombinante. Cependant, leserebbs d’acide sialigues menées par
chromatographie n'ont pas permises de mettre afeBee leur présence chiéztricornutum
(Baiet et al., 2011). De méme, aucun gene implapés sa synthése n'a pu étre retrouvé lors
d’analyses bio-informatiques par homologie de ségee Ceci impligue donc que pour
humaniser la voie dBl-glycosylation chez. tricornutum en plus des glycosyltransférases
citées précédemment, il sera nécessaire de trémsfiec microalgue avec les différentes
enzymes impliquées dans la synthese de I'acidigjs&ltout comme ce qui a déja été réalise
chez les plantes (Castilho et al., 2008, 2013gfetk, 2013; Kallolimath et al., 2016).

Afin de compléter I'étude de la localisation gelgne des différentes
glycosyltransférases intervenant dans la void-gé&/cosylation, une nouvelle transfection dans
P. tricornutumdevra étre réalisée pour les constructions n'apast pu étre intégrées au
génome, ou n‘ayant pas exprimé les protéines rec@mies, a savoir les constructions
contenant les transgéenes FUT46110NM-V5, XylT-cnasi que le co-transformant GnT |-
V5/XylT-cmyc. Les clones positifs obtenus récemmentant intégré les transgénes
FuT46109NM-V5 et GalT-HA devront étre criblés parstern blot afin de vérifier I'expression
de la protéine recombinante, puis pourront engireeanalysées par MET.

En paralléle de cette étude de localisation sulleg@ié, une étude fonctionnelle pourra
étre menée avec les clones d& tricornutum transformés avec ces différentes
glycosyltransférases, ce qui permettra notamment cdefirmer [lactivité des trois
fucosyltransférases putatives. Iglycannes des différents clones pourront étreyagalpar

spectrométrie de masse afin de détecter une évientuadification lieée a la sur-expression des



glycosyltransférases. Si la caractérisation fomeciedle de ces enzymes n’est pas réalisable avec
cette stratégie, les protéines recombinantes pou&tre immunopurifiées via I'étiquette
peptidigue fusionnée pour ensuite étre caractéxinéatro.

Une caractérisation par complémentation fonctiderg#ns des cellules CHO FuT8-/- a aussi
éte initiée pour les trois fucosyltransférases tpega deP. tricornutum Les séquences de ces
enzymes ont ainsi été clonées dans un vecteur ftamhe’expression de protéines
recombinantes dans un systeme mammifere. Ces gotistis génétiques pourront maintenant
étre transfectées dans les cellules CHO mutéeslasducosyltransférase du core. Les
N-glycannes de ces cellules pourront ensuite érdigs) puis analysés par spectrométrie de
masse afin d’observer si les fucosyltransférasasmbinantes ont permis la restauration de la

fucosylation au niveau du coriggure 97).

X-treme GENE Transfection ‘ é.:..:)—.l Asn
@_ f @ CeIIuIes CHO FuT8-/-

Vecteur contenant la FuT

Expression des FuTs

o

Restauration de la fucosylation 2

O Galactose A Fucose @ Mannose B N-acetylglucosamine

Figure 97 : Schéma représentant la stratégie de complémentation fonctionnelle de
cellules CHO FuT8-/- avec les fucosyltransférases de P. fricornutum.
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Le projet de cette thése s’est inscrit dans unmatiue de recherche du laboratoire
Glyco-MEV qui vise a comprendre les processusdNeglycosylation chez les microalgues.
Dans ce contexte, les objectifs de ma these furénudier 1- la voie dé&l-glycosylation chez
la diatomée modelP. tricornutumen me focalisant plus spécifiquement sur le clengigla
caractérisation de fucosyltransférases putativ@sles mécanismes de morphogenése de cette

microalgue polymorphique.

Lors de I'étude des 3 genes candidats codant peut J3-fucosyltransférases putatives
de P. tricornutum nous avons pu remettre en cause l'annotationedex de ces genes, et
proposer de nouvelles annotations qui ont été éatighar une approchrevivo de localisation
subcellulaire par microscopie. En effet, nous avam®bserver la bonne localisation de ces
trois fucosyltransférases au sein de I'appareiGodgi, mais €également celle de la GnT | et
d'une XylT putative deP. tricornutum et de lapl,4-GalT humaine, surexprimée chez
P. tricornutumet utilisée ici comme marqueur de I'appareil dégbdCe témoin a également
permis de montrer les capacités d& tricornutum & correctement adresser une
glycosyltransférase hétérologue (humaine dans depoésent) dans son propre appareil de
Golgi. Ce résultat est particulierement intéresszart il a été observé que les anticorps
recombinants produits cheP. tricornutum portaient majoritairement debl-glycannes
oligomannosidiques (Hempel et al., 2011a; Vaniealet 2015). Or, la présence @é,4-
galactose a I'extrémité terminale degylycannes est requise pour les fonctions effexdrote
I'anticorps et pour assurer une liaison optimalda®icorps a toutes les classes de récepteurs
(Jefferis et al., 1998). La possibilité d’exprimmrrectement cettpl,4-GalT humaine chez
P. tricornutumconstitue ainsi un résultat intéressant dans wmegte d’humanisation de sa
voie deN-glycosylation a des fins de production de bio-madients. De plus, cette étude nous
a permis de réaliser la premiére localisation slildege de glycosyltransférases chez les
microalgues, ainsi que, sous réserve de confirmat I'activité fonctionnelle, la premiére
localisation d’'une fucosyltransférase du caxeglycannique. Enfin, des constructions
géneétiques ont éte realisées avec les #bj3-fucosyltransférases putativesRigricornutum
afin de reéaliser prochainement une caractérisafmmctionnelle de ces enzymes par
complémentation dans des cellules CHO avec pouectibjde démontrer leur activité
biologique et, si possible, confirmer leur implicat dans l'ajout de fucose sur le core

N-glycannique.

Afin de lever les inconnues entourant la morphogerdeP. tricornutum nous avons

réalisé une approche globale par transcriptomighaud débit sur des cultures enrichies en



chacun des trois morphotypes &etricornutum Une analyse comparative de ces trois
transcriptomes nous a permis d’observer une étdaramilarité entre le transcriptome des
morphotypes triradié et fusiforme, qui possedens ple 99% de similarité a une pvalue ajustée
de 0,01%. De maniere opposée, le morphotype owasege un transcriptome trés différent
des deux autres, avec 22% de ses genes diffétemielt exprimés en comparaison au
morphotype fusiforme, et 29% en comparaison aveundghotype triradié. Dans la suite de
cette étude, nous nous sommes donc intéresséseaes gpécifiguement différentiellement
exprimés chez le morphotype ovale. Ceci nous a iged® mettre en évidence dans ce
morphotype une activation de voies métaboliques @dénme la glycolyse, la biosynthese des
nucléotides et des triglycérides, ou encore la degpentoses phosphate. Nous avons aussi pu
mettre en avant une régulation de la biosynthésepdeines et pyrimidines, ainsi qu’'une
activation de la biosynthese des triglycérides letGiDP-Mannose. La surproduction de ce
nucléotide-sucre dans le morphotype ovale compatéaux autres morphotypes pourrait étre
expliquée par l'utilisation de ce composé dans it@symthése de glucuronomannane qui
compose majoritairement la paroi cellulaireRietricornutum paroi qui est particulierement
épaisse dans le morphotype ovale. Les voies méqalesl associées aux acides aminés
semblent aussi perturbées, allant ainsi a la fawlurla synthese de Sérine, Cystéine,
Phénylalanine, Tyrosine et Isoleucine, et vers dimeinution de la synthése de Glycine,
Glutamate, Arginine et Aspartate dans le morphotyde. Associées a ces perturbations du
meétabolisme des acides aminés, des modifications sinthese des aminoacyl-ARNt ont pu
aussi étre observées, ce qui nous a meneés vardd'éu métabolisme de protéines chez le
morphotype ovale. Il est possible aussi d’obsewss sur-expression de nombreux géenes
impliqués dans les voies de dégradation des pexélde maniere intéressante, le morphotype
ovale présente une sur-expression des genes im@plidans le trafic des protéines et la
sécrétion, ce qui semble montrer que ce morphgbgssede une machinerie cellulaire plus
active que les deux autres morphotypes. D’'aprésomsaissances, cette analyse RNA-seq est
la premiere analyse transcriptomique a avoir éddisée sur les trois morphotypes de
P. tricornutumsur des cultures fortement enrichies en un morpieofglus de 80%), et issues
de la méme souche Pt3. Ce travail nous permetrdiélas connaissances sur la morphogénese
de P. tricornutumet de mettre a disposition de la communauté sfigpré une source
d’'informations qualitative et quantitative. Qui plast, ces données ont également permis de
mettre en lumiére de nouveaux génes de référeraddestient exprimés entre les trois
morphotypes pour des analyses de qRT-PCR, genesf@ences qui ont été utilisés pour

valider les données de RNA-Seq et pour étudierpfession de genes de la voie de
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N-glycosylation. A I'avenir, nous envisageons digBr ces données transcriptomiques pour
poursuivre I'annotation du génome Be tricornutumaqui nécessite encore d’étre amélioré.
Effectivement, la qualité des profils d’expressiobtenus permet de mettre en évidence

I'existence d'épissage alternatif pour de nombrgemes et la présence de nouveaux transcrits.
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"GTACCATTAAGAGCTACCGTGCAACAGTAACACACTTCTG C GA TTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGA TATTAA TI'AAGAGCTACCGTGC CA
\TGATAA T/ CAC C ACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGA TAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTC CTT) AC'I'I'GATCCACTGA'I'I'CAACGT/—\
\ACGTA! AACGAACGTATCATTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTA AACGAACGTATCAATTGAGA! TATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGT! AACAGTAA CT! (
[TACTTGATCCACTGATTC G \TTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGCTTC TTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAGC, A
CAGTAAC, C ATC TGATTCAACGTACCGTAAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACG CG ATCAATT! AAATATT/ \TTAAG CCGT
\TGATAACAGTAACACACTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTG CC ATTACTTGATCCACTGATTCAACGTA
\ACGTACCGTAACGAA AAGATTACTTGATCCA! ATTC, TA G ATCAATTGAGA A CGTA \TTAAGAG CGTGC. GATAACAGTAA
CAGTAACA CTG C A TTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAA A CGTACCATTAAGAGCTACCGT
"GTACCATTAAGAGCTACCGTGCAACAGTAACACACTTCTG C GA TTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAA ACCATTAAGAGCTACCGTGCAA A
AT TAACACA( G TTGATCC, GATTCAACG TAACGAACGTATCAATTGA! \TATTAACGTACCATTAAGAG! GTCTTC TTGATCCACTGATTCAACGTA
[TACTTGATCCACTGATTCAACGTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGCTTC C ATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAGCAACGACGAA
TATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGTCTGTTAA ATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTGC, AACAGTAAC
\ACGTA AACGAACGTATCATTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACC GAACGTATCAATTGAGAC CGTACCATTAAGAGCTACCGTGC CAGTAA ACTTCT! (
[TACTTGATCCACTGATTC G \TTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGCTTC AACCTTAA ACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAGC, A
CAGTAACACACTT GATC TGATTCAACGTACCGTAAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACC CG TATCAATT A \TTAAGAGCTACCGT
\TGA GTAACACACTTCTG C A TTGATCCACTGATTCAACGTACCGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTG ATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAA
\TCCACTGATTCAACGT! ATTACTTGATCCACTGATTCAACGT/ CGAACGTATCAATTGAGA! \TATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTC ATTACTTGATCCACTGATTCAAC C
CAGTAACACACTTCTG C TTGATCCACTGATTCAA ACCGTAAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACG AACGAACGTATCAATTGAGA ATT/ A \TTAAGAGCTACCGT
AATGATAACAGTAACACACTTCTG C GATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAG \TA GTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTG C TTGATCCACTGATTCAACG
AATTGA! G AAGATTACTTGATCCACTGATTCAA CGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACG A TTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAC
CGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACTTAACCTT/ \TTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTCTTC C GATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACT/
'GAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTA T TAAGAGCTACCGTGC, CAGTAACACACT
\TGATAA TAACACACTTCTG TTAAGATTACTTGATCCACTGATT! CGTAACGAACGTATCAATTGA \TATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTA
GTAC TTAAGAGCTACCGTGCAACTTAA GATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAA GATCC
GAGCTACC AAGATTACTTGATCCACTGATTCAA GTTAACC ATTACTTGATCCACT
TAA TICTG CC GATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAAGATTA A TTAAGAGCTACCGT
\TGAT/ TAACACACTTCTG C \TTACTTGATCCACTGATTCAACG GTAACG CAATTGAGACTA/ CACA
"GTACCATTAAGAGCTACCGTGCAACAGTAACACACTTCTG CCTTAAG, TTGATCCACTGATTCAACGTACC CGAA AAA CA
\TGATAA( TAACAC, TG \TTACTTGATCCACTGATTCAACG TAACGAA CAATTGAGACTA/ ACTGATTCAACGTA
\ACGTA TAAC! AT AAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGT/ GTAACGAACGTATCAATTGAGA CC (
[TACTTGATCCACTGATTCAACGTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGCTTCTGTTAAGH TAGCAACGACGAA
CGAAAAGAATGATAACAGTAACACACTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAAGATTACTTGATC ITTAAGAGCTACCGT
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Low Sample (LS) Protocol

This chapter describes the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation low sample (LS)
protocol. llumina recommends the following kit, sample number, and protocol
combinations:

Kit and Sample Number Recommendations

Number of Samples Kit
Processed Recommended
At One Time
<24 LT
24-48 LT or HT
>48 HT

Kit and Protocol Recommendations

Kit Number of Protocol
! nmber o Number of Samples Processed At One rotoco
Samples Time
Supported
LT 48 <48 LS
>48 HS
HT 96 <24 LS
>24 HS

Review Best Practices on page 9 before proceeding.

Follow the protocols in the order shown, using the specified volumes and
incubation parameters.

For optimal sample tracking and quality control, fill out the Lab Tracking Form as
you perform the sample preparation. For more information, see Tracking Tools on
page 25.
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If you are pooling using adapter index tubes, record information about your
samples before beginning library preparation for later use in data analysis. For more
information, see Tracking Tools on page 25. lllumina recommends arranging
samples that will be combined into a common pool in the same row. Each column
should contain a common index. This will facilitate pipetting operations when
dispensing indexed adapters and pooling indexed libraries later in the protocol.

If you are pooling with the RAP, please review the planning steps in Pooling
Preparation with Adapter Plate on page 43 before beginning library preparation.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide

UOI}ONPOJIU|



Low Sample (LS) Protocol

The following illustrates the processes of the TruSeq Stranded mRNA Sample
Preparation LS protocol to prepare templates using 24 indexed adapter tubes or a RAP.

TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation LS Workflow

Prepare for Pooling

0.1-4 pg Total RNA

Purify and Fragment
mRNA

BB, BWB, ELB, EPF, RPB
ater

RBP

First Strand
cDNA Synthesis

FSA
SuperScript 1

CDP

Second Strand
cDNA Synthesis

AMPure XP Beads
CTE (Optional)
EtOH
RSE
SMM

AP
i
Adenylate 3' Ends

ATL
CTA (Optional)
RSB

ALP

Ligate Adapters

AMPure XP Beads
CTL (Optional}
EtOH
uc
RNA Adapters or RAP
RSB
STL
CAP
PCR

]

PCR Amplification

AMPure XP Beads
EtOH
PMM
PPC
RSB

T5P1

d
Validate Library

i

Normalize and Pool
Libraries

Tris-Cl 10 mM w/Tween 20

DCT
PDP (indexing only)
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This process purifies the poly-A containing mRNA molecules using poly-T oligo-
attached magnetic beads using two rounds of purification. During the second elution of
the poly-A RNA, the RNA is also fragmented and primed for cDNA synthesis.

Reference the following diagram while performing the purification procedures:

TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Purification Workflow

Dilute Total RNA Elute mRNA from Beads

Add BBB to mRNA

fte Bl et Lo and Beads and Mix

Heat Incubate
RNA and RPB Mixture to Rebind Beads
Incubate 1X Wash with
RNA and RPB Mixture BWB

Discard Supernatant Add FPF

Heat to Elute, Fragment

1X Wash with A
BWEB and Prime
Transfer for
Resuspend with ELB 1st Strand cDNA Synthesis

It is important to follow this procedure exactly to be sure of reproducibility.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

NOTE

R Allow the beads to fully pellet against the magnetic stand 5 minutes. Remove
the supernatant from the beads immediately while the beads are still pelleted
against the magnetic stand. Do not allow the pellets to dry.

NOTE

R IMlumina recommends that you use 0.1-4 ug of total RNA and use PCR plates
with a magnetic plate stand for this process. Alternatively, you can start the
protocol with 10-400 ng of previously isolated mRNA. If you do so, the
mRNA must be concentrated into 5 pl or less before addition to Fragment,
Prime, Finish Mix. This can be done by ethanol precipitation or by
concentration on a Qiagen MinElute column.

e If ethanol precipitation is used, resuspend the pellet in 18 pl Fragment,
Prime, Finish Mix.

e If a Qiagen MinElute column is used, elute the mRNA with 5 ul of
molecular biology grade water and add 13 ul Fragment, Prime, Finish
Mix. Use of the MinElute column will result in loss of up to 50% of the
mRNA due to the low elution volume.

In either case, heat the mRNA in Elute, Prime, Fragment Mix to fragment at
Incubate RFP on page 66 in this process.

NOTE
R For inserts larger than 120-200 bp with a median size of 150 bp, see
Appendix A Alternate Fragmentation Protocols.

Consumables

Item Quantity Storage Supplied By

Bead Binding Buffer (BBB) 1 tube per 48 -15° to -25°C [Mumina
reactions

Bead Washing Buffer (BWB) 1 tube per 48 -15° to -25°C [Mumina
reactions

Elution Buffer (ELB) 1 tube per 48 -15° to -25°C Mlumina
reactions

Fragment, Prime, Finish Mix 1 tube per 48 -15° to -25°C Illumina

(FPF) reactions
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Item Quantity Storage Supplied By
Resuspension Buffer (RSB) 1 tube -15° to -25°C [lumina
RNA Purification Beads (RPB) 1 tube per 48 2° to 8°C IMumina
reactions
RBP (RNA Bead Plate) 1 label per plate 15° to 30°C Mumina
barcode label
96-well 0.3 ml PCR plate 1 15° to 30°C User
Microseal ‘B’ Adhesive Seals 3 15° to 30°C User
RNase/DNase-free Reagent 6 15° to 30°C User
Reservoirs (if using
multichannel pipettes)
RNase/DNase-free Strip 6 15° to 30°C User
Tubes and Caps (if using
multichannel pipettes)
Preparation
Remove the following from -15° to -25°C storage and thaw them at room
temperature:
Bead Binding Buffer
Bead Washing Buffer

Elution Buffer
Fragment, Prime, Finish Mix
Resuspension Buffer

) NOTE
The Resuspension Buffer can be stored at 2° to 8°C after the initial thaw.

Remove the RNA Purification Beads tube from 2° to 8°C storage and let stand to
bring to room temperature.
Pre-program the thermal cycler with the following programs:

Choose the pre-heat lid option and set to 100°C

65°C for 5 minutes, 4°C hold — save as mRNA Denaturation

80°C for 2 minutes, 25°C hold - save as mRNA Elution 1

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

94°C for 8 minutes, 4°C hold — save as Elution 2 - Frag - Prime
Set the centrifuge to 15° to 25°C, if refrigerated.
Apply a RBP barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate.

J NOTE
After use in this procedure, store the Bead Binding Buffer, Bead Washing
Buffer, and Elution Buffer at 2° to 8°C for subsequent experiments.

Dilute the total RNA with nuclease-free ultra pure water to a final volume of 50 pl
in the new 96-well 0.3 ml PCR plate labeled with the RBP barcode.

Vortex the room temperature RNA Purification Beads tube vigorously to completely
resuspend the oligo-dT beads.

Add 50 pl of RNA Purification Beads to each well of the RBP to bind the poly-A
RNA to the oligo dT magnetic beads. Gently pipette the entire volume up and down
6 times to mix thoroughly.

Seal the RBP plate with a Microseal ‘B’ Adhesive seal.

Place the sealed RBP plate on the pre-programmed thermal cycler. Close the lid and
select mRNA Denaturation to denature the RNA and facilitate binding of the
poly-A RNA to the beads.

Remove the RBP plate from the thermal cycler when it reaches 4°C.

Place the RBP plate on the bench and incubate at room temperature for 5 minutes to
allow the RNA to bind to the beads.

Remove the adhesive seal from the RBP plate.

Place the RBP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes to
separate the poly-A RNA bound beads from the solution.

Remove and discard all of the supernatant from each well of the RBP plate.
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Remove the RBP plate from the magnetic stand.

Wash the beads by adding 200 pl of Bead Washing Buffer in each well of the RBP
plate to remove unbound RNA. Gently pipette the entire volume up and down
6 times to mix thoroughly.

Place the RBP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes.
Centrifuge the thawed Elution Buffer to 600 xg for 5 seconds.

Remove and discard all of the supernatant from each well of the RBP plate. The
supernatant contains the majority of the ribosomal and other non-messenger RNA.

Remove the RBP plate from the magnetic stand.

Add 50 pl of Elution Buffer in each well of the RBP plate. Gently pipette the entire
volume up and down 6 times to mix thoroughly.

Seal the RBP plate with a Microseal ‘B’ Adhesive seal.
Store the Elution Buffer tube at 4°C.

Place the sealed RBP plate on the pre-programmed thermal cycler. Close the lid and
select mRNA Elution 1 to elute the mRNA from the beads. This releases both the
mRNA and any contaminant rRNA that has bound the beads non-specifically.

Remove the RBP plate from the thermal cycler when it reaches 25°C.

Place the RBP plate on the bench at room temperature and remove the adhesive
seal from the plate.

Centrifuge the thawed Bead Binding Buffer to 600 xg for 5 seconds.

Add 50 pl of Bead Binding Buffer to each well of the RBP plate. This allows mRNA
to specifically rebind the beads, while reducing the amount of rRNA that non-
specifically binds. Gently pipette the entire volume up and down 6 times to mix
thoroughly.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

N O G

o

10

11
12

13
14

Incubate the RBP plate at room temperature for 5 minutes and store the Bead
Binding Buffer tube at 2° to 8°C.

Place the RBP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes.
Remove and discard all of the supernatant from each well of the RBP plate.
Remove the RBP plate from the magnetic stand.

Wash the beads by adding 200 pl of Bead Washing Buffer in each well of the RBP
plate. Gently pipette the entire volume up and down 6 times to mix thoroughly.

Store the Bead Washing Buffer tube at 2° to 8°C.
Place the RBP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes.

Remove and discard all of the supernatant from each well of the RBP plate. The
supernatant contains residual rRNA and other contaminants that were released in
the first elution and did not rebind the beads.

Remove the RBP plate from the magnetic stand.

Add 19.5 ul of Fragment, Prime, Finish Mix to each well of the RBP plate. Gently
pipette the entire volume up and down 6 times to mix thoroughly. The Fragment,
Prime, Finish Mix contains random hexamers for RT priming and serves as the 1st
strand cDNA synthesis reaction buffer.

Seal the RBP plate with a Microseal ‘B” Adhesive seal.
Store the Fragment, Prime, Finish Mix tube at -15° to -25°C.

Place the sealed RBP plate on the pre-programmed thermal cycler. Close the lid and
select Elution 2 - Frag - Prime to elute, fragment, and prime the RNA.

Remove the RBP plate from the thermal cycler when it reaches 4°C and centrifuge
briefly.

Proceed immediately to Synthesize First Strand cDNA on page 67.
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This process reverse transcribes the cleaved RNA fragments that were primed with
random hexamers into first strand cDNA using reverse transcriptase and random

primers.
Consumables

Item

First Strand Synthesis Act D
Mix (FSA)

CDP (cDNA Plate) barcode
label

96-well 0.3 ml PCR plate
Microseal ‘B’ Adhesive Seal
RNase/DNase-free Reagent
Reservoirs (if using

multichannel pipettes)

RNase/DNase-free Strip
Tubes and Caps (if using
multichannel pipettes)

SuperScript II Reverse
Transcriptase

JI WARNING

Quantity

1 tube per 48
reactions

1 label per plate

1 tube

Storage

-15° to -25°C

15° to 30°C

15° to 30°C

15° to 30°C

15° to 30°C

15° to 30°C

-15° to -25°C

Supplied By

Illumina

[lumina

User
User

User

User

User

First Strand Synthesis Mix Act D (FSA) contains Actinomycin D, a toxin.

Personal injury can occur through inhalation, ingestion, skin contact, and eye

contact. Dispose of containers and any unused contents in accordance with
the governmental safety standards for your region. Please refer to the
product material safety data sheet (MSDS) for detailed environmental,
health, and safety information. MSDSs are available for this kit on the
IMlumina website at http://www.illumina.com/msds.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

Preparation

Remove one tube of First Strand Synthesis Act D Mix from -15° to -25°C storage and
thaw it at room temperature.
Pre-program the thermal cycler with the following program and save as Synthesize
1st Strand:
Choose the pre-heat lid option and set to 100°C
25°C for 10 minutes
42°C for 15 minutes
70°C for 15 minutes
Hold at 4°C
Apply a CDP barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate.
J NOTE
R The First Strand Synthesis Mix Act D with SuperScript II added is stable to
additional freeze-thaw cycles and can be used for subsequent experiments. If
more than six freeze-thaw cycles are anticipated, divide the First Strand

Synthesis Mix Act D and SuperScript II mix into smaller aliquots and store at
-15° to -25°C.

Place the RBP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes. Do
not remove the plate from the magnetic stand.

Remove the adhesive seal from the RBP plate.

Transfer 17 ul of the supernatant (fragmented and primed mRNA) from each well
of the RBP plate to the corresponding well of the new 0.3 ml PCR plate labeled with
the CDP barcode.

Centrifuge the thawed First Strand Synthesis Act D Mix tube to 600 xg for
5 seconds.

Add 50 pl SuperScript II to the First Strand Synthesis Act D Mix tube. If you are not
using the entire contents of the First Strand Synthesis Act D Mix tube, add
SuperScript II at a ratio of 1 pl SuperScript II for each 9 ul First Strand Synthesis Act
D Mix. Mix gently, but thoroughly, and centrifuge briefly.
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Label the First Strand Synthesis Act D Mix tube to indicate that the SuperScript II
has been added.

Add 8 ul of First Strand Synthesis Act D Mix and SuperScript Il mix to each well of
the CDP plate. Gently pipette the entire volume up and down 6 times to mix
thoroughly.

Seal the CDP plate with a Microseal ‘B’ Adhesive seal and centrifuge briefly.

Return the First Strand Synthesis Act D Mix tube to -15° to -25°C storage
immediately after use.

Place the sealed CDP plate on the pre-programmed thermal cycler. Close the lid and
select the Synthesize 1st Strand program.

When the thermal cycler reaches 4°C, remove the CDP plate from the thermal cycler
and proceed immediately to Synthesize Second Strand cDNA on page 70.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

This process removes the RNA template and synthesizes a replacement strand,
incorporating dUTP in place of dTTP to generate ds cDNA. AMPure XP beads are used
to separate the ds cDNA from the second strand reaction mix. At the end of this
process, you will have blunt-ended cDNA.

Consumables

Item

(Optional) End Repair Control
(CTE)

Resuspension Buffer (RSB)

Second Strand Marking
Master Mix (SMM)

ALP (Adapter Ligation Plate)
barcode label

96-well 0.3 ml PCR plate
AMPure XP beads

Freshly Prepared 80% Ethanol
(EtOH)

Microseal ‘B’ Adhesive Seals

RNase/DNase-free Reagent
Reservoirs (if using
multichannel pipettes)

RNase/DNase-free Strip
Tubes and Caps (if using
multichannel pipettes)

Quantity

1 tube per 48
reactions

1 tube

1 tube per 48
reactions

1 label per plate

1
90 ul per sample

400 pl per sample

Storage

-15° to -25°C

2°to 8°C

-15° to -25°C

15° to 30°C

15° to 30°C
2°to 8°C

15° to 30°C

15° to 30°C

15° to 30°C

15° to 30°C

Supplied By

Illumina

Illumina

Illumina

Illumina

User
User

User

User

User

User
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Preparation
Remove the following from -15° to -25°C storage and thaw them at room
temperature:
End Repair Control
J NOTE

The use of the End Repair Control is optional and it can be replaced with the
same volume of Resuspension Buffer.

Second Strand Marking Master Mix
Remove the Resuspension Buffer from 2° to 8°C storage and bring it to room
temperature.
Review Handling Magnetic Beads on page 10.
Remove the AMPure XP beads from storage and let stand for at least 30 minutes to
bring them to room temperature.
Pre-heat the thermal cycler to 16°C.
Choose the thermal cycler pre-heat lid option and set to 30°C
Apply a ALP barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate.

1 Remove the adhesive seal from the CDP plate.

2 Do one of the following:

If using the in-line control reagent:
Centrifuge the thawed End Repair Control tube to 600 xg for 5 seconds.
Dilute the End Repair Control to 1/50 in Resuspension Buffer (For example,
2 pl End Repair Control + 98 ul Resuspension Buffer) before use. Discard
the diluted End Repair Control after use.
Add 5 pl of diluted End Repair Control to each well of the CDP plate.

If not using the in-line control reagent, add 5 ul of Resuspension Buffer to each

well of the CDP plate.

3 Centrifuge the thawed Second Strand Marking Master Mix to 600 xg for 5 seconds.

4 Add 20 pl of thawed Second Strand Marking Master Mix to each well of the CDP
plate. Gently pipette the entire volume up and down 6 times to mix thoroughly.

5 Seal the CDP plate with a Microseal ‘B” Adhesive seal.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

Return the Second Strand Marking Master Mix tube to -15° to -25°C storage after
use.

Place the sealed CDP plate on the pre-heated thermal cycler. Close the lid and
incubate at 16°C for 1 hour.

Remove the CDP plate from the thermal cycler, remove the adhesive seal, and let
stand to bring the plate to room temperature.

J NOTE
Before performing clean up, review Handling Magnetic Beads on page 10
when working with AMPure XP Beads.

Vortex the AMPure XP beads until they are well dispersed, then add 90 ul of well-
mixed AMPure XP beads to each well of the CDP plate containing 50 pl of ds
cDNA. Gently pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

Incubate the CDP plate at room temperature for 15 minutes.

Place the CDP plate on the magnetic stand at room temperature, for 5 minutes to
make sure that all of the beads are bound to the side of the wells.

Remove and discard 135 pl of the supernatant from each well of the CDP plate.

] NOTE
Leave the CDP plate on the magnetic stand while performing the following
80% EtOH wash steps (5-7).

With the CDP plate remaining on the magnetic stand, add 200 pl of freshly
prepared 80% EtOH to each well without disturbing the beads.

Incubate the CDP plate at room temperature for 30 seconds, then remove and
discard all of the supernatant from each well.

Repeat steps 5 and 6 once for a total of two 80% EtOH washes.

Let the plate stand at room temperature for 15 minutes to dry and then remove the
CDP plate from the magnetic stand.
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9  Centrifuge the thawed, room temperature Resuspension Buffer to 600 xg for
5 seconds.

10 Add 17.5 ul Resuspension Buffer to each well of the CDP plate. Gently pipette the
entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

11 Incubate the CDP plate at room temperature for 2 minutes.

12 Place the CDP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes.

13 Transfer 15 pl of the supernatant (ds cDNA) from the CDP plate to the new 96-well
0.3 ml PCR plate labeled with the ALP barcode.

SAFESTOPPING POINT
If you do not plan to proceed to Adenylate 3" Ends on page 74

d immediately, the protocol can be safely stopped here. If you are
stopping, seal the ALP plate with a Microseal ‘B’ adhesive seal and store
at -15° to -25°C for up to seven days.

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

A single “A’ nucleotide is added to the 3’ ends of the blunt fragments to prevent them
from ligating to one another during the adapter ligation reaction. A corresponding
single “T” nucleotide on the 3" end of the adapter provides a complementary overhang
for ligating the adapter to the fragment. This strategy ensures a low rate of chimera
(concatenated template) formation.

Consumables

Item

(Optional) A-Tailing Control
(CTA)

A-Tailing Mix (ATL)

Resuspension Buffer (RSB)
Microseal ‘B” Adhesive Seal

RNase/DNase-free Reagent
Reservoirs (if using
multichannel pipettes)

RNase/DNase-free Strip
Tubes and Caps (if using
multichannel pipettes)

Preparation

Quantity

1 tube per 48
reactions

1 tube per 48
reactions

1 tube
1

3

Storage

-15° to -25°C

-15° to -25°C

2° to 8°C
15° to 30°C

15° to 30°C

15° to 30°C

Supplied By

Illumina

Illumina

Illumina
User

User

User

Remove the following from -15° to -25°C storage and thaw them at room

temperature:
A-Tailing Control

J NOTE

The use of the A-Tailing Controlis optional and it can be replaced with the

same volume of Resuspension Buffer.

A-Tailing Mix
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Remove the Resuspension Buffer from 2° to 8°C storage and bring it to room
temperature.
Remove the ALP plate from -15° to -25°C storage, if it was stored at the conclusion
of Purify CDP on page 72 and let stand to thaw at room temperature.
Centrifuge the thawed ALP plate to 280 xg for 1 minute.
Remove the adhesive seal from the ALP plate.
Pre-program the thermal cycler with the following program and save as ATAIL70:
Choose the pre-heat lid option and set to 100°C
37°C for 30 minutes
70°C for 5 minutes
Hold at 4°C

Do one of the following:

If using the in-line control reagent:
Centrifuge the thawed A-Tailing Control tube to 600 xg for 5 seconds.
Dilute the A-Tailing Control to 1/100 in Resuspension Buffer (For example,
1 pl A-Tailing Control + 99 ul Resuspension Buffer) before use. Discard the
diluted A-Tailing Control after use.
Add 2.5 ul of diluted A-Tailing Control to each well of the ALP plate.

If not using the in-line control reagent, add 2.5 pl of Resuspension Buffer to

each well of the ALP plate.

Add 12.5 pul of thawed A-Tailing Mix to each well of the ALP plate. Gently pipette
the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

Seal the ALP plate with a Microseal ‘B” adhesive seal.

Place the sealed ALP plate on the pre-programmed thermal cycler. Close the lid and
select ATAIL70.

When the thermal cycler temperature is 4°C, remove the ALP plate from the thermal
cycler, then proceed immediately to Ligate Adapters on page 76.
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Low Sample (LS) Protocol

This process ligates multiple indexing adapters to the ends of the ds cDNA, preparing
them for hybridization onto a flow cell.

Consumables

Item

(Optional) Ligation Control
(CTL)

Choose from the following

depending on the kit you are

using:

¢ TruSeq Stranded mRNA LT
Sample Prep Kit contents:

* RNA Adapter Indices
(AR001-ARO016, AR018-
AR023, AR025, AR027)

® TruSeq Stranded mRNA HT
Sample Prep Kit contents:

* RAP (RNA Adapter Plate)

Ligation Mix (LIG)

Resuspension Buffer (RSB)
Stop Ligation Buffer (STL)
CAP (Clean Up ALP Plate)
barcode label

PCR (Polymerase Chain
Reaction) barcode label

Quantity

1 tube per 48
reactions

1 tube per column
of 8 reactions, of
each indices being
used

or
1 RAP

1 tube per 48
reactions

1 tube

1 tube per 48
reactions

1 label per plate

1 label per plate

Storage

-15° to -25°C

-15° to -25°C

-15° to -25°C

2° to 8°C

-15° to -25°C

15° to 30°C

15° to 30°C

Supplied By

Illumina

Illumina

Illumina

Illumina

Illumina

Illumina

Illumina
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Item Quantity Storage Supplied By
RAP (RNA Adapter Plate) 1 label per plate 15° to 30°C Mumina
barcode label (if using the HT
kit)
96-well 0.3 ml PCR plates 2 15° to 30°C User
AMPure XP beads 92 ul per sample 2° to 8°C User
Freshly Prepared 80% Ethanol | 800 ul per sample 15° to 30°C User
(EtOH)
Microseal ‘B” Adhesive Seals 2 15° to 30°C User
RNase/DNase-free Reagent 4-28 15° to 30°C User
Reservoirs (if using
multichannel pipettes)
RNase/DNase-free Strip 4-28 15° to 30°C User
Tubes and Caps (if using
multichannel pipettes)
Preparation
Remove the following from -15° to -25°C storage and thaw them at room
temperature:

Appropriate RNA Adapter tubes (depending on the RNA Adapter Indices being
used) or the RAP.
If using the RAP, review Handling Adapter Plate on page 44.
Stop Ligation Buffer
J NOTE

Do not remove the Ligation Mix tube from -15° to -25°C storage until
instructed to do so in the procedures.

Ligation Control

] NOTE
The use of the Ligation Control is optional and it can be replaced with the
same volume of Resuspension Buffer.
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Remove the Resuspension Buffer from 2° to 8°C storage and bring it to room

temperature.

Review Handling Magnetic Beads on page 10.

Remove the AMPure XP beads from storage and let stand for at least 30 minutes to

bring them to room temperature.

Pre-heat the thermal cycler to 30°C.

Choose the thermal cycler pre-heat lid option and set to 100°C

Apply a CAP barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate.

Apply a PCR barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate.

J NOTE
* When indexing libraries using adapter index tubes, Illumina recommends

arranging samples that will be combined into a common poolin the
same row. Each column should contain a common index. This will

facilitate pipetting operations when dispensing indexed adapters and
pooling indexed libraries later in the protocol.

Low Sample (LS) Protocol

* When indexing libraries with the RAP, arrange samples that will be
pooled together in the same orientation as the indices in the RAP.

NOTE

R IMlumina recommends that the RAP does not undergo more than 4 freeze-
thaw cycles. To maximize the use of the RAP, process more than 24 samples
at a time. These samples can then be pooled in any supported configuration.

1 Do one of the following:

If using RNA Adapter tubes, centrifuge the appropriate/desired thawed tubes to

600 xg for 5 seconds.

If using a RAP:
Thaw the plate for 10 minutes at room temperature on the benchtop.
Visually inspect the wells to ensure that they all are completely thawed.
Remove the adapter plate tape seal.
Centrifuge the plate at 280 xg for 1 minute to collect all of the adapter to the
bottom of the well.
Remove the plastic cover and save the cover if you are not processing the
entire plate at once.
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If this is the first time using this RAP, apply the RAP barcode label to the
plate.

Centrifuge the Ligation Control (if using Ligation Control) and Stop Ligation Buffer
tubes to 600 xg for 5 seconds.

Immediately before use, remove the Ligation Mix tube from -15° to -25°C storage.
Remove the adhesive seal from the ALP plate.

Do one of the following:

If using the in-line control reagent:
Dilute the Ligation Control to 1/100 in Resuspension Buffer (For example,
1 ul Ligation Control + 99 pl Resuspension Buffer) before use. Discard the
diluted Ligation Control after use.
Add 2.5 pl of diluted Ligation Control to each well of the ALP plate.

If not using the in-line control reagent, add 2.5 pl of Resuspension Buffer to

each well of the ALP plate.

Add 2.5 pl of Ligation Mix to each well of the ALP plate.
Return the Ligation Mix tube back to -15° to -25°C storage immediately after use.

Do one of the following:

If using RNA Adapter tubes, add 2.5 ul of the appropriate/desired thawed RNA

Adapter Index to each well of the ALP plate. Gently pipette the entire volume

up and down 10 times to mix thoroughly.

If using a RAP:
Place the RAP on the benchtop so that the part number barcode on the long
side of the plate is facing you and the clipped corner is located on the lower
left.

Correct RAP Orientation

Do one of the following to pierce the foil seal:

TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation Guide
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Low Sample (LS) Protocol

10

If using the entire plate at once, use the bottom of a clean 96-well semi-
skirted PCR plate to pierce a hole in all of the well seals simultaneously
by gently but firmly pressing the clean plate over the foil seal.
If using only part of the plate, use the bottom of a clean eight-tube strip,
with caps attached, to pierce holes in the desired columns that will be
used for ligation. Repeat with a new, clean eight-tube strip, with caps
attached, for each column of adapters that will be used for ligation.
Using an 8-tip multichannel pipette, transfer 2.5 pl of the
appropriate/desired thawed RNA Adapter from the RAP well to each well
of the ALP plate. Gently pipette the entire volume up and down 10 times to
mix thoroughly.

Seal the ALP plate with a Microseal ‘B” adhesive seal.
Centrifuge the ALP plate to 280 xg for 1 minute.

Place the sealed ALP plate on the pre-heated thermal cycler. Close the lid and
incubate at 30°C for 10 minutes.

Remove the ALP plate from the thermal cycler.

Remove the adhesive seal from the ALP plate.

Add 5 ul of Stop Ligation Buffer to each well of the ALP plate to inactivate the
ligation. Gently pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

J NOTE
Before performing clean up, review Handling Magnetic Beads on page 10
when working with AMPure XP Beads.

Vortex the AMPure XP Beads until they are well dispersed, then add 42 ul of mixed
AMPure XP Beads to each well of the ALP plate. Gently pipette the entire volume
up and down 10 times to mix thoroughly.
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10
11

12

13

14

15

16

Incubate the ALP plate at room temperature for 15 minutes.

Place the ALP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes or
until the liquid appears clear.

Remove and discard 79.5 ul of the supernatant from each well of the ALP plate.

J NOTE
Leave the ALP plate on the magnetic stand while performing the following

80% EtOH wash steps (5-7).

With the ALP plate remaining on the magnetic stand, add 200 ul of freshly
prepared 80% EtOH to each well without disturbing the beads.

Incubate the ALP plate at room temperature for 30 seconds, then remove and
discard all of the supernatant from each well.

Repeat steps 5 and 6 once for a total of two 80% EtOH washes.

While keeping the ALP plate on the magnetic stand, let the samples air dry at room
temperature for 15 minutes and then remove the plate from the magnetic stand.

Resuspend the dried pellet in each well with 52.5 pl Resuspension Buffer. Gently
pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

Incubate the ALP plate at room temperature for 2 minutes.

Place the ALP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes or
until the liquid appears clear.

Transfer 50 ul of the clear supernatant from each well of the ALP plate to the
corresponding well of the new 0.3 ml PCR plate labeled with the CAP barcode.

Vortex the AMPure XP Beads until they are well dispersed, then add 50 ul of mixed
AMPure XP Beads to each well of the CAP plate for a second clean up. Gently
pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

Incubate the CAP plate at room temperature for 15 minutes.

Place the CAP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes or
until the liquid appears clear.

Remove and discard 95 pl of the supernatant from each well of the CAP plate.
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Low Sample (LS) Protocol

17

18

19
20

21

22
23

24

J NOTE
Leave the CAP plate on the magnetic stand while performing the following

80% EtOH wash steps (17-19)

With the CAP plate remaining on the magnetic stand, add 200 pl of freshly
prepared 80% EtOH to each well without disturbing the beads.

Incubate the CAP plate at room temperature for 30 seconds, then remove and
discard all of the supernatant from each well.

Repeat steps 17 and 18 once for a total of two 80% EtOH washes.

While keeping the CAP plate on the magnetic stand, let the samples air dry at room
temperature for 15 minutes and then remove the plate from the magnetic stand.

Resuspend the dried pellet in each well with 22.5 ul Resuspension Buffer. Gently
pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

Incubate the CAP plate at room temperature for 2 minutes.

Place the CAP plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes or
until the liquid appears clear.

Transfer 20 ul of the clear supernatant from each well of the CAP plate to the
corresponding well of the new 0.3 ml PCR plate labeled with the PCR barcode.
SAFE STOPPING POINT
If you do not plan to proceed to Enrich DNA Fragments on page 83 immediately,

d the protocol can be safely stopped here. If you are stopping, seal the PCR plate
with a Microseal ‘B’ adhesive seal and store at -15° to -25°C for up to seven days.
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This process uses PCR to selectively enrich those DNA fragments that have adapter
molecules on both ends and to amplify the amount of DNA in the library. The PCR is
performed with a PCR primer cocktail that anneals to the ends of the adapters. The
number of PCR cycles should be minimized to avoid skewing the representation of the

library.
) NOTE
L PCR enriches for fragments that have adapters ligated on both ends.
Fragments with only one or no adapters on their ends are by-products of
inefficiencies in the ligation reaction. Neither species can be used to make
clusters, as fragments without any adapters cannot hybridize to surface-
bound primers in the flow cell, and fragments with an adapter on only one
end can hybridize to surface bound primers but cannot form clusters.
Consumables
Item Quantity Storage Supplied By
PCR Master Mix (PMM) 1 tube per 48 -15° to -25°C Mlumina
reactions
PCR Primer Cocktail (PPC) 1 tube per 48 -15° to -25°C Mlumina
reactions

Resuspension Buffer (RSB) 1 tube 2° to 8°C Mlumina

TSP1 (Target Sample Plate) 1 label per plate 15° to 30°C [Mlumina

barcode label

96-well 0.3 ml PCR plate 1 15° to 30°C User

AMPure XP beads 50 ul per sample 2° to 8°C User

Freshly Prepared 80% Ethanol | 400 ul per sample 15° to 30°C User

(EtOH)

Microseal ‘B” Adhesive Seals 2 15° to 30°C User
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[)
8 Item Quantity Storage Supplied By
"6 RNase/DNase-free Reagent 5 15° to 30°C User
bt Reservoirs (if using
al multichannel pipettes)
a RNase/DNase-free Strip 5 15° to 30°C User
1 Tubes and Caps (if using
~ multichannel pipettes)
Q@
Q. .
c Preparation
S Remove the PCR Master Mix and PCR Primer Cocktail from -15° to -25°C storage
an aw them at room temperature.
d thaw th p
; Centrifuge the thawed PCR Master Mix and PCR Primer Cocktail tubes to 600 xg for
e 5 seconds.
-l Remove the Resuspension Buffer from 2° to 8°C storage and bring it to room
temperature.

Review Handling Magnetic Beads on page 10.
Remove the AMPure XP beads from storage and let stand for at least 30 minutes to
bring them to room temperature.
Remove the PCR plate from -15° to -25°C storage, if it was stored at the conclusion
of Clean Up ALP on page 80 and let stand to thaw at room temperature.
Centrifuge the thawed PCR plate to 280 xg for 1 minute.
Remove the adhesive seal from the thawed PCR plate.
Pre-program the thermal cycler with the following program and save as PCR:
Choose the pre-heat lid option and set to 100°C
98°C for 30 seconds
15 cycles of:
98°C for 10 seconds
60°C for 30 seconds
72°C for 30 seconds
72°C for 5 minutes
Hold at 4°C
Apply a TSP1 barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate.
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1 Add 5 pl of thawed PCR Primer Cocktail to each well of the PCR plate.

2 Add 25 pl of thawed PCR Master Mix to each well of the PCR plate. Gently pipette
the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

3 Seal the PCR plate with a Microseal ‘B” adhesive seal.

1 Place the sealed PCR plate on the pre-programmed thermal cycler. Close the lid and
select PCR to amplify the plate.

J NOTE
Before performing clean up, review Handling Magnetic Beads on page 10
when working with AMPure XP Beads.

1 Remove the adhesive seal from the PCR plate.

2 Vortex the AMPure XP Beads until they are well dispersed, then do one of the
following:

If using the RNA Adapter tubes, add 50 pl of the mixed AMPure XP Beads to
each well of the PCR plate containing 50 ul of the PCR amplified library. Gently
pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.
If using the RAP, add 47.5 ul of the mixed AMPure XP Beads to each well of
the PCR plate containing 50 ul of the PCR amplified library. Gently pipette the
entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

3 Incubate the PCR plate at room temperature for 15 minutes.

4 Place the PCR plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes or
until the liquid appears clear.
5 Remove and discard 95 pul of the supernatant from each well of the PCR plate.

) NOTE
Leave the PCR plate on the magnetic stand while performing the following

80% EtOH wash steps (6-8).
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Low Sample (LS) Protocol

10

11
12

13

With the PCR plate remaining on the magnetic stand, add 200 ul of freshly
prepared 80% EtOH to each well without disturbing the beads.

Incubate the PCR plate at room temperature for 30 seconds, then remove and
discard all of the supernatant from each well.

Repeat steps 6 and 7 once for a total of two 80% EtOH washes.

While keeping the PCR plate on the magnetic stand, let the samples air dry at room
temperature for 15 minutes and then remove the plate from the magnetic stand.

Resuspend the dried pellet in each well with 32.5 ul Resuspension Buffer. Gently
pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

Incubate the PCR plate at room temperature for 2 minutes.

Place the PCR plate on the magnetic stand at room temperature for 5 minutes or
until the liquid appears clear.

Transfer 30 pl of the clear supernatant from each well of the PCR plate to the
corresponding well of the new 0.3 ml PCR plate labeled with the TSP1 barcode.

SAFESTOPPING POINT
If you do not plan to proceed to Validate Library on page 87 immediately,

d the protocol can be safely stopped here. If you are stopping, seal the TSP1

plate with a Microseal ‘B” adhesive seal and store at -15° to -25°C for up to
seven days.
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[llumina recommends performing the following procedures for quality control analysis
on your sample library and quantification of the DNA library templates.

In order to achieve the highest quality of data on Illumina sequencing platforms, it is
important to create optimum cluster densities across every lane of every flow cell. This
requires accurate quantitation of DNA library templates. Quantify your libraries using
gPCR according to the lllumina Sequencing Library gPCR Quantification Guide.

1 Load 1 pl of the resuspended construct on an Agilent Technologies 2100
Bioanalyzer using a DNA specific chip such as the Agilent DNA-1000.

2 Check the size and purity of the sample. The final product should be a band at
approximately 260 bp.

Example of TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Library Size Distribution

FU) 100 ng, UHR.
$

T T T T T T T —TT T
5 50 100 150 200 300 a0 S0 700 1500 [bp)
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TruSeq Stranded mRNA Sample Prep 260 bp PCR Product

Low Sample (LS) Protocol

o]

Ladder

100 na, UHR
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1000 -
700 -

500 -
400 -

300-
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This process describes how to prepare DNA templates that will be applied to cluster
generation. Indexed DNA libraries are normalized to 10 nM in the DCT plate and then
pooled in equal volumes in the PDP plate. DNA libraries not intended for indexing are
normalized to 10 nM in the DCT plate without pooling.

Consumables
Item Quantity Storage Supplied By
DCT (Diluted Cluster 1 label per plate 15° to 30°C [Mumina
Template) barcode label
PDP (Pooled DCT Plate) 1 label per plate 15° to 30°C [Mumina
barcode label (for indexing
only)
96-well 0.3 ml PCR plate 1 15° to 30°C User
(for indexing only)
96-well MIDI plate 1 15° to 30°C User
Microseal ‘B” Adhesive Seals 2 15° to 30°C User
Tris-C1 10 mM, pH8.5 with Enough to 15° to 30°C User
0.1% Tween 20 normalize the
concentration of
each sample library
to 10 nM
Preparation

Apply a DCT barcode label to a new 96-well MIDI plate.
Apply a PDP barcode label to a new 96-well 0.3 ml PCR plate (for indexing only).
Remove the TSP1 plate from -15° to -25°C storage, if it was stored at the conclusion
of Clean Up PCR on page 85, and let stand to thaw at room temperature.
Centrifuge the thawed TSP1 plate to 280 xg for 1 minute.
Remove the adhesive seal from the thawed TSP1 plate.
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Low Sample (LS) Protocol

1 Transfer 10 pl of sample library from each well of the TSP1 plate to the
corresponding well of the new MIDI plate labeled with the DCT barcode.

2 Normalize the concentration of sample library in each well of DCT plate to 10 nM
using Tris-Cl 10 mM, pH 8.5 with 0.1% Tween 20.
J NOTE

Depending on the yield quantification data of each sample library, the final
volume in the DCT plate can vary from 10-400 pl.

3 Gently pipette the entire normalized sample library volume up and down 10 times
to mix thoroughly.

4 Depending on the type of library you want to generate, do one of the following;:
For non-indexed libraries, the protocol stops here. Do one of the following:
Proceed to cluster generation. For more information, see the lllumina Cluster
Generation User Guide.
Seal the DCT plate with a Microseal ‘B’ adhesive seal and store at -15° to
-25°C.
For indexed libraries, proceed to Make PDP.

) NOTE
Do not make a PDP plate if there is no pooling.

1  Determine the number of samples to be combined together for each pool.

) NOTE
Keep track of which sample goes into which well, to avoid pooling two
samples with the same index.

2 Do one of the following:
If pooling 2—-24 samples:
Transfer 10 pl of each normalized sample library to be pooled from the
DCT plate to one well of the new 0.3 ml PCR plate labeled with the PDP
barcode.
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The total volume in each well of the PDP plate should be 10X the number of
combined sample libraries and will be 20-240 ul (2-24 libraries). For example,
the volume for 2 samples is 20 pl, the volume for 12 samples is 120 pl, or the
volume for 24 samples is 240 ul.
If pooling 25-96 samples:
Using a multichannel pipette, transfer 5 pl of each normalized sample
library in column 1 from the DCT plate to column 1 of the new MIDI plate
labeled with the PDP barcode.
Transfer 5 ul of each normalized sample library in column 2 from the DCT
plate to column 1 of the PDP plate.
Repeat the transfer for as many times as there are remaining columns in the
DCT plate. The result will be a PDP plate with pooled samples in column 1.
Gently pipette the entire volume of each well of column 1 up and down 10
times to mix thoroughly.
Combine the contents of each well of column 1 into well A2 of the PDP
plate, for the final pool.

3 Gently pipette the entire volume up and down 10 times to mix thoroughly.

4 Do one of the following:
Proceed to cluster generation. For more information, see the lllumina Cluster
Generation User Guide.
Seal the PDP plate with a Microseal ‘B” adhesive seal and store at -15° to -25°C.
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RESUME / ABSTRACT

La N-glycosylation est un événement co- et post-tradonel majeur de la synthése protéique chez les
eucaryotes. Actuellement, peu d’'informations conast ce processus sont disponibles chez les migresl Dans
ces travaux, nous avons poursuivi I'exploration ldevoie de N-glycosylation de la diatomée modéle
P. tricornutum en focalisant spécifiguement notre travail sucdsactérisation de troigl,3-fucosyltransférases
putatives. Nos analyses ont permis de remettreagisec|’annotation pour deux des genes codant pesir c
fucosyltransférases et d’en proposer de nouvellfis.de réaliser I'étude de la localisation subaklire de ces
glycosyltransférases, nous avons utilisé une gfi@tde sur-expression de ces protéines fusionmnéss une
étiquette. Les observations menées par des approehmicroscopie confocale et de microscopie éeitiue a
transmission ont permises de mettre en évidenlogddisation subcellulaire golgienne de ces enzymiesi que
de trois autres glycosyltransférases utilisées cer@moin dans ce travail. Cette étude a permigdkser la
premiére localisation subcellulaire de glycosylsfénases chez les microalgues.

P. tricornutum est une diatomée pléiomorphique qui possede trmgphotypes majeurs différents
appelés ovale, fusiforme et triradié. Le passagm ahorphotype a un autre dépend fortement des tomnsli
environnementales. Cependant, peu d’informations disponibles concernant les mécanismes et lafisifion
physiologique de cette morphogenése. Afin d’appaite nouvelles réponses, nous avons réalisé urgsana
comparative du transcriptome des trois morphotpaesine approche transcriptomique a haut débitléppNA-
Seq pouRNA-Sequencing. Enfin, en plus d’élargir les connaissances sundaphogénése de tricornutum, les
données générées ont également permis d'iderdifierouveaux genes de référence utilisables pouardsdgses
de gRT-PCR.

N-glycosylation is a major co- and post-translaticeent of the protein biosynthesis in Eukaryotes.
Actually, little information regarding this procésg is available in microalgae. In this work, wentinued the
exploration of theN-glycosylation pathway in the model diatdPn tricornutum by focusing especially on the
characterization of three putativd,3-fucosyltransferases. Our analyzes questioratimdtation for two of the
genes encoding for these fucosyltransferases apbge new ones. In order to achieve the subcelhdatization
of these glycosyltransferases, we used an oversgpd fusion tag proteins strategy combined togetith
microscopy approaches. Observations performed bfpcal microscopy and TEM allowed us to demonstifa¢e
Golgi subcellular localization of these enzymes.isThepresent the first subcellular localization of
glycosyltransferases in microalgae.

P. tricornutum possess three different morphotypes named owifpfin and triradiate. The transition
from one morphotype to another strongly dependhemrnvironmental conditions. However, little infaation is
available regarding the mechanisms and physiolbgigaificance of this morphogenesis. In orderttovide new
knowledge related to the morphogenesiP.itricornutm, we conducted a comparative transcriptome anabfsis
the three morphotypes by an RNA-Seq approach. Bes&kpanding our knowledge abdit tricornutum

morphogenesis, data also helped to identify neareeice genes for qRT-PCR analysis.

Mots-clés :N-glycosylation, Phaeodactylum tricornutum, appareil de Golgi, glycosyltransferase, RNA-Seq,

diatomées, transcriptome, localisation subcellalaimorphogenése.
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