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Introduction générale

Dans un contexte d’accroissement permanent de palg@iion et des besoins énergétigues mondiaux, les
ressources fossiles traditionnellement utiliséedeat a s’épuiser rapidement, et sont remisesuesedu fait
de leur fort impact écologique. La réduction ddépendance a ces ressources fossiles peut notampasset
par le recours a la biomasse, qui constitue ungregiremiere renouvelable disponible en abondabeke-
ci peut étre utilisée pour la génération d’énemgiepour la fabrication de divers produits de consaton
dans les domaines de la santé, de l'alimentatiaonaime et animale, des matériaux, de la chimie etc.,

remplacant ainsi la plupart des produits issusedletment du raffinage du pétrole.
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Figure 1 : lllustration des procédés d'obtention de biocanusree 1ére et 2éme génération a partir de beenasgétale

(source : IFP Energies Nouvelles)

Parmi les secteurs concernés par cette transfamaielui des transports représente une part imptertde
I'énergie consommeée et du €@mis au niveau mondial. Une solution envisagée paduire les émissions
polluantes est 'usage de biocarburants, utilisable mélange avec les carburants traditionnels Brgure
1). Les biocarburants utilisés actuellement sontpits principalement a partir des organes de vésge
plantes oléagineuses (tournesol, colza, soja, pabuerieres (betteraves, canne a sucre) et aneddogais,
blé). Ces biocarburants d&®génération sont remis en question sur plusietirgga’une part car ils entrent

en compétition avec l'alimentation humaine et aénat d’autre part car leur production a grandecéie
1



nécessite une consommation d’eau importante elidation de larges surfaces agricoles ne pouvamet é

gagnées dans certains pays qu’au prix d’une dé&dras accrue.

De nombreux efforts tendent donc au développenehiatarburants, dits dé™génération, obtenus a partir
de plantes entiéres ou de leurs fractions non dilnies Cette biomasse lignocellulosique, extrénmgme
abondante peu valorisée actuellement, est cepemilantrécalcitrante a la dégradation que les netier
premieres précédemment citées. Elle peut étreftnanée soit par voie physico-chimique en hydrocegbu
de synthese, nécessitant une gazéification dansodeltions de température tres élevées (>10064m) par
voie biologique en dégradant les polysaccharidetadgaroi végétale en sucres qui peuvent ensuiee ét
fermentés. Cette hydrolyse de la lignocellulosepessible grace a I'utilisation d’enzymes produjpes des
micro-organismes dégradant naturellement les potysaides pariétaux.

Les champignons filamenteux, capables de se dgwelatans la nature sur une large gamme de biomasses
végetales, sont des organismes de choix pour Buption de telles enzymes. Grace a ses souches-hype
sécrétrices,Trichoderma reeseest le producteur de cellulases et d’hémicellglaee plus utilisé dans
I'industrie. Cependant, afin de rendre le bioéthaleoZ™e génération compétitif, il est nécessaire de réduir
encore les colts de production, notamment en aragtites rendements de I'étape d’hydrolyse enzyjuati

Le séquencage du génomeldeeesenyant réevélé une faible diversité d’enzymes astste la lignocellulose,

par rapport a d’autres especes fongiques, des diasadesupplémentatioront été amorcees : il s'agit
d’ajouter aux enzymes sécrétées Pareeseides enzymes d’autres espéces, qui apportent degéac
complémentaires ou synergiques. La recherche sletaglymes peut notamment se faire par des apprdehes
sécrétomique, c’est-a-dire I'étude de I'ensemble pl®téines sécrétées par une souche dans desi@undi

données.

Les travaux réalisés dans le cadre de ce proj¢héke s’inscrivent dans cette démarche, en se ggs0po
d’étudier les sécrétomes de différentes souchegidoas, dans le but d’identifier des enzymes casabl
d’améliorer la dégradation de la biomasse lignotadique. Le premier chapitre de ce rapport pr&sane
étude bibliographique, portant d’'une part sur tnfasse lignocellulosique et son utilisation dasgplecédés
biotechnologiques, et d’autre part sur les enzyutidisées pour sa dégradation et les organismegdaas
qui les produisent, en citant les stratégies egeisa pour ameéliorer I'efficacité du procédé. Lexikme
chapitre présente le matériel et les méthodeséi pendant ce projet. Les chapitres 3 et 4 petgdas
résultats obtenus, sous forme d’articles en anglaipremier décrit I'étude du contenu et desqrenfinces
de plusieurs sécrétomes, ainsi que I'identificatiame nouvelle famille d’enzymes, tandis que lexdeme
est consacré a la caractérisation de plusieurs@issues de cette famille. Enfin, le cinquienegpiie est

constitué d’'une discussion portant sur 'ensemberdsultats obtenus, et présente les perspeetivesagées.



ChapitreI: Etude bibliographique




1 Delabiomasse lignocellulosique au bioéthanol

1.1 Structure et composition de la lignocellulose

1.1.1 Organisation de la paroi végétale

Les cellules végétales possedent a l'extérieurede hembrane plasmique une enveloppe appelée paroi
végetale, qui est impliquée dans le maintien gedate et dans sa résistance a la déformatiore @atbi est
formée au cours du développement de la planteepdépot successif de plusieurs structures distincke
lamelle moyenne, la paroi primaire, et la parobselaire, constituée de trois couches (Figure 2A).

Membrane
A C. plasmique Paroisecondaire
) " A A !
S1
S2 Paroi
secondaire Rosette
S3 Lignine
. Cellulose
Paroi
primaire Heémicellulose
Lamelle Protéine
moyenne
Lamelle moyenne
Paroi primaire
B.
Lamelle ~—~ Pectine
moyenne -
, Mlicrofibrilles de
cellulose
Paroi
primaire
Membrane — Hémicellulose
plasmique
Protéines solubles

Figure 2 : Structure de la paroi végétale (Sticklen, 2008)
A. Organisation des différentes couches de la pag#tede B. Composition de la paroi primaire.

C. Composition de la paroi secondaire.

La lamelle moyenne, constituée de pectines et ddefimoses, est située a l'interface entre dedkiles
adjacentes. La paroi primaire, qui se forme dulactoissance de toutes les cellules végétalesiecvres
micro-fibrilles de cellulose emprisonnées dans mia¢rice de pectines et d’'hémicelluloses, accomgasgte
protéines (Figure 2B). Lorsqu'elles ont fini deTtne certaines cellules spécialisées développeatparoi

secondaire (Figure 2C), ou les micro-fibrilles @#liudoses sont liées a des chaines d'hémicellulesagdes
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lignines par des interactions covalentes et noraleowes (liaisons hydrogenes et forces de van deld);
les couches S1, S2 et S3 qui composent la parondaae different par I'orientation de leurs fibdescellulose
(Davin et al., 2008). La derniére étape de matomadie certains végétaux est celle de la lignifiegtau cours
de laquelle la lignine remplace peu a peu l'eatsquirouvait dans les tissus, en commencant aaunige la
lamelle moyenne, jusqu'a la paroi primaire puipdeoi secondaire, formant ainsi une matrice hydobph
dans laquelle sont emprisonnés les composantsastjues et non-cellulosiques ainsi que les pretin
(liyama et al., 1994). La lignocellulose qui compdes paroi végétale est donc un enchevétremeritféectits
composants, dont des polysaccharides (cellulosaickuloses et pectines) et des polyméres phémediq

(lignines), qui sont décrits plus précisément daagaragraphes suivants.

1.1.2 La cellulose

La cellulose est le biopolymere le plus abondantTgure, et le composé principal de la paroi végétlle
est produite non seulement par les plantes, mas par certains animaux marins, les tuniciersiajoe par
des algues, des champignons, des bactéries etndedébrés (Lavoine et al.,, 2012). Il s'agit d'un
homopolymere linéaire de résidus anhydro-D-glucosd&s entre eux par des liaisons glycosidiquetype
B-(1—4), ce qui le différencie de I'amidon ou les résid+glucose sont liés en(1—4). Chaque monomere
effectuant une rotation de 180° par rapport a s&sins, I'unité de répétition de ce polymere estlumere
appelé cellobiose. Chaque chaine de cellulose gess®® extrémité réductrice, porteuse d’'un hénahsér

le carbone anomérique (C1) du résidu de glucosenetextrémité appelée non-réductrice, porteuseed'u
fonction hydroxyle (voir Figure 3A). Le degré ddyérisation d’'une chaine de cellulose peut allendron

8000 dans la paroi primaire jusqu'a plus de 20@03 ¢a paroi secondaire (Brown, 2004; Habibi e28l10).

Dans la nature, les chaines de cellulose sont &Sesnentre elles pour former un ensemble hautement
ordonné : approximativement 36 chaines de cellubnsd assemblées en fibrilles élémentaires, qas<ell
mémes se regroupent en micro-fibrilles, qui s’assd@ux autres composants de la paroi pour fodasr
fibres cellulosiques (Figure 3B). Les fibrilles méntaires sont composées de régions cristallinese
chaines sont étroitement liées entre elles pafatess de van der Waals et un réseau complexaidenis
hydrogene inter- et intramoléculaires ; ces régiasstement ordonnées sont interrompues par desnggi
amorphes, probablement introduites par des tengibermies dans les fibrilles qui provoquent lewstalision
(Habibi et al., 2010).
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Figure 3 : Structure chimique et organisation de la cellulose
A. Structure chimique d’'une chaine de cellulose, namtfunité de répétition cellobiose, les extrémitéductrice
et non-réductrice, ainsi que la numérotation desat de carbone au sein de I'unité anhydroglucd&aJj,
montrant le carbone anomérique en position 1.
B. Représentation schématique des différents niveaistrdcture de la cellulose (Lavoine et al., 2012).
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Figure 4 : Représentation de différents allomorphes de lalosk
A. Différences entre les formes monoclinique et tigiue de la cellulose I, en terme de maille crisggbphique et
d’organisation intra-couche des chaines de celu{@aiiroz-Castafieda and Folch-Mallol, 2014).

B. Différences d’organisation des couches entrellalose | et la cellulose Il (Mukarakate et al.,15).



Les chaines individuelles peuvent s’organiser eaties de plusieurs maniéres pour former les région

cristallines, et il existe en tout six allomorplkEérents de cellulose (O'Sullivan, 1997; Quiroastafieda
and Folch-Mallol, 2014) :

1.1.3

dans la cellulose |, la plus abondante dans lar@aes chaines cellulosiques s’organisent en @sich
grace a un réseau bidimensionnel de liaisons hgteget ces couches sont liées les unes aux autres
grace a des interactions plus faibles ; cette loséunative est en fait un mélange entre deux ghase
cristallines 4 et k, qui different par I'organisation de leurs liaisdmydrogene intra-couches, résultant
soit en une maille triclinique )l soit en une maille monoclinique)Figure 4A et 4B) ;

dans la cellulose IlI, obtenue a partir de cellulloseit par un traitement alcalin appelé merceiosat
soit par solubilisation et recristallisation, ldges cellulosiques sont réorganisées grace éseau
tridimensionnel de liaisons hydrogéne intra- etristouches (Figure 4B) ;

les celluloses lllet lll; peuvent étre formées respectivement a partir lidase | et 11, par traitement

a l'ammoniac réversible ;

les celluloses IVet IV sont obtenues respectivement a partir des cellsllbsest 11l par traitement

au glycérol a 260 °C.

Les hémicelluloses

Les hémicelluloses constituent un groupe hétérogemmlysaccharides complexes, souvent ramifiéy, ldo

chaine principale est composée de xylose, de ghueidsu de mannose, et qui peuvent porter desisuiosts

tres diverses : hexoses (glucose, mannose, gaadtm®se), pentoses (xylose, arabinose), acidesques

(acide glucuronique). La composition des hémicediak varie énormément selon les groupes de plaines

types de cellules.

On peut les classer en différents groupes quirepmésentés sur la Figure 5 :

les xyloglucanes, les plus répandus, sont constidiutne chaine de glucose portant des unités xylose
elles-mémes pouvant étre substituées par plusigiiés galactose, arabinose ou fucose ;

les glucanes mixtes sont des polymeres linéaiés<lip-(1—4), avec quelques liaisofg1—3) ;

les xylanes possedent une chaine principale corapséésidus xylose, et peuvent porter différentes
substitutions notamment composées d'acide gluayuer(iqui peuvent étre liés a la lignine lorsqu’ils
sont méthylés) et d'arabinose (parfois estérifiéded'acide férulique) ;

les mannanes et les glucomannanes comportent dés nrannose liées §a(1—4) dans leur chaine
principale, parfois alternés avec des unités gkecessont substitués ou non par des résidus gaéact

(galactomannane et galactoglucomannane).
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Figure 5 : Représentation des différentes structures des léuloses (Scheller and Ulvskov, 2010)

1.1.4 Les pectines

Les pectines, présentes dans la matrice des garoiaires, sont des hétéropolyméeres complexesenant
de l'acide galacturonique, qui forment un gel stdbisqu'elles s'associent via l'intermédiairendioalcium
(Caffall and Mohnen, 2009).

Rhamnogalacturonan I Homogalacturonan Xylogalacturonan Rhamnogalacturonan |

O =D-Galacturonicacid 0@ Arabi @® =D-Apiose é = O-Acetyl
O =L-Rhamnose o @ -Fucos ?

@ -D-Glucuronic acid @ -L-Acericacid @ =D-Xylose = Borate
® =Kdo @ =D-Dha o

Figure 6 : Représentation schématique et simplifiée desrdifts domaines de fgectine(Harholt et al., 2010).

Kdo : acide 3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique ; Dhaide docosahexaénoique

Elles contiennent quatre types de régions, reptésssur la Figure 6 :
- les régions homogalacturonanes, les plus abondantiesont constituées d'une chaine linéaire dacid

D-galacturonique liée em(1—4) ;



- les régions xylogalacturonanes, dans lesquellesh&ine principale d’acide galacturonique est
substituée par des résidus xyloses ;

- les régions rhamnogalacturonanes de type |, quidempolymeéres branchés dont la chaine principale
posséde une unité de bage€l(4-D-galacturonate-1,2-L-rhamnose), et dont les chaines latérales son
composées de galactane et d'arabinane ;

- les régions rhamnogalacturonanes de type Il, dordhhine principale d’acide galacturonique est

substituée avec des chaines latérales trés complex@enant 12 types de groupements différents.

1.1.5 Les lignines

Les lignines sont, aprés la cellulose, les substanoganiques les plus abondantes dans la natmgpd3ées
d'hétéropolymeéres hydrophobes et résistants ang@ssion, elles conférent aux végétaux leur $é|idit
sont présentes dans les cellules des tissus dadigansport de I'eau et au soutien des partiesnaés de la
plante (liyama et al., 1994). Elles sont le prodigtla voie métabolique des phénylpropanoides¢etveht
principalement de trois monolignols : les alcoalsimarylique, coniférylique et sinapylique (voir &ig 7).
Ces précurseurs sont a l'origine respectivementudéss p-hydroxyphényle (notée H), guaiacyle (G) et
syringyle (S), qui sont associées pour former aggnperes amorphes et hautement complexes (Dawh, et
2008).
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Figure 7 : Composants structurels de la lignine (Adler, 1Ralph et al., 2004)
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1.2 Utilisation de biomasse lignocellulosique pour la bioraffinerie

1.2.1 Sources de biomasse lignocellulosique

L’'appellation de « biomasse lignocellulosique » @tiisée pour désigner toute matiere végétale ezaarit
principalement de la lignocellulose. Cette appigitatrés large recouvre donc un grand nombre dduiis
qui peuvent avoir différentes origines :

- résidus agricoles produits lors de la culturelifi@rentes plantes destinées a l'alimentation ;

- déchets forestiers de bois dur ou de bois temsbes de l'industrie du bois ou des péates et papie

- plantes énergétiques issues de cultures dédiédses vivaces et taillis a courte rotation) ;

- déchets solides municipaux et industriels.

Des exemples de chacune de ces sources de biosoasggésentés dans le Tableau 1.

La plupart de ces matieres sont considérées corameééathets ou des sous-produits d'autres indystissnt
donc facilement disponibles, en trés grandes quéantsans accaparer de terres cultivables supplamesn
Certains de ces sous-produits peuvent étre utitisésne source de chaleur et d'énergie, comme firioa
répandus dans les champs pour les fertiliser, itsassnt aussi parfois simplement jetés ou brllEapparait
donc avantageux d'en transformer une partie erufisod plus haute valeur ajoutée (Gupta and VeROh5;
Talebnia et al., 2010). Seules les plantes énerggsifont I'objet d'une culture dédiée, et bierltps ne soient
pas utilisées dans l'alimentation ou la productlerfibres, elles pourraient étre en compétitionrgosage
des terres. Cependant, leur capacité a poussderapnt sur divers types de terrains, avec desrsesoieau
limités ou une bonne tolérance aux basses tempésafpourraient permettre leur exploitation sur teeses

non-agricoles (Garcia et al., 2014; Ho et al., 2014

Tableau 1 :Exemples de matieres premiéres lignocellulosiques
(de Bhowmick et al., 2018; Garcia et al., 2014; @wmd Verma, 2015; Ho et al., 2014)

Herbes et Bois dur Bois tendre
biomasse non-boisée (feuillus et plantes a fleurs) (coniféres)
Cultures dédiées  Miscanthus Saule
Panic érigéSwitchgrasp Peuplier
Résidus agricoles Rafles de mais Branches d'oliviers et

Bagasse de canne a sucre d'arbres fruitiers

Pailles (blé, riz, avoine, orge) Résidus de taille de vigne

Pulpe de betterave Tiges de coton
Résidus forestiers Ecorce d'eucalyptus Sciure de pin

Branches d'épicéa

Autres déchets Papiers, cartons

Pelures de fruits

Boues de papeterie
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Tableau 2 :Composition chimique de la paroi cellulaire dedliéints végétaufRytioja et al., 2014)

La composition est indiquée en pourcentage du mEd{M : quantités mineures).

Hémicelluloses

Cellulose Mannane Xylanes B-Glucanes Xyloglucane Pectines Lignine

Bois tendre 33-42 10-15 5-11 — — — 27-32
Bois dur 38-47 2-5 15-30 — — — 21-31
Monocotylédones
Paroi primaire 20-30 M 20-40 10-30 1-5 5 M
Paroi secondaire 35-45 M 40-50 M M M 20
Dicotylédones
Paroi primaire 15-30 5-10 5 — 20-25 20-30 M
Paroi secondair  45-50 3-5 20-30 — M M 7-10

Les différentes matieres premieres lignocellulosgjcontiennent les polymeres pariétaux préseniéplut,
mais leurs compositions et structures varient cgmablement selon le type de végétaux dont ellasissues
(Tableau 2). La principale différence de compositthimique entre le bois dur et le bois tendrdiéstaux
hémicelluloses : les galactoglucomannanes sontritaajes dans le bois tendre (pins, épicéa...) ajows le

bois dur (bouleau, chéne, peuplier...) contient nii@ioement des glucuronoxylanes. Les monocotylédone
(herbes et graminées) se différencient des diabdylés (plantes a fleurs) par une fraction hémilmique

plus pauvre en mannanes et xyloglucanes, et pthe n xylanes, ainsi que par une quantité derscti
largement plus faible. Dans les deux cas, la E@dndaire est enrichie en cellulose et en lignmess celle

des dicotylédones contient plus de cellulose quée aes monocotylédones, alors que ces derniéres

contiennent plus de lignines (Rytioja et al., 2014)

1.2.2  Concept de la bioraffinerie lignocellulosique

Les différents types de biomasse lignocellulosigueeédemment cités peuvent étre utilisés commeereati
premiére et valorisés par différents procédés danqu'on appelle des bioraffineries, ou la cellejdss
hémicelluloses et la lignine sont transformées pbtenir une large palette de molécules plateforialesols,
phénols, acides organiques, hydrocarbures, proolkyt$es...) destinées a remplacer celles issuedfthage

du pétrole (Figure 8). Ces molécules plateformesvemet ensuite étre transformées en produits de
consommation dans les domaines de l'industrie,adsahté, de l'alimentation humaine et animale, des
matériaux et de I'énergie (Cherubini, 2010; de Bhak et al., 2018)Tous les constituants de la biomasse
peuvent ainsi étre valorisés, a condition de réusdes atteindre, et donc a surmonter la résistalecla
structure complexe formeée par la cellulose, lesibélaloses et la lignine. Les biomasses utilisatdgant

des compositions chimiques et structurales trégesyr'un des défis de cette approche consistaptar en
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fonction des matieres premiéres les prétraitenatmisocedeés utilisés (de Bhowmick et al., 2018; deand
Rao, 2012).

Biomasse lignocellulosique

d l
Lignine Hémicellulose Cellulose
Combustible solide Pentoses (C5)
Adhésifs et liants Hexoses (C6) Glucose (C6)
Aromatiques Xylitol Furfural Ethanal,
Butanol,
— Propanoal, Nano-celluloses
Acide lévulinique Acétone,
Acide lactique

Résines et polyméres Hydroxyméthylfurfural

Figure 8 : Exemples de produits issus d’'une bioraffinerie diggilulosique
(d'aprés Villegas and Gnansounou, 2008; Witzled.e2018)

Une fois séparées, les différentes fractions paldtea converties ou fonctionnalisées grace a melpaarié

de procédés thermochimiques et biochimiques. Lpgotude ces techniques sont encore en développement
mais devraient a terme permettre I'acces a de neumtsynthons, réduisant ainsi la dépendance awupso
issus du raffinage du pétrole, tout en minimisastrejets de déchets qui sont transformés en psadhiaute
valeur ajoutée (Menon and Rao, 2012). Parmi Idéreéifits produits issus de la biomasse lignoceligles

l'un des plus étudiés et des plus avancés indilestnient est le bioéthanalont le procédé de production est

détaillé ci-apres.

1.3 Procédés de production de bioéthanol

Le procédé classique d'obtention d'éthanol de @ewxigénération a partir de biomasse lignocellul@sip

décompose en quatre étapes principales, représesutéla Figure 9A.

1°) Le prétraitement de la biomasse est nécessairegasser la structure de la paroi lignocellulosjcre
solubilisant ou en séparant ses différents compasihexiste différents types de prétraitements :

- des prétraitements physigues (mécaniques owthgimaux), qui permettent la réduction de ladaiks

particules, la diminution de la cristallinité decallulose et la solubilisation d'une partie desicélluloses ;
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- des prétraitements chimiques qui utilisent desles; bases ou agents oxydants pour solubiliser les
hémicelluloses, retirer la lignine ou en modif@structure, et parfois diminuer la cristallinigld cellulose ;

- des prétraitements biologiques, qui utilisent dggeces fongiques capables de dégrader la lignirdes
hémicelluloses.

Certains prétraitements combinent des méthodesqiesset chimiques, comme par exemple I'explositan a
vapeur en présence d'acide dilué ou I'explosiawid & I'ammoniaque (Gupta and Verma, 2015; Takebni

al., 2010).

A. SHF

Enzyme production

[ Distillation H Ethanol |

Enzymatic

Cellulose
Pretreatment +

Glucose 1—'[ Fermentation

! lignin Hydrolysis
S Hemicellulose S
hydrolysate

Enzyme production
LCB

Cellulose
Pretreatment +
lignin

Distillation H Ethanol |

,. Hemicellulose
hydrolysate

Lignin

Distillation ]——'I Ethanol |

Figure 9 : Schéma des procédés de production de bioétharastige biomasse lignocellulosique (LCB) (Margebal., 2009)
A. Hydrolyse et fermentation séparées (SBFpaccharification et co-fermentation simultanéesQB)S
C. Bioprocédé consolidé (CBP)

2°) L’hydrolyse enzymatique, ou saccharification, gstesa dépolymériser la cellulose et les hémicadies
restantes en monomeres, a l'aide d'enzymes sp@&sfiGette étape d’hydrolyse est donc précédéeeplarde

la production des enzymes. On peut utiliser pola ocee variété d'organismes cellulolytiques, a&@®luiu
anaérobies, mésophiles ou thermophiles ; il peagis'de bactéries (notamment des gerCésstridium,
Thermomonospora, Cellulomon&zacteriodeou Streptomyces et plus souvent de champignons filamenteux
(Trichoderma, Aspergillus, Penicilliumu Myceliophthora) (Sun and Cheng, 2002). Ce sont ces enzymes e
organismes fongiques auxquels on s’intéressergpaliEulierement dans la suite de ce rapport (paities 2

et 3 de ce chapitre).
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3°) La fermentation par des microorganismes permditehir de I'éthanol a partir des sucres (pentoses e
hexoses) issus de I'étape d'hydrolyse. La leSamxharomyces cerevisiast le microorganisme le plus utilisé
dans lindustrie, grace a ses forts rendementsraatuptivités, et sa sensibilité modérée aux inbibi.
Cependant, elle n'est naturellement pas capallbsd'ules pentoses produits lors de I'nydrolyseyenatique.
Afin d'améliorer les rendements, des souches nemtifcapables de fermenter des sucres tels quitexou

I'arabinose ont donc été développées (Dashtbdn 2089).

4°) La distillation, la rectification et la déshydrida permettent enfin de purifier I'éthanol et deréndre

propre a une utilisation en tant que carburantdgitirépondre a un certain nombre de spécification

Ces différentes étapes peuvent étre réaliséesésapat, comme c'est le cas dans le procédé conmastio
noté SHF $eparate Hydrolysis and Fermentatidfigure 9A) ou les enzymes et les levures peugst
utilisées dans leurs conditions optimales respestill est aussi possible de réaliser simultanétesrétapes
d’hydrolyse et de fermentation, un procédé que Wiomme SSCFSimultaneous Saccharification and Co-
Fermentationfigure 9B), et qui nécessite de faire un comprauaides conditions de réaction, mais permet
aux sucres formés d'étre immédiatement utilisé$gsdevures, et donc d'éviter I'accumulation dbitburs.
Enfin, le concept de bioprocédé consolidgorisolidated Bioprocessingu CBP, Figure 9C) propose
d'effectuer la production de cellulases pour I'bjge enzymatique et la fermentation a l'aide danl
microorganisme, ce qui nécessite des approchegédiiarie métabolique ou de biologie synthétique
(Hasunuma et al., 2013; Lynd et al., 2002).

Afin de rendre le bioéthanol lignocellulosique wedie, il est nécessaire d'optimiser chacune dpegde sa
production. Il est notamment essentiel de biensthta prétraitement adapté au type de biomasie,tedin

de maximiser son effet, tout en limitant la formatd’inhibiteurs et en réduisant les codts et lasconmation
d'énergie. L'hydrolyse enzymatique est égalemensidérée comme une étape critique en termes de
rendement et de codt. La production des enzymesnesifet un procédé trés colteux, et beaucoufpd'ef
tendent aujourd’hui a améliorer les rendementsn@hder les charges d’enzymes utilisées (Dashtlhah e
2009; Klein-Marcuschamer et al., 2012).

La biomasse lignocellulosique apparait comme ungémapremiére de choix pour I'obtention de nombreu
produits, dont le bioéthanol. Sa structure en @aitmatériau particulierement résistant, mais |lgdé&ation
de certains de ces composants (cellulose et hdolasds) en sucres est possible, grace a des eszyme

spécialisées.

14



2 Enzymes impliquées dans la dégradation des polysaccharides

2.1 Principes de la classification CAZy

Les polysaccharides pariétaux précédemment cit@s aussi tous les autres polysaccharides, notammen
I'amidon (un polymere de glucose liéed,4 trouvé dans les organes de réserve de nondsrplemtes) et la
chitine (un polymere de N-acétylglucosamine quirferla carapace des insectes et crustacés et se trou
egalement dans la paroi fongique), ainsi que tesiglycanes et tous les sucres, sont regroupésdestarme

de carbohydrates. Les carbohydrates font partieqdesre principales classes de biomolécules, aa®c |
protéines, les acides nucléiques et les lipidesadjit d'une classe de substrats extrémemensdiétant donné

le nombre de monosaccharides existants, les ditigsemanieres dont ils peuvent s'assembler, arliatg

des autres molécules auxquelles ils peuvent s€ll@nbard et al., 2014). Les organismes vivantsir po
s'adapter a leur environnement, ont donc dévelappdéanel d'enzymes actives sur ces carbohydrates
(Carbohydrate-Active enZymesu CAZymes), qui controlent leur assemblage, @adification et leur

dégradation, et possedent une tres grande diveisgéuctures et de spécificités.

Afin de faciliter la gestion d'une telle diversitdpe classification des CAZymes, basée sur legrdifices
structurelles plutdt que sur les seules spécificité substrats, a été mise en place (Cantarel, 208I9;

Henrissat, 1991). Mise en ligne sous la forme dhase de donnée depuis 1988v{v.cazy.org, et basée sur

les similarités de séquences d'acides aminés &tutdures secondaires, elle permet d'affecterségaence

de protéine de fonction inconnue a une famille corgmt au moins une protéine caractérisée
expérimentalement, permettant de faire dans certais une prédiction du type de substrats surééselle
pourrait étre active, ou sur son mécanisme. Elengrrégalement en compte le caractere modulaire de
beaucoup de CAZymes, qui peuvent regrouper plusieurdules catalytiques et non-catalytiques issus de
familles différentes (Lombard et al., 2014). Céthse de donnée est complétée par une encyclopéliime

creee en 2007 appel€&AZypedialwww.cazypedia.org qui rassemble des informations détaillées sr 17

familles de CAZymes et de modules associés, chiamuide faisant I'objet d’une page comportant usude

des résultats les plus importants la concernanini@r et al., 2018).

Sans cesse alimentée par de nouvelles séquenbasglade donnée CAZy comporte 435 familles de nesdul
(au F'janvier 2020), appartenant aux classes suiva@astérel et al., 2009; Levasseur et al., 2013) :
- les glycoside hydrolases (GH), qui sont les plysrégentées avec 165 familles, sont capables
d'hydrolyser les liaisons glycosidiques et de séaldes réactions de transglycosylation ;
- les glycosyl-transférases (GT) sont responsablés iemation de liaisons glycosidiques ;
- les polysaccharides lyases (PL) clivent elles desdiaisons glycosidiques (dans les polysacckarid

contenant des acides uroniques) mais en utilisamécanisme dg-élimination ;
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les carbohydrate estérases (CE) permettent der dbgeO- et N-acylations des sucres estérifiés,

facilitant ainsi I'acces des glycosyl-hydrolases polysaccharides ;

les activités auxiliaires (AA) regroupent des aneg oxydoréductrices qui agissent en synergie avec
les autres CAZymes, avec d'une part des enzymeslyiigues, qui améliorent l'accessibilité aux
polysaccharides en dégradant la lignine envirommagitd'autre part des enzymes capables d'oxyder
les sucres et les polysaccharides ;

les modules de liaison aux carbohydrates (CBM) sl@st modules non-catalytiques qui facilitent
l'activité enzymatique des modules catalytiques@és en améliorant les interactions avec un satbstr

donné.

Parmi ces familles, certaines enzymes sont pluscpiérement liées a la dégradation de la celles a

I'amélioration de son accessibilité, et donc paligcement intéressantes pour la production dethéardl.

2.2

Les cellulases

La dégradation compléte de la cellulose en gluoésessite le clivage de toutes les liaisons glyipsesp-

(1—4), ce qui fait appel a trois types d'activités ptdmentaires, qui se répartissent chez les champsgn

dans7 familles de glycosyl-hydrolases (Couturier andride 2013).

Les exop-(1,4)-D-glucanases ou cellobiohydrolases (CBHpaafenant aux familles GH6 et GH7,
attaquent les chaines de cellulose par leur extéérdductrice ou non-réductrice, et libérent du
cellobiose de maniére processive.

Les endoB-(1,4)-glucanases ou endoglucanases (EG), appattana familles GHS5, 6, 7, 12 et 45,
agissent de maniére apparemment aléatoire surlidose amorphe, libérant du cellobiose ou de
courtes chaines de cellulose appelées cellodestroréant ainsi de nouvelles extrémités que les
cellobiohydrolases peuvent attaquer.

Lesp-D-glucosidases (BG), qui appartiennent aux famiBH1 et GH3, agissent sur le cellobiose et
les cellodextrines produits par les autres celadast les dégradent en monomeéres de glucose ; cels
permet d’éviter I'accumulation de cellobiose, gst @n inhibiteur des cellobiohydrolases et des

endoglucanases.

Qu'elles agissent de maniere endo ou exo, ledas#isisont fréquemment liées a des CBM qui leumgient

d'approcher le module catalytique de son subgfrate a des interactions avec les résidus hydrashqioils

portent (Gilbert et al., 2013; Himmel et al., 201Gyace a leurs différences de spécificité, ces types

d'enzymes agissent de maniere synergique surlldosel, comme représenté sur la Figure 10.
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Cellobiose

W @ Endoglucanases
: . (EG)
Glucose 4
0.‘-0 @ Cellobiohydrolases
(CBH)

Cellodextrines
3 p-glucosidases

®BG)

Extrémité réductrice
Extrémité non-réductrice

Cellulose cristalline Amorphe Cristalline

Figure 10 : Représentation schématique de I'action des cedlsilagr la cellulose (Sreedharan et al., 2016).

Le mode d’action des différentes cellulases esa liéur structure tridimensionnelle. Le site ades CBH
possede une structure en forme de tunnel (voir€igyl)) qui accommode I'extrémité d’'une chaine dielose
d’'un coté et permet a I'enzyme de glisser sur agdttdne vers le prochain site de clivage tout leéréint le
cellobiose produit par I'autre c6té, lui conféraimsi sa processivité. Les CBH de la famille GHA ataquent
'extrémité réductrice des fragments de cellulas#, un mécanisme catalytique de rétention (danseldg
carbone anomérique du produit garde apres le dileagnéme configuration que celui du substrat, Fimjure
12A), tandis que celles de la famille GH6, qui gtient I'extrémité non-réductrice, ont un mécanisme
d’inversion (dans lequel le carbone anomérique gbate stéréochimie au cours de la réaction, vgurei
12B) (Couturier et al., 2016; Davies and Henris$895).

Cellobiohydrolase Endoglucanase B-glucosidase

Figure 11 : Exemples de structure 3D de cellulases, montrai#t types de sites actifBavies and Henrissat, 1995)
Les structures représentées montrent un site erefde tunnel pour la cellobiohydrolase, en formealke pour
I'endoglucanase, et en forme de poche pofirdlucosidase. Les résidus catalytiques supposé<stmiés en rouge.
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A. Mécanisme de rétention B. Mécanisme d’inversion
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Figure 12 : Comparaison des deux principaux mécanismes d’hyskales liaisons glycosidiques (Davies and Hertrid885)

A. Lors du mécanisme de rétention, I'oxygéne desliadin glycosidique est protoné par un résidu ctdaly acide (AH), et la

liaison est rompue par I'attaque nucléophile d'ésidu jouant le réle de base)YBla liaison ainsi formée est ensuite hydrolysée

par une molécule d’eau, et cette seconde substitaticléophile génere un produit ayant la mémeastfimie que le substrat.
B. Dans le cas du mécanisme d'inversion : I'oxygesteégalement protoné par le résidu acide, maisenle attaque

nucléophile, par une molécule d’eau activée phake, se produit, résultant en une inversion dégroation. La base est dans

ce cas plus éloignée du substrat afin d’'accommeelte molécule d’eau, et les deux résidus catalggont plus éloignés que

dans les enzymes ayant un mécanisme de rétention.

Les endoglucanases, qui se retrouvent dans plsdiezmilles CAZy, ont une grande diversité de strgtet
peuvent utiliser soit un mécanisme d’inversion saitmécanisme de rétention. |l existe néanmoingaimt
commun entre toutes les EG : elles possedent enastif en forme de vallée ouverte, qui leur permet
d'accommoder la chaine de cellulose sans forcéifa@atjuer par I'une de ses extrémités. La difféeeantre
cette topologie et celle du tunnel, notamment desmgamilles GH6 et GH7 qui contiennent a la fais €BH

et des EG, est due a I'existence de longues bogaiesennent couvrir une partie du site actif chez CBH,

et qui sont absentes chez les @avies and Henrissat, 1995). Cependant, ces lmopelgvent étre plus ou
moins flexibles, et la différence entre les acfisiexo- et endo-lytiquasest pas toujours bien marquée ;
certaines CBH possédent en effet une faible aétigitdo (Badino et al., 2017; Stahlberg et al., 1993
Beaucoup d’organismes sécrétent plusieurs endamdses, ce qui pourrait s’expliquer par des difféesn
entre les familles, notamment en termes de tdillie spécificité de substrat. En effet, les enzydessfamilles
GH12 et GH45 ont un poids moléculaire beaucoup fdise que celles des autres familles, ce qui leur
permettrait d’accéder aux plus petits pores dutsati®ayne et al., 2015), et la plupart des EGlestactivités
complémentaires sur les hémicelluloses, dépendaletd famille : il existe par exemple des GH5aagisur

les mannanes et galactomannanes, des GH6 suriaxgtane, des GH12 sur le xylane et le xyloglucate
des GH7 actives sur ces trois derniers substraés€viko et al., 2010).
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Les B-glucosidases possedent un site actif en formedeepqui leur permet d’'accommoder I'extrémité non-
réductrice des cellodextrines, et de cliver un saahomere de sucre. Avant le clivage suivant, bssat doit
étre relaché pour laisser le monomeére produitrstutsite actif, ce qui explique le caractere nooepssif de
ces enzymes (Couturier et al., 2016).

2.3 Les hémicellulases

Les hémicelluloses ont une structure complexe muoplnt des liaisons osidiques tres variées ; leur
dépolymérisation nécessite donc I'action d’'un grandthbre d’enzymes spécialisées, appartenant ckez le
champignons a une vingtaine de familles de GHwiplirs familles de CE, qui agissent en synergim(l

et al., 2010; van den Brink and Vries, 2011).

Pour chacun des trois principaux types d’hémicedles, il existe des enzymes qui attaquent la chaine
principale, comme illustré sur Eigure 13 :
- les xyloglucang-1,4-endoglucanases (XEG), appartenant aux fan@les2 et GH74 ;
- lesp-1,4-endoxylanases (XLN) des familles GH10, GH1GEBO0, certaines GH30 ayant également
montré une activité exo-xylobiohydrolase (XBH) (Kiatpouras et al., 2019; Nakamichi et al., 2019) ;
- lesp-1,4-endomannanases (MAN) des familles GH5 et Gét2ésp-1,4-mannosidases (MND) de la

famille GH2.
‘ .
A 9ol ® BiL A
@® MND
U ont 36 o8 oo Jo GMAE
X v '//\GL Mi\N
Xyloglucan 4—? o000 000000000 ee
CBHI Heteromannan O
MND
WEXL © D-Glucose
@ BxL * A L-Fucose
COOQ  AXE @ D-Galactose
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Figure 13: Représentation schématique de différents typeéndicellulasegRytioja et al., 2014; van den Brink and Vries, 21
AFC : o-fucosidase ; ABF : arabinofuranosidase ; AGldglucuronidase ; AGL ¢-1,4-galactosidase ; AXH : arabinoxylane
arabinofuranosidase ; AXE : acétyle xylane estér@edl : a-xylosidase ; BGL B-1,4-glucosidase ; BXLB-1,4-xylosidase ;

CBH : cellobiohydrolase ; FAE : féruloyl estéraseMAE : galactomannane acétyle estérase ; LA 4-galactosidase ;
MAN : B-1,4-endomannanase ; MNIB -1,4-mannosidase ; XBH : exo-xylobiohydrolase ;

XEG : xyloglucane3-1,4-endoglucanases ; XLNB:1,4-endoxylanases.
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Afin de compléter la dépolymérisation, il est né&za® de débrancher les différentes substitutimmgui fait
appel a au moins 10 activités différentes, ellssiangsumeées sur Fagure 13: B-1,4-galactosidase (LACY;
xylosidase (AXL), a-fucosidase (AFC), arabinoxylane-arabinofuranosidase (AXH)g-glucuronidase
(AGU), o-arabinofuranosidase (ABF), féruloyl estérase (FA&)étyle xylane estérase (AXE);1,4-
galactosidase (AGL), galactomannane acétyle est¢@EEAE).

Les oligosaccharides issus de cette dégradatioh esmuite décomposés en monomeres pade&gl-
glucosidases (BGL) des familles GH1 et 3,Aels4-xylosidases (BXL) des familles GH3 et 43)esf} -1,4-

mannosidases (MND) de la famille GH2.

2.4 LesLPMO

2.4.1 Découverte de leur activité

Deés 1974, les travaux de Eriksson et al. mentionhexistence d'enzymes oxydatives, sécrétées @ar d
champignons cellulolytiques, qui interviennent dendégradation de la cellulose aux cotés des hasks.
Dans les années 90 et 2000, il a été démontré ept@irnes champignons dits de « pourriture bruneoir (v
paragraphe 3.1 de ce chapitre) oxydent la celluiesmaniere non-enzymatique, a l'aide de radidiées
produits de maniére extracellulaire par des réastae Fenton impliquant des peroxydes et des em@ér
exemple : F& + H.0, — F€"+ OH- + OH) (Arantes et al., 2012). Cependant, aucune oigmiahzymatique
n'a été reportée pendant pres de 40 ans, jusqtitadas années 2000, lorsque deux protéines peéudent
assignées aux familles GH61 et CBM33 ont révéléadésités jusqu'a présent ignorées.

La protéine CBP21 de la bactéB8erratia marcescenétait classée comme un module de liaison a lanehit
de la famille des CBM33, sans activité catalytigmajs il a ensuite été montré que sa présence garme
d’améliorer l'activité des chitinases (Vaaje-Kotstat al., 2005), et ce grace a un mécanisme dagdiv
oxydatif de la chitine (Vaaje-Kolstad et al., 201Bn paralléle, lors de la résolution de la striectde la
protéine Cel61B deTrichoderma reesemppartenant a la famille des GH61, d’importantesilarités
structurelles avec CBP21 sont apparues (Karkeha@badli 2008). La caractérisation de plusieurs Gdént
certaines avaient montré une faible activité endtagiase, a prouvé leur capacité a améliorer ligziiles
cellulases (Harris et al., 2010). Il a enfin éténtné que les GH61 et CBM33 étaient bien des métalkymes
contenant du cuivre, capables en présence d’oxyeetien donneur d’électrons d'oxyder respectiveraen
cellulose (Forsberg et al., 2011; Quinlan et &11) et la chitine (Vaaje-Kolstad et al., 2012).
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Les familles GH61 et CBM33 ont par la suite étéraagées sous le terme deytic Polysaccharide
MonooxygenaségHorn et al., 2012), et respectivement renommee3 et AA10 dans la nouvelle classe des
activités auxiliaires (AA) de la base de donnée<ZHA evasseur et al., 2013). La présence de cdsipes
chez un nombre trés important de micro-organismmgdigués dans la dégradation de la matiére organiqu
mene a penser que les LPMO pourraient étre un ét&imedamental de leur mode de vie, au méme tiee g
les hydrolases ; cette observation, ainsi quetienel de ces enzymes pour la complémentatiocalddails
cellulolytiques classiques, ont logiguement menaé &eés fort intérét de la part de la communautnsifique
(Agostoni et al., 2017; Horn et al., 2012; Johan2€i6; Morgenstern et al., 2014). Ces recherchemené

a la découverte de plusieurs nouvelles famillesRMO, et les familles CAZy AA11, AA13, AA14 et AAL1S

ont été créées.

2.4.2 (Classification actuelle

Les LPMO sont donc regroupées dans six familles Y;Ajii se différencient par leurs séquences d’acide
aminés ; ces familles sont présentes dans differgmies d'organismes et présentent des spécifidieés
substrats variées (voir resumé dans le Tableau 3).

- La famille fongique des AA9 regroupe des enzyids/es sur la cellulose, mais aussi sur les cello
oligosaccharides et les hémicelluloses contenasitudéés glucose liées ¢nl,4 : xyloglucanes,
glucomannaneg-glucanes mixtes (Bennati-Granier et al., 2015;ueaet al., 2017; Frommhagen et
al.,, 2016; Isaksen et al., 2014) ; une protéinevacdur le xylane, mais seulement en présence de
cellulose, a également été caracterisée bhazeliophtora thermophil@~Frommhagen et al., 2015), et
I'une des AA9 dé_entinus similisest capable de cliver le xylane et les xylo-olagmharides (Simmons
et al., 2017).

- Les LPMO de la famille AA10 se trouvent prindgraent chez les bactéries et les virus, et soiteact
sur la chitine, la cellulose, et parfois les dedgdstoni et al., 2017; Forsberg et al., 2014brerdment
une AA10 de l'actinobactérigitasatospora papulosa montré une activité a la fois sur la cellulose,
la chitine et le xylane (Corréa et al., 2019). Quek AA10 sont trouvées dans les génomes de
champignons de la classe des Ustilaginomycetesqtel le pathogéne du malstilago maydismais
aucune de ces enzymes n’a encore été caracterisée.

- Les familles AA1l et AA13 ont été découvertegzxlhes champignons grace a des homologies de
séquence avec des domaines portés par les fadglleBMO déja connues ; elles ne contiennent pour
l'instant que quelques protéines caractériséespmt actives respectivement sur la chitine et les
composants de I'amidafamylose et amylopectine) (Hemsworth et al., 204l eggio et al., 2015;

Vu et al., 2014b; Vu et al., 2019).
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- Les AAl4 ont été découvertes grace au développend'approches sécrétomiques chez les
champignons (Berrin et al., 2017) ; la caractéosatie deux d'entre elles, issuesRigenoporus
coccineusa révélé gu'elles sont actives sur le xylaneue@nt les fibres de cellulose dans le bois
(Couturier et al., 2018).

- La famille AA15 récemment découverte regroupe elegymes, actives sur la cellulose et la chitine,
issues d’organismes trés variés : oomycetes, alguesllulaires et multicellulaires, virus, invetés

terrestres et marins (crustacés, mollusques, sectillipedes, araignées) (Sabbadin et al., 2018).

Les modules catalytiques de ces difféerentes famiient fréquemment associés a d’autres modules,
notamment des modules de liaison aux carbohydf@e#l), dont les spécificités correspondent aux sabs
identifiés pour chaque famille (voir Tableau 3) (eet al., 2017; Couturier et al., 2018; Horrakt 2012;
Lenfant et al., 2017; Sabbadin et al., 2018; Vale2019).

Tableau 3 :Récapitulatif des principales caractéristiquesfdeslles de LPMO existantes.

Les données sont issues de CAZy ainsi que desatitfes références citées dans le corps du texte.

Famille Type , Nombre Spécificité de . -
, : CBM associés d’enzymes Régiosélectivités
CAzZy d’organismes A substrat
caractérisées
AA9 Champignons CBML1 (cellulose), 37 Cellulose, cello- C1, C4,
CBM18 (chitine) oligosaccharides et C1/C4
glucanes mixtes,
xyloglucane,
glucomananne,
xylane
AA10 Bactéries, virus, CBM1 (cellulose), CBM2 23 Cellulose, CletCl/C4
archées, plantes, (cellulose/chitine/xylane), chitine, xylane (cellulose)
champignons CBM12, CBM5 C1 (chitine)
(Ustilaginaceag (cellulose/chitine),
CBM14 (chitine),
CBM20 (amidon)
AAll Champignons Aucun 2 Chitine C1
AA13 Champignons CBM20 (amidon) 4 Amidon C1
AAl14 Champignons Aucun 2 Xylane associé C1
a la cellulose
AA15 Invertébrés, CBML1 (cellulose), 2 Cellulose, chitine C1
oomyceétes, CBM14 (chitine)
algues, virus
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Les champignons sont donc les organismes chezdilssgn trouve le plus grand nombre de familles
différentes de LPMO. lls possedent généralemendigius génes de chaque famille, et notamment de la
famille AA9, avec souvent plus de 10 génes pouramge espéce, et parfois jusqu'a plus de 30.dissns
d'une telle expansion sont encore mal connues, etlaipourrait étre liée a la diversification dddaille en
termes de spécificités de substrat et d’autresri@téis biochimiques, et refléter des différencesaggilation
permettant de s’adapter a des substrats variésir{Bdral., 2017). Les études sécrétomiques sernhblkm

dans ce sens, puisqu’elles montrent que seuleantie des LPMO encodées dans les génomes fongiques
effectivement sécrétées, et qu’il ne s’agit pas@ses selon les substrats utilisés (Berrin ee@l7). Parmi

ces protéines secrétées simultanément, on retreoueent des représentants de plusieurs types de
régiosélectivités, qui pourraient avoir des adbwitcomplémentaires pour la dégradation efficace des

polysaccharides.

Les différentes LPMO caractérisées varient en gifetleur régiosélectivité. L'oxydation des liaisghl,4
peut avoir lieu sur le carbone C1, générant unemacqui est spontanément hydratée en un acideigldo
plus stable, ou sur le carbone C4, générant urakiEise en équilibre avec le gemdiol correspondasit (
Figure 14). Parmi les AA9, certaines oxydent séleotent en C1, d’autres en C4, et d’autres encangt n
pas de préférence et sont capables d’oxyder les a@bones (Frommhagen et al., 2018). Les AAlVesti
sur la cellulose sont capables d’oxyder en C4, masscelles actives sur la chitine, et jusqu’a gméses
LPMO des autres familles n’'ont montré qu’une régliestivité pour le carbone C1 (voir Tableau 3) (Coer
et al., 2018; Forsberg et al., 2018; Hemsworth.eP@14; Sabbadin et al., 2018; Vu et al., 2012/ et al.,
2018a).

OH OH
RO=" e Ol Ho- /; o OR
Cu:LPMO Cu:LPMO CU LPMO Cu:LPMO
+H,0 +0,+2H" +2e” +0,+2H" + 2¢ +H,0
OH
POE, Y HO — L HO —
RO OR ~OR
Ho_w:O + HO _L/Y\OI \A -OH  + - _E\ f
OH
OH OH
Reducing-end lactone Native non-reducing-end Native reducing-end Hon-reducing-end
ketoaldose
OH ‘f”
; HO—7—-7——0R
HO — <0 {0
OH OH
Reducing-end aldonic acid Non-reducing-end geminal diol

Figure 14 : Régiosélectivité de l'oxydation des liaisons gbidmues par les LPMO (d'aprés Hemsworth et alL520
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2.4.3 Structure tridimensionnelle des LPMO

De maniere générale, les LPMO se caractérisentipaustructure de type immunoglobuline, constituée d
deux feuilletsp antiparallelesde 4 a 5 brins chacun, qui forment ce qu’on appeil@-sandwich. Elles ne
possédent pas de site actif en forme de tunnekotaliée, mais plusieurs boucles formant une senfdies

ou moins plane, comportant des résidus aromatigtdésydrophobes qui servent aux interactions avec le
substrat ; cette surface plane leur permet deesa lia surface de substrats cristallins commellalose ou

la chitine, au lieu de reconnaitre une chaine eso@mme le font les cellulases (voir Figure 15).

Figure 15 : Structure générale des LPMO et interactions awsrs leubstrats

A. Exemple de I'AA9 dd_entinus similisen interaction avec du cellohexaose (en batojaetes), montrant la structure centrale
de type immunoglobuline (en rose), le centre dotihé par les deux histidines (batbnnets vert etiivre (sphére orange).
Cette structure est déposée sur PDB sous le cadeed' 5ACI (Frandsen et al., 2016).

B. Exemple de 'AA9 deThermoascus aurentiaces interaction avec une surface de celluloseatiiiet (en vert). Cette structure

est déposée sur PDB sous le code d'acces 2YETdat, 2014).

Exposeé sur cette surface se trouve le site actifsttué d’un ion cuivre coordonné sur le plan éopia par

3 atomes d’azote portés par deux résidus histiddw@# I'un est situé a I'extrémité N-terminalerrfant ce
gue I'on appelle l'histidine brace” (voir Figure 16). Egalement dans la sphére dedination du cuivre, en
position axiale, on trouve généralement une tymgjui est remplacée dans les LPMO des familles0A¢tl
AA15 actives sur la chitine par un résidu phénylada(Frandsen and Lo Leggio, 2016; Tandrup et al., 2018
L’histidine N-terminale est systématiquement métbytlans les LPMO fongiques mais pas dans les LPMO
bactériennes, les champignons filamenteux étarddels a posséder la méthyltransférase nécesseattea
modification post-traductionnelle. Le role fonctrat de cette modification n'est pas encore totalgme
élucidé, mais il est clair que les LPMO restenivast en son absence, comme c’est le cas lorsgu’'stiet
produites dans la levuRichia pastoris Une étude récente de Petrovic et al. (2018) gopint deux variantes
de la méme protéine, avec et sans méthylation, réngue bon nombre de leurs caractéristiquesnétaie
identiques (spécificité de substrat, régiosélejvaffinité pour le cuivre, potentiel redox...) majse la

version méthylée semblait plus résistante a laepigs de peroxyde d’hydrogéne, qui peut entrainsr de
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dommages oxydatifs (voir aussi paragraphe suivaatinéthylation de l'histidine N-terminale seradnt

impliquée dans la protection des LPMO contre I'thaation par I'auto-oxydation.

La présence d’un ion cuivre (II) dansiktidine bracepermet, outre les études structurales, d’en étuaier
géométrie par résonnance paramagnétique électe(lRRE), une technique qui a été tres utilisée ptudtier
I'environnement immédiat du cuivre dans les LPM@ylses ou en interaction avec leurs substrats (Géano
al., 2018). Dans les protéines a cuivre, il exdigsieurs types de centres, classés en fonctiolewts
caractéristiques spectrales UV, visible et RPE td@®les LPMO caractérisées jusqu’a présent onpectie
RPE typique des centres de type 2, qui sont mohé@aives et coordonnés dans une géométrie plane ou
tétragonale par plusieurs histidines (souvent 3 ole centre des LPMO est donc assez inhabitustyplil

n’'en contient que deux, dont I'une est doublemetiiquée puisqu’elle interagit avec le cuivre viss sleux
atomes d’azote) (Frandsen and Lo Leggio, 2016; Mamihk et al., 2018).

Figure 16 : Structure tridimensionnelle de LPMO de différerfasilles

Structures représentatives des différentes famibesPMO, avec en haut un agrandissement desasitiés montrant les résidus
de l'histidine braceghistidines, méthylées ou non, et tyrosines, repm&s en batonnets) coordonnant I'ion cuivre (spbeéange).
Les codes PDB des protéines sont les suivants Ho¥@\9, en jaune), 5OPF (AA10, en rose), 4MAI (AA¥n violet), 40PB

(AA13, en bleu foncé), 5NO7 (AAl14, en bleu claitb®SZ (AA15, en vert) (Tandrup et al., 2018).

2.4.4 Mécanismes proposés

Concernant le mécanisme exact de I'oxydation, @lusipossibilités existent, et ce sujet fait délzats la
communauté. L’appellation de “monooxygénase” gaieadonnée aux LPMO repose sur le fait que, comme
d’autres enzymes, elles peuvent former un grouplraxyle a partir d'un atome d’oxygene issu d'une
molécule d’'Q, ce qui a été prouvé par des expériences utill§sotbpe radioactit®O, (Vaaje-Kolstad et al.,
2010). Plusieurs mécanismes basés sur cette obeargat été proposeés, tous commencant par la tiédiic
grace a un donneur d’électrons, du complexe LPMQ@HCan LPMO-Cu(l), qui active ensuite 1'Oen

superoxyde pour donner un intermédiaire LPMO-CufH). Celui-ci réagit avec le substrat selon un
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mécanisme radicalaire faisant intervenir un élecaiodeux ions H pour finalement aboutir au produit oxydé

et au complexe LPMO-Cu(ll) initial (Beeson et @D15); un exemple est donné sur la Figure 17A.

A. B.
oﬁ M
HO7~~L—7~0 =
RO‘;O?O HW PMO-Cu" \ (1) Priming reduction LPMO- +1e” = LPMO-Cu(1)
Hydroxylation 1:30[,%0 gg 20,
PMO-Cu'-0- PMO-Cu' (2) LPMO-guided H,0, splitting
0O,
H,O .
2 electron l
H* from donor H,0O
PMO-Cu"-0-OH PMO-Cu'-0-0 LPMO ) LPMO LPMO LPMO
- Cu() Cu()
OH OH H-atom abstraction "O"& é) 1>
HO B 0 e 102 08
i >v 2 or > PMO-CUL.0-O- s - K *H H
OH OH 1 4 H H 10
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Figure 17 : Mécanismes proposés pour l'oxydation de la liagdgoosidique par les LPMO
A. Exemple de mécanisme initialement proposé faisaetvenir le dioxygéne (Phillips et al., 2011)

B. Mécanisme proposé plus récemment faisant interlepieroxyde d'hydrogéne (Bissaro et al., 2017)

En l'absence de substrat, les LPMO sont égalenaguatbtes de produire du peroxyde d’hydrogéengOeH
propriété qui a été utilisée pour mesurer leurvdétide réduction de l'oxygene (Kittl et al., 201RPgans un
article paru en 2017, Bissaro et al. suggérentieperoxyde d’hydrogene serait en fait le veéritaiméacteur
des LPMO, et que le mécanisme faisant interverdidgygene n’aurait lieu qu’en son absence. Ils treor
I'incorporation dans la chaine de cellulose d’uona¢ d’oxygéne marqué provenant du substedf®d, et
prouvent la présence d’'une activité en I'absenosyajene lorsque du peroxyde d’hydrogene est ajdisté.
proposent un mécanisme ou le donneur d'électro@sept en quantités catalytiques, n’interviendyaé pour
la réduction initiale du complexe LPMO-Cu(ll) enMP-Cu(l), qui réagirait ensuite avec®b et le substrat
selon un mécanisme radicalaire pour donner le firodyde et régénérer le centre Cu(l), qui peut mmmncer

un nouveau cycle catalytique (voir Figure 17B).

Cependant, le peroxyde d’hydrogene peut aussiiveaces LPMO lorsqu’il est présent en trop grande
guantité, en générant des espéces réactives gg&or spécifiguement dans le centre catalytiguangoent
a des dommages oxydatifs sur les résidus les phch@s du cuivre, et notamment les deux histidies
voient leur cycle imidazole modifié. La liaison deBMO a leur substrat leur permet de se protégarede

dommages oxydatifs menant a l'inactivation (Bissatral., 2017; Loose et al., 2018).
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2.4.5 Partenaires redox

Quel gue soit le mécanisme, l'action des LPMO requiapport d’électrons, et donc la présence d’un
réducteur. Dans les tests d’activitévitro, les réducteurs utilisés sont souvent de petitel€gules (acide
ascorbique, L-cystéine, glutathion, acide gallig@utres phénols) ou divers composants de lankgmjui
ont des efficacités variables selon les protéiresnimhagen et al., 2016; Westereng et al., 201kemhtité
des donneurs d’électrons vivo est encore incertaine, mais les candidats sontoream : en plus des
composeés produits par les champignons ou les gléotest le cas de I'acide ascorbique, du glutatteibde
nombreux phénols) ou présents dans le bois (tel§agide gallique ou la lignine), plusieurs enzypeuvent

également jouer ce role.

Copper-containing

oxidoreductases
(Laccases,

Heme-containing (Laccase-Mediator

peroxidases system)
(LiP, MnP, VP)/
peroxygenases EDS II
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EDS II esterases

EDS III
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Figure 18 :Interactions des LPMO avec différents systemesatestert d’électrons (EDFrommhagen et al., 2018)
Systéme | : donneurs directs, non-enzymatiquesflapzymatiques (Ib). Systéme Il : donneurs indireSysteme Il systemes

photo-activés.
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La cellobiose déshydrogénase (CDH, de la famille A Aune enzyme fongique responsable de I'oxydation
du cellobiose et d’autres oligosaccharides, ad#atifiée tres tdt comme un partenaire redox pakepour

les LPMO ; ce rdle est aujourd’hui bien établisepporté par le fait que les CDH sont souvent qoimées
avec les AA9, ou encore que la délétion du gedteentraine une baisse d’efficacité lignocellulolyig
(Kracher et al., 2016; Phillips et al., 2011; Tdmgtsunun et al., 2017). Cependant cette enzymabssinte
chez les bactéries, et chez certains champigndastrBs enzymes peuvent alors jouer le role dectédy
comme les glucose déshydrogénases (GDH) et leslandl quinone oxidoréductases (AAQO) de la faanill
AA3_2 (Garajova et al., 2016) ; les autres enzydeelsa famille AA3_2 (voir Figure 18) peuvent quardlles
intervenir dans le transfert d’électrons de maniedéecte, en régéenérant les phénols capablesdiere le
cuivre du site actif (Kracher et al., 2016). Leerbiologique de ces différentes enzymes est coéfpar le

fait qu’elles soient également co-exprimées avedt RMO de la famille AA9 (Berrin et al., 2017).

Enfin, plusieurs systemes activés par la lumierespst servir a transférer des électrons aux LPM&hnElla
et al. (2016) ont utilisé des pigments photosyigés (thylakoides et chlorophylline), combinéscade
I'ascorbate, qui ont multiplié par 100 I'activit@talytigue des LPMO lorsque le systéme était ex@oke
lumiéere. La méme année, Bissaro et al. ont proued’gxydation de I'eau par un photocatalyseur @ldOpé

au vanadium) peut fournir les électrons nécessaitestivité des LPMO.

2.4.6 Utilisation des LPMO dans les cocktails cellulolytiques

Deés leur découverte, les LPMO ont éveillé I'attentpar leurs possibles applications industriellassdle
domaine des biotechnologies ; en effet, les preamécouvertes concernant ces enzymes sont apkanes
des brevets industriels avant d’étre publiées dhessjournaux scientifiques, et elles ont rapidenéét
intégrées aux cocktails cellulolytiques commerci@gsown et al., 2008; Dotson et al., 2005; Hartisle,
2010; Johansen, 2016). Contrairement aux EG eCa@8k qui agissent sur des chaines de celluloseesplé
les LPMO peuvent se fixer a la surface de la cedlelcristalline (Eibinger et al., 2014). Elles saittsi
capables d’introduire des ruptures de chaines diemségions récalcitrantes, ce qui fragilise mépsnent
la structure des fibres de cellulose (Villares let 2017), et créé de nouveaux points d'attaques &3
hydrolases, ce qui améliore leur efficacité (vaigure 19). Cette synergie se traduit par une inmbet
amélioration de la saccharification de substraisdcellulosiques industriels variés, tels que lidlede blé,
la rafle de mai's, la bagasse de canne a suciig, le peuplier, le bouleau ou I'épicéa (Hemswettal., 2015;
Karnaouri et al., 2017; Mdller et al., 2018). Cegeent, I'utilisation de LPMO dans des procédés itrikels
nécessite de repenser ces derniers et de les agaptéenir compte des conditions bénéfiquesdivaé des
LPMO, notamment la présence de partenaires redapt@sl ainsi que I'apport suffisant et controlégigene
ou de peroxyde d’hydrogene (Miller et al., 2015]Iktiet al., 2018).
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Figure 19 : Représentation de la synergie entre LPMO, hydrelaseellobiose déshydrogénase (Horn et al., 2012)
Les sucres oxydés, introduits en C1 ou en C4,repmésentés en rouge ; les nouveaux points d'attaour les CBH sont montrés
par les fleches noires. L'accumulation de clivageglatifs peut libérer des oligosaccharides nétidenme représenté sur la

partie supérieure de la cellulose, entre les d&2MQ) ou oxydés (comme en bas de l'image).
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Les cellulases, les hémicellulases et les LPMOdesst activités complémentaires, qui leur permetw\L
dépolymériser efficacement les polysaccharides épauix, avec l'aide d’autres enzymes. Parmi |les
organismes qui les produisent naturellement, lemrghignons filamenteux font partie des plus effisae¢

sont donc une source tres utilisée d’enzymes liglhdolytiques pour la dégradation de la biomaségétale.
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3 Utilisation de sécrétomes fongiques pour I'hydrolyse de

biomasse lignocellulosique

3.1 Classifications et modes de vie des champignons

Le régne fongique est constitué d’organismes eotasy hétérotrophes vis-a-vis du carbone, qui ngqrg

pas réaliser de photosynthese et se nourrisseafpdwmbsorption au travers de leur paroi cellelde matiere

organique digérée de maniere extracellulaire. Paemix-ci on distingue souvent d’'une part les lesure
unicellulaires, et d’autre part les champignorasnfienteux, dont I'organe végétatif est composé désygui

s'associent en filaments, formant ce qu'on appgellenycélium. Ce regne regroupe des organismes tres

différents les uns des autres, et sa phylogénieamaplexe (Figure 20). On distingue communément les

« champignons inférieurs » et les « champignonérseyrs » (Silar, 2016) :

Les champignons dits inférieurs, anciennement tgg® sous les noms de « chytridiomyceéetes » et «
zygomycetes » et aujourd’hui classés dans plusesatganchements (Hibbett et al., 2007), ont gardée
des caractéristiques ancestrales comme la dispeadiaide de zoospores flagellées ou un mycélium
simple, rarement cloisonné.

La lignée de®Dikarya regroupe les champignons supérieurs, s’organeamhycélium perfectionné
(dont les hyphes dits « septés » ont des cloisensps d’'un pore central associé a des structures
permettant le passage sélectif de nutriments egalites), et capables d’effectuer des fusionsentr
deux cellules (anastomose). Parmi eux, on distingaéscomycotades Basidiomycotapar leurs
structures formant des spores : il peut s’agir deisacs (ou asques) contenant les ascosporede soit

cellules spécialisées appelées basides qui boungabpour donner les basidiospores.

Les champignons, présents dans tous les écosystgamaptent parfois a des conditions extrémegsueint

des réles écologiques essentiels, notamment painglication dans la dégradation et le recyclagea

matiére organique. Les champignons ont acquis ats@® leur évolution différents styles de vie (Bt et
al., 2014) :

la symbiose, qui leur permet d’avoir une relatiamualiste avec des algues (pour former des lichens)
des animaux (champignons du systeme digestif) corerdes plantes (champignons mycorhiziens par
exemple) ;

le parasitisme, lorsqu'ils se développent au détind'une autre espece, de plantes ou d’animaux par
exemple ;

le saprophytisme, lorsqu'ils dégradent le bois maores déchets organiques.

Cependant, ces modes de vie ne sont pas cloisagtriiesaucoup de champignons peuvent cumuler phssieu

de ces stratégies nutritionnelles ou passer de Burautre.
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Figure 20 : Phylogénie du regnéungi (ou Eumycota (Silar, 2016)

Ces stratégies nutritionnelles sont souvent asseadéles différences dans I'éventail d’activitésyeratiques
des difféerentes especes fongiques. Par exemplehdespignons ectomycorhiziens tels dqaecaria bicolor

et Piriformospora indica,qui se développent en symbiose avec des planteg grain réseau mycélien
entourant les racines, ont un arsenal de CAZyndstréui leur permet de préserver I'intégrité detlules

de leur hote. Seules quelques GH, ainsi que quelgeBO, sont exprimées avant ou pendant la coltarsa
des racines, et potentiellement impliquées danmddification des parois végétales et fongiques pour
I'établissement du contact avec I'héte et I'échadgenutriments (Martin et al., 2016; Rytioja et 2014;
Zhang et al., 2018). Les pathogénes de céréédgmaporthe grise@t Fusarium graminearurpossedent un
grand nombre de genes codant pour des GH, desapoharides lyases et des pectine estérases gaeleent

a dégrader les tissus vivants, puis morts. Coetreent a ces champignons nécrotrophes, les pattogéne
biotrophes comm#blstilago maydiset Puccinia graminisqui dépendent d’hotes vivants, possedent plusieur
GH5 mais peu d’autres CAZymes ; cela leur évitdbabdement d’infliger des dégats trop importantsu |

hote, et donc de déclencher des mécanismes desdéferia plante (Kamper et al., 2006).

C’est chez les champignons saprophytes que I'anvé&r@énéralement la plus grande diversité d’enzymes
actives sur la lignocellulose, mais la encore lstnatégies varient. Parmi les dégradeurs du boidjstingue
communément trois catégories, nommeées d’apreskasjsuel des dégradations qu’ils causent : lantace
blanche, qui regroupe des basidiomycétes capabldégtader tous les composants de la paroi végatae
parfois une préférence pour la lignine ; la pourdtbrune, composée de basidiomycetes qui produisen
dépolymérisation des polysaccharides pariétauxwalgdls accédent en modifiant la lignine ; etdapiture
molle, causée par des ascomyceétes qui attaquefibies de cellulose dans la paroi secondairesadaisun
contenu important en lignines (Blanchette, 200@s €hampignons de la pourriture blanche, dont&oigme
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modele esPhanerochaete chrysosporiumgssedent un grand nombre de genes codant powandgsies
actives sur la cellulose (LPMO et cellulases, notemt GH6 et GH7), les hémicelluloses et la lignine
(laccases, peroxydases), ainsi que des moduléasistanla la cellulose (CBM1). A l'inverse, les chagnons

de la pourriture brune, tels qRestia placentat Serpula lacrymangosseédent des hémicellulases, mais trés
peu de cellulases et pas de peroxydase. La dégnadiat la cellulose et la modification de la ligaise font
essentiellement par voie non-enzymatique, gracaciidn oxydative de radicaux libres, notamment des
radicaux hydroxyles, produits par des réactionsFdaton extracellulaires. Il existe plusieurs espéce
possédant des modes d’action intermédiaires (pampbeBotryobasidium botryosumt Jaapia argillacea,

ce qui démontre que la séparation entre pourrfileneche et brune n’est pas si dichotomique, et Bétoide

a mené a l'utilisation du terme de « pourrituresgry (Floudas et al., 2012; Riley et al., 2014jd3ytet al.,
2014). Les mécanismes de colonisation du boisgsasdcomycetes de la pourriture molle, dont foritepkes
genreslrichodermaet Aspergillus sont moins bien étudiés que ceux des champigihempourritures brune

et blanche, bien gu’ils soient capables d’attatabromasse dans des environnement particulierechewnids,
froids ou humides qui inhibent la colonisation e autres dégradeurs (Hamed, 2013). Une étude basé
une quarantaine de génomes a montré que le coptetaccases et peroxydases des champignons de la
pourriture molle était plus faible que celui desutipignons de la pourriture blanche, reflétant laondre
capacité de dégradation de la lignine ; en revanieheombre de géenes codant pour des cellulasdsset
LPMO était équivalent, et le nombre d’hémicellukasé de pectinases était supérieur (Sista Kamesiear
Qin, 2018).

Certains champignons sont donc extrémement bigptésla la dégradation de la biomasse, et sont lesgpab
de produire un grand nombre d’enzymes pour dégladanatériaux riches en cellulose. Parmi euxJus p

etudié pour ses capacités cellulolytiques estioen@ent I'ascomycete saprotrophiechoderma reesei

3.2 Utilisation du sécrétome de Trichoderma reesei

3.2.1 Systeme cellulolytique de Trichoderma reesei

Trichoderma reesea été découvert pendant la Seconde Guerre mondate les lles Salomon, lorsqu'il a
été isolé sur des tentes et uniformes en cotoma@m de se décomposer dans les camps ameéricains. Un
programme de recherche a été établi par l'arméeicaame, visant a comprendre et contrdler cette
dégradation, ainsi qu'a étudier les possiblessatithtns de ce phénoméne. La souche "QM6a", imnitieid
repérée pour son impressionnante capacité a dédeadellulose cristalline, est toujours considécémme

une souche de référence. Les travaux effectuédesuenzymes de cette souche sont a l'origine des

connaissances que nous avons aujourd’hui des etlifesr cellulases et de leur action synergique (voir
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paragraphe 2.2 de ce chapitre). La CBHTTdeseser par exemple été la premiere cellulase eucaeyétee

clonée, et la premiére cellulase dont la strucBlre été résolue (Divne et al., 1994; Shoemakat.,€1983).

Afin d’améliorer les performances de la souche agaydes stratégies de mutagénéese aléatoire ebldge

ont été mises en place dées les années 1970. Esanitides techniques d'irradiation ou de mutagénése
chimique (voirFigure 21), des souches hyper-productrices delas#la avec des niveaux de production
largement supérieurs a ceux de la souche sauvage étre obtenues, notamment la souche Rut-C3@stju
depuis des décennies une référence pour la reehacalllémiqueu la souche CL847, qui fait partie des souches
utilisées a I'échelle industriel®urand et al., 1988; Eveleigh and Montenecourf91 Peterson and Nevalainen,
2012).

UV/ \LA

v7 | | ame123 |
NTGl l LA
ING14 | | Qmost4 |
w | || Nems

HNO,

Figure 21 :lllustration de la généalogie de quelques souchdamtes ddrichoderma reesdpVitikainen et al., 2010)
Techniques de mutagene utilisées : accélératetaitim (LA), rayons ultra-violets (UV), N-nitrogualme (NTG), sulfonate
d’éthyle méthane (EMS), acide nitreux (H)O

T. reeseiétant trés étudié et utilisé, son génome a étéesg en 2008, révélant un nombre étonnamment
faible de génes impliqués dans la dégradation delaasse végétale, étant donné son efficacité@obebore

et la diversité des genes dereeseicodant pour des cellulases et des hémicellulestesneeffet inférieur a
beaucoup d’autres champignons cellulolytiques Bogénome est connu. Il possede seulement 2 gedastc
pour des cellobiohydrolases, 4 génes codant paieddoglucanases caractérisées (et 3 autres gjedite
géenes codant pour des LPMO de la famille AA9 (dore seule a été caractérisée), ainsi que 2 gedastco
pour deg-glucosidases (9 autres sont préedits). En plugdenzymes actives sur la cellulose, résumées dans
le Tableau 4, le génome de reeseicontient une quinzaine de genes codant pour descekulases
caractérisées, et une trentaine d’autres préditex; notamment des activités xyloglucanase, endoagk,
xylosidase, mannanase, mannosidase, arabinofudasesi acétyle xylane estérase, galactosidase,
glucuronidase, fucosidase (Hékkinen et al., 2012artiez et al., 2008). D’autres enzymes “accessbire
portant un CBM1, sont impliquées dans la dégradatie la lignocellulose : CIP1 gellulose induced

protein» 1), qui a des similarités structurelles aveclyeses mais dont la fonction n’est aujourd’hui pas
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connue ; CIP2, qui est une glucuronoyl estérada timille CE15 pouvant cliver des liaisons en&réignine
et I'hémicellulose ; et SWO1, une swollenine dantdle serait de déstabiliser I'organisation dedbulose
cristalline (Hakkinen et al., 2012; Saloheimo et 2002).

Tableau 4 :Enzymes caractérisées Tereeseayant une activité sur la cellulose

Fonctions Noms usuels Familles CAZY
Cellobiohydrolase @ CBH | (Cel7A) GH7 CBM1
CBH Il (Cel6A) GH6 CBMm1
Endoglucanase EG | (Cel7B) GH7 CBM1
EG Il (Cel5A) GH5 CBMm1
EG Ill (Cel12A) GH12
EG V (Cel45A) GHA45 CBMm1
B-glucosidase BGL | (Cel3A) GH3
LPMO LPMO9A (Cel61A/EG IV) AA9 CBMm1

Pour dégrader efficacement la celluloseyeesedoit donc compter sur de hauts niveaux de prodouat®
guelques cellulases, ce qui est possible gracenamibre important de genes impliqués dans la détedes

substrats et le transport membranaire, ainsi goéuction et la sécrétion des cellulases (Guptd. e2016).

3.2.2  Etudes transcriptomiques et protéomiques

L’expression d’'un grand nombre de genes précédemuis n'est pas constitutive, mais induite par la
présence de substrats lignocellulosique ou de chsaitles dérivés de la cellulose, tels que le brlte et
son produit de transglycosylation, le sophoross.i@@ucteurs solubles seraient formeés a partiadellulose
grace a une faible expression basale de quelgliekses, dont certaines attachées a la paroilaity pour
pouvoir ensuite étre assimilés grace a des cebBelperméases et activer plusieurs facteurs dectipiien ;

le lactose (un dimére de glucose et de galactosefgi également d’induire la sécrétion de nombreuse
cellulases, par un mécanisme encore mal compribi€ik et al., 2009). Le rble des facteurs de tnapisoen
dans I'expression des génes impligués dans la détipa de la biomasse est complexe, et tous lesiactiu
réseau de régulation de reesene sont pas connus, cependant plusieurs factetirardeription majeurs ont
déja été identifies. XYR1 est I'un des principawtivateurs de transcription contrélant la synthdse
cellulases, xylanases et autres enzymes ; ACEZ&3Aainsi que le complexe de protéines HAP2/3t5 on
également été identifiés comme activateurs. CRELresicteur majeur de la répression cataboliqudepar
carbone : il empéche la transcription de ses géibéss lorsque des sources de carbone plus fawesrgle la
cellulose, telles que le glucose, sont présent&3EI1Aest également un répresseur de I'expression des
cellulases et xylanases (Bischof et al., 2016; Beliet al., 2009; Portnoy et al., 2011a; Silva-Roehal.,
2014).
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Grace a l'utilisation de techniques de transcriptiua (puces a ADN, gPCR, RNA-seq) et de protéomique
(électrophorese 2D, chromatographie en phase kguidectrométrie de masse), de nombreuses étutles on
montré que la composition du transcriptome et diigmme extracellulaire (sécrétome)Teeeseivarie en
fonction de la source de carbone utilisée (Adaalet2012; dos Santos Castro et al., 2014; Hakketeal.,
2012; Jun et al., 2013) (voir exemple Figure 22k Inducteurs utilisés sont nombreux (cellobiosgherose,
lactose, xylose, cellulose, xylane, épicéa, pal#eblé, bagasse de canne a sucre, rafle de maiis de
bois...) et les souches de reeseitestées ne sont pas toujours les mémes, maigjbiele varie selon les
conditions de production, la composition du codktdienzymes sécrétées reste dominée par les

cellobiohydrolases, suivies des endoglucanases.

Dans les sécrétomes des souches hyper-productReesC30 et CL847 cultivées sur lactose, les
cellobiohydrolases Cel6A et Cel7A représententeer@®?o et 80% du total des protéines ; les endoghses
Cel7B et Cel5A représentent environ 12%, alorslgyieglucosidase Cel3A représente seulement entre 0.5
et 1.5%, et la AA9 Cel61A moins de 1% du total @ial., 2014; Herpoél-Gimbert et al., 2008). L aité -
glucosidase des sécrétomes est généralement adsiez probablement parce qu’'une partie des enzymes
ayant cette activité reste fixée a la paroi ceitaldu champignon (Bischof et al., 2016). Orfleglucosidases
sont essentielles car elles permettent de levdribition des autres cellulases par le cellobidsemélioration

de cette activité a donc depuis longtemps faitipaks stratégies prioritaires d’amélioration derétome de

T. reese(voir paragraphes suivants).
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Figure 22 : Expression des genes codant pour différentes fesrdié CAZymes par. reeseRut C30 cultivée sur glucose,
sophorose et glucogdos Santos Castro et al., 201149s données sont issues d’'une analyse RNA-segpeh®es en fragments

par kilobase d'exon par million de fragments cadpgiés (FPKM).
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3.2.3 Ingénierie génétique des souches

L'utilisation de techniques de génomique, trangoripque et sécrétomique comparatives permet d'étudi
les différentes générations de souches obtenuemptagénese aléatoire, afin de mieux comprendre les
mutations impliquées dans le phénomene d’hypermtaniude cellulases, et de pouvoir s’en inspirarres
approches de génie génétique plus ciblées (Hefpmébert et al., 2008; Kubicek, 2013; Le Crom et2009;
Poggi-Parodi et al., 2014; Portnoy et al., 2011ik&inen et al., 2010). L’analyse du génome dsdache
Rut-C30 a montré qu’un total de 74 génes étaidattds par des mutations, notamment des genesjumégli
dans le transport nucléocytoplasmique, le métaielides ARN messagers, la sécrétion des protéitesriet
vacuolaire, ainsi que de nombreux facteurs de d¢ripton (Le Crom et al., 2009) ; une des premiéres
mutations a avoir été identifiée est un raccouerismnt du répresseur de transcription CRE1, quatsforme

en un activateur (Ilmén et al., 1996; Rassingail.e2018).

Les facteurs de transcription représentent une tiigique pour I'ingénierie génétique dans le baitreliorer

la production d’enzymes ; d’autres approches aetiment explorées incluent la modification des pree
impliquées dans le remaniement de la chromatingéiess d’intérét, ainsi que la modification dires¢deurs
promoteurs (Gupta et al., 2016). Ces approches@iagagnent du développement d’outils spécifiques po
la transformation génétique de reeseinotamment l'utilisation de marqueurs d’auxotregprototrophie et
de systemes de recyclage des marqueurs, I'améorae I'intégration spécifique par recombinaison
homologue gréace a la délétion de génes impliques ldgonction d'extrémités non homologues, ainsi la
mise au point de techniques de croisement seXudiktation du systeme CRISPR/Cas9 (Derntl et2015;
Liu et al., 2015; Seidl and Seiboth, 2010).

Un bon exemple d’amélioration dE. reeseipar ingénierie génétique est la production d’'unachke
recombinante sur-exprimant le gebgll, grace au remplacement par recombinaison homoldguson
promoteur par des promoteurs plus efficaces ; cwtdification a permis d’augmenter la quantitépde
glucosidase | sécrétée, et de multiplier I'actiitglucosidase par 4.0 et 7.5 en utilisant respecterd les

promoteurs degl3 et dexyn3(Rahman et al., 2009).

3.2.4 Amélioration des enzymes

Afin d’améliorer les performances du sécrétomd deeseiil est également possible d’améliorer I'efficécit
des enzymes individuelles et de mieux les adapbercanditions industrielles dans lesquelles ellE®s
utilisées, notamment en modifiant leur activitécfigue sur les substrats insolubles, leur theratmité, leur

pH optimal, ou encore leur tolérance aux inhibse(@hang et al., 2006). Deux types de techniques

d’'ingénierie d’enzymes peuvent étre utilisées poela : le design rationnel de protéines, basé ssr d
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mutations ciblées de résidus impliqués dans le mgte catalytique et la liaison aux substratsliéuolution
dirigée des protéines, basée sur des cycles defioadidins aléatoires suivies de criblage des matémir
Figure 23).
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Figure 23 : Différentes approches d’ingénierie pouvant étrdigpges aux enzymes de reese(Zhang et al., 2006)

A. Design rationnel B. Evolution dirigée.

En utilisant la premiére approche, et grace a kerau point d’une souche spécifique pour I'expoesdies
mutants et de plusieurs tests de criblage a hait, déntz et al. (2010) ont obtenu des cellobiajases
Cel7A et Cel7B ayant une meilleure thermostabiktéont réussi a améliorer I'activité spécifique@=6A
sur biomasse lignocellulosique tout en gardantremsvelles propriétés de stabilité. Plusieurs apgpsc
d’évolution dirigée ont également été tentées. Wetrg. (2005) ont utilisé la technique de la PQRite a
erreur, ou &rror prone PCR (epPCR) pour améliorer la tolérance de I'endoghase EGIII aux pH alcalins.
Dans une autre étude, Ayrinhac et al. (2011) onég&des variants du gélng!1 grace a des recombinaisons
avec des géenes proches issue€liaetomium globosuetNeurospora crassgrace a une technique appelée
« L-shuffling». Deux cycles de recombinaisons et de criblaggpemnis d’identifier un nouveau géne, qui
une fois exprimé danB. reeseia conduit a I'obtention d’un cocktail cellulolytig plus efficace, permettant
de diviser par quatre la quantité d’enzymes uBiksén gardant la méme efficacité pour la dégrauate
biomasse que le cocktail de la souche parente.dddiméliorer la thermostabilité des cellobiohydeaa par
évolution dirigée, le groupe de Frances Arnold aetippé une approche computationnelle nommée
SCHEMA, qui permet d’identifier des blocs de séqesmui stabilisent la structure des protéines étiques
apres recombinaison. Cette approche leur a perrigdelopper des familles de CBHI et CBHII actiaed3
voire 70°C (Heinzelman et al., 2009b; Heinzelmarnlgt2010) et une étude plus approfondie leurrenize
d’identifier certaines mutations responsables de teermostabilité accrue (Heinzelman et al., 206®mor

et al., 2012).
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Les pistes a explorer pour I'amélioration du cottldallulolytique deT. reeseine manquent donc pas, mais
I'efficacité du cocktail n’est pas le seul pararaé&@rprendre en compte dans I'amélioration des readts de

I'étape d’hydrolyse enzymatique.

3.2.5 Mise en ceuvre de I'hydrolyse enzymatique

Le cocktail cellulolytique derl. reeseiest certes efficace, mais son utilisation en viumed application
industrielle nécessite de prendre en compte uminoenbombre de facteurs qui peuvent influencer tasge
initiale de I'hydrolyse ou le taux de conversiondl du substrat en sucres. Une hydrolyse enzynetsgu
déroule en effet typiguement selon trois phasdke: d€bute par une premiére phase, assez courte, de
conversion rapide, puis la réaction ralentit danphase intermédiaire, et dans la derniére phaseixede
conversion n’évolue quasiment plus. Malgré des gedibydrolyse longs et des doses de cellulasegésev

ce taux maximum reste tres souvent inférieur a 1@@%ui signifie gu’une partie de la cellulosepeait pas

étre hydrolysée (Figure 24).

100 " S
Inaccessible (recalcitrant) cellulose

80

moderate phase
“difficult” cellulose

Cellulose Conversion (%)

Fast phase
“easy” or accessible cellulose

0

Figure 24 : Déroulement typique de I'hydrolyse enzymatiquealedllulose (Arantes and Saddler, 2011)

Le ralentissement de I'hydrolyse et son arrét ptamasont des probléemes majeurs, et plusieursuiectn
lien avec la composition et la structure physiquesdbstrat peuvent jouer un réle important. Powanges
and Saddler (2011), le facteur limitant est ceulalsurface de cellulose accessible aux cellulaskesfois a
'extérieur des fibres et a l'intérieur, grace asdmores et des fissures. Cette surface accessiplend
largement de la méthode de prétraitement utilisisqu’elle peut faire varier la taille des partesie substrat
et le volume des pores, ainsi que le degré de paigation de la cellulose et sa cristallinité. bpdlogie de

la surface de la cellulose est également importgnisque des obstacles peuvent bloquer I'avaneée d
cellulases processives sur la chaine, créant déswsillages qui ralentissent I'hydrolyse (Igarashil.,

2011). D’autres facteurs de ralentissement sostli@ quantité d’hémicelluloses et de lignineaetgs aprés

38



le prétraitement, celles-ci pouvant couvrir legdgde cellulose et diminuer leur accessibilitgs;dellulases
peuvent également s’adsorber sur des particulbgrdee et perdre ainsi leur activité. Enfin, sel@ifficacité
du lavage qui a suivi le prétraitement, des pradisgus de la lignine tels que l'acide formiquevgeu étre
présents et inhiber les cellulases (Jargensen, @0&l7a).

Un parameétre essentiel de I'hydrolyse est la canaton de substrat solide utilisée. Il est entedfesentiel
pour la viabilité économique du procédé de tragnal des fortes concentrations de solide, qui péenmteune
economie d’eau et d’énergie, ainsi qu’'une augmemtate la concentration de sucres puis d’éthanas da
milieu, ce qui facilite sa récupération et sa taton. Cependant il a été observé que le taual fae

conversion décroit de maniére linéaire lorsque dagmente la concentration de solide, ce qui eteim a

I'utilisation de telles conditions dans les procgd#ustriels (Kristensen et al., 2009). Plusidwgothéses
ont été formulées pour expliquer cette limitatied’tdydrolyse. La phase aqueuse étant essentieti@asport
des enzymes vers leur substrat et a I'évacuatideuts produits, une limitation du transfert de sgadl a la
viscosité importante du mélange pourrait limitefficacité de I'hydrolyse. Cette viscosité rendyitation du

milieu réactionnel dans un réacteur classiqueadiléfiau-dela d’une concentration de 10 a 15% delesol
plusieurs stratégies ont donc été développéesiameéliorer le transfert de masse, notamment engdant
le mode d’agitation (Du et al., 2017; Jgrgensead.eR007D).

Une autre hypothese largement acceptée est cdliatdbition des enzymes par leurs produits. Eiegfune
forte concentration de glucose peut inhiber I'at#iwdesp-glucosidases, menant a une accumulation de
cellobiose, qui est un inhibiteur puissant desobéthydrolases ; les sucres issus de la dégraddisn
hémicelluloses peuvent également inhiber les @sdad (Jgrgensen et al., 2007a; Olsen et al., 2804)lus

de cette inhibition par les produits, Kristensenakt(2009)ont également démontré l'influence d’une
inhibition de l'adsorption des cellulases sur Isubstrat, probablement du fait du glucose et diolmeke,

mais son mécanisme exact est encore inconnul.

Afin de surmonter ces limitations, il peut étrettami d’augmenter les doses d’enzymes utiliséess oala
augmente également le colt du procédé ; il est déoessaire de trouver un compromis et de détermire
dose minimale d’enzymes permettant une hydrolyisfagante, sans que le temps nécessaire ne@oit t
long. Les conditions optimales de fonctionnemestel®ezymes doivent également étre déterminées j@our
enzymes des genrdsichodermaet Aspergillus la température optimale se situe entre 40 et 56f@ pH
optimal entre 3,8 et 5,4 (Tengborg et al., 2001faut également prendre en compte la possibleadiadion

des enzymes par protéolyse, ou par des températapeslevees s’ils ont une faible stabilité thequa.

Tous ces facteurs sont absolument déterminantslpoandement et le colt de I'opération, et le xlu@s
conditions de mise en ceuvre de I'hydrolyse dod &tit avec soin. En plus des facteurs permettaptichiser

les conditions d’hydrolyse, il peut étre avantagelenvisager une amélioration des enzymes utilisées
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Cependant, celles-ci ayant déja fait I'objet de hmenses modifications, la marge d’améliorationanetst est
assez faible. En dehors des techniques de modbincdés souches et d’ingénierie des enzymes détséue
deT. reeseiévoquées précédemment, la recherche d’autres eszyermettant une hydrolyse enzymatique

performante, issues d’autres organismes, peut atresenvisagée.

3.3 Stratégies de supplémentation

3.3.1 Limitations du sécrétome de T. reesei

Certaines activités nécessaires a la dégradatimpléte de la biomasse lignocellulosique sont alesedit
génome ddrichoderma reesdnotamment les activités pectate lyase, pectitéase ou féruloyle estérase) ;
d’autres sont présentes seulement a travers unreolintité de génes et/ou ne sont que trés faiblémen
exprimées dans les sécréetomes. C’est le cas notaintee LPMO et de plusieurs hémicellulases, alaes q
leur action est essentielle pour une saccharifinatomplete de la biomasse (Bischof et al., 201&tiMez et

al., 2008). Les différents prétraitements existamétant pas capables de dégrader complétement les
hémicelluloses et les pectines, la portion restastesusceptible d’empécher I'accés a la celluldsssi, de
nombreuses études ont montré I'existence de sysezgire des cellulases et plusieurs enzymes iaited!’
(xyloglucanase, xylanasej-xylosidase, p-mannosidase a-glucuronidase,a-L-arabino-furanosidaseg-
galactosidase, acétyle xylane estérase, acideidféeulestérase, féruloyle estérase...) qui améliolent
dégradation de diverses biomasses prétraitées;olabinaisons d'enzymes les plus efficaces dépendant
évidemment de la composition du substrat et dugitément utilisé (Hu et al., 2018wiatek et al., 2014;

van Dyk and Pletschke, 2012). Dans le cas du cibcdd . reeseiplusieurs études ont montré que I'ajout de
préparations commerciales contenant des activitéinases, xylanasgsxylosidase et autres hémicellulases
permettait d’améliorer les performances sur divetsemasses (Berlin et al., 2007; Qing and Wymanh 12

Sills and Gossett, 201$wiatek et al., 2014). Suite a la découverte des LPM@edeur action synergique
avec les cellulases, des AA9 ont également étdegewaux nouvelles générations de cocktail enzygonedi

commerciaux produits pdr. reeseitels que leCellic CTec2 (Cannella et al., 2012).

3.3.2 La biodiversité fongique comme source d’inspiration

La stratégie deTrichoderma reeseconsistant a produire un nombre limité d'enzymamtde étre une
exception au sein du régne fongique (Rytioja e28l14), et il est facile de trouver des espécpsimant un
répertoire d'enzymes plus varié. De plus, dansatara, les champignons dégradant la biomasse Wegéta
vivent en communauté avec d'autres organismesnetegpéce n'est pas destinée a assurer seule cette

dégradation. Les champignons filamenteux ont déwveldppé des stratégies complémentaires, en sdicréta
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des enzymes agissant de maniere séquentielle #@redies parties de la biomasse, afin de dégrader
efficacement les polyméres (Benoit et al.,, 201bpelut donc étre avantageux d'explorer la bioditers
fongiqgue dans le but de trouver des activités emtigmes capables d'améliorer I'hydrolyse de la
lignocellulose. Des enzymes lignocellulolytiquest gar exemple été identifiées chez des organismes
fongiques isolés dans la forét tropicale (Berrialet2012), sur des arbres de mangrove (Arfi.eR8l 3), sur

des feuilles en décomposition (Shrestha et al.5R0dans le systeme digestif d’herbivores ou ditse
(Rojas-Jiménez and Hernandez, 2015; Thareja &(4lg), et méme sur des éponges marines (BatistdaGa

et al., 2017).

Dans les démarches de supplémentation du cocktaiichoderma reeseles especes du gerkspergillus

ont souvent été envisagees. Il s'agit de I'un @éeseg fongiques les plus connus et étudiés, dosieuirs
especes sont déja utilisées a I'échelle indugtrigtiur la production d’acides organiques et d'emzsym
impliquées dans la dégradation ou la modificatiea dolysaccharides végétaux, avec des applicaliams
I'alimentation humaine et animale, ou les industtextile et papetiére. Ces ascomyceétes sont encafbables

de se développer dans des habitats tres differamés, un mode de vie généraliste adapté a toutdgpe
biomasse, grace a la sécrétion d'une grande vadéidzymes impliguées dans la dégradation de la
lignocellulose (Culleton et al., 2013; de Vries at, 2017; de Vries and Visser, 2001). Les souches
d’Aspergillussont beaucoup utilisées pour la productiofi-dgucosidases, pouvant servir a supplémenter les
cocktails deT. reesei; des préparations commercialedglucosidasesont issues é&spergillus nigergqui

a également été étudié pour sa production de peets xylanases, mannanases et estérases (varirdeetB
al., 2014). L'étude des transcriptomes et des t#oes deAspergillus nigeret Trichoderma reeseiévele
guelques différences dans les profils d’enzymesesées par les deux organismes, et I'utilisatioméénges
des deux sécrétomes a un effet positif sur 'lhyd®ide la biomasse (Borin et al., 2017; van denkBat al.,
2014).

3.3.3 Supplémentation par des sécrétomes fongiques

Des études géenomiques peuvent permettre d’idemtifieez des champignons ayant un répertoire de
CAZymes plus varié que celui dereeseides génes codant pour des enzymes abseniegelesebu ayant

de faibles homologies avec celles gu’il produitnglj deux mannanases des familles GH5 et GH26 ainsi
gu’une xylanase (GH11) ont été identifiées cRedospora anserinat se sont révélées étre individuellement
capables de supplémenter le sécrétome de la sodttistrielle CL847 (Couturier et al., 2011). Uneuféyle
estérase issue Aspergillus nigera également permis d’améliorer le rendement d’Hydeode paille de blé
lorsqu’elle a été ajoutée a un sécrétom@ deesecontenant principalement des cellulases et denayks
(Tabka et al., 2006).
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Afin de ne pas se limiter a I'ajout d'enzymes faugis isolées, il peut étre intéressant d'emplayeistratégie
consistant a tester une variété de sécrétomegjioegipour déterminer lesquels sont capables déesogipter

les cocktails cellulolytiques existants, puis a égplorer pour trouver la ou les enzyme(s) respue$s)
(Poidevin et al., 2014). L'utilisation de sécrétanmnstitués de toutes les enzymes sécrétéen peganisme
dans un environnement particulier, offre un nivelaudiversité élevé. En effet, leur composition an
fonction des conditions dans lesquelles l'organiamété cultivé, sous le contréle de mécanismes de
signalisation et de régulation transcriptionnedlsponsables de l'induction ou de la répressiolexigression

de certains génes (Aro et al., 2005; Brown et28114). Cependant, des méthodes de plus en pluséesis
d'identification des protéines facilitent leur esaltion et leur caractérisation (Bouws et al., 2@i8ologna

et al., 2017).

Cette stratégie de supplémentation a permis difa@mlusieurs organismes fongiques dont le séonétest
capable d'améliorer l'efficacité du cocktail de reesei: Chaetomium thermophilunet Penicillum
funiculosum(Rosgaard et al., 2006Aspergillus awamori(Gottschalk et al., 2010)Jstilago maydis
(Couturier et al., 2012)Fusarium verticillioidegRavalason et al., 201,2podospora anserinéPoidevin et
al., 2014),Laetisaria arvalis(Navarro et al., 2014)Sclerotium rolfsii(Kracher et al., 2014), un mutant
d'Aspergillus nige(Peciulyte et al., 201 7)\spergillus terreugtAchaetomium strumariufBrar et al., 2018).
Dans plusieurs cas, I'étude de 'activité et dedmposition des sécrétomes a permis d’émettre\gestteses
sur I'identité des enzymes responsables de I'amadion de la saccharification.

4 Enjeux et stratégie du projet de recherche

L’étude de la littérature montre que le développeiedun procédé rentable d'utilisation de biomasse
lignocellulosique pour la production de biocarbisapasse notamment par la diminution des quantités
d’enyzmes utilisées (NREL, 2014). Cela impliquendéiorer les performances du cocktail cellulolyggie
Trichoderma reesei A cet effet, I'une des stratégies envisageablsts I'exploration des répertoires
enzymatiques de différents organismes fongiquesets en réponse a diverses conditions de crassan

qui offrent potentiellement une grande diversiténdymes encore inconnues.

En 2012, dans le cadre d’un projet mené notammanHp Energies Nouvelles et I'unité BBF (Biodivtgs

et Biotechnologie Fongiques) de I'INRA, les sécnéés de nombreuses souches fongiques récoltées en
Guyane et en France métropolitaine avaient étéésripour leur capacité a supplémenter un cockéealil.d
reeseipour la saccharification de paille de blé préémi{Berrin et al., 2012). Une souchdspergillus
japonicus(conservée dans la collection du CIRM-CF sousulméro BRFM405) avait été repérée pour ses

bonnes performances et avait fait I'objet d'un letgBerrin et al., 2013). Le sécrétome avait &étfonné et
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les performances des différentes fractions test®aés cela n’avait pas permis de trouver les ensyme

responsables du « boost » de saccharification wlser

Ce projet de these s’appuie sur les résultats tte éaude préliminaire. Il vise identifier, produire et
caractériser de nouvelles enzymes susceptibles d'élorer les performances du cocktail cellulolytique
de Trichodermareesel, a partir des sécrétomes de plusieurs souchesraeAspergillus

En effet, afin de pouvoir mener une étude comparasiur plusieurs sécrétomes, en plus de la souche
BRFM405, trois autres souchesAd’japonicusont été incluses dans ce projet, ainsi qu'une s®uch
d’Aspergillus nigerrecoltée elle aussi en Guyane. Certains genaspbétre exprimés de maniére spécifique
sur certains inducteurs, en fonction de leur contipos il a été décidé de cultiver les cing souchkestrois

inducteurs distincts : du son de mais, de la pdépbetterave et de la cellulose microcristalline.

Une fois ces sécrétomes produits, une étude pragéenetait envisagée afin d’annoter les différentes
protéines sécrétées a partir du génome des souchgsaralléle, une méthode devait étre dévelopfige a
d’évaluer la capacité des sécrétomes a amelidmgdrdlyse de plusieurs biomasses d’intérét indeistte
compositions différentes (paille de blé, Miscantbupeuplier), en supplémentation d’un cocktaildesesei

de d'IFP Energies Nouvelles. Ces deux approchesielel permettre de sélectionner une ou plusieurs
protéines d’intérét, pouvant étre clonées et exgesnindividuellement chePichia pastoris afin de

caractériser leur activité sur difféerents substrattsl’évaluer leur apport a la saccharificatiorbaenasse.
Les objectifs de ce projet étaient donc les sus/ant

- Obtenir des cocktails enzymatiques de compositianges

- Mettre au point et utiliser un test de criblage pegormances de ces cocktails enzymatiques
- Rassembler et analyser les données collectéesdasmiifier des protéines cibles

- Produire ces protéines de maniere hétérologue @uefier

- Caractériser les enzymes sélectionnées et comgréndrmécanisme d’action

- Obtenir un effet synergique avec les enzymes.deesei
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Chapitre II :

Matériel et méthodes
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1 Préparation des sécrétomes

1.1 Souches fongiques

Les souches Aspergillus japonicugt dAspergillus nigeutilisées dans cette étude sont maintenues dans la
collection du Centre International de Ressourcesrdbbiennes - Champignons Filamenteux (CIRM-CF,
INRA, Marseille, Francehttp://www.inra.fr/crb-cirm) sous les numéros d'accession CIRM BRFM 405, 430,
1487, 1489 et 1490.

1.2 Milieux de culture

Le milieu gélosé utilisé, nommé MYA2, a été préparéc 20 g/L d'extrait de malt, 1 g/L d'extraitlereure
et 20 g/L d'agar. Trois milieux de culture liquidast été utilisés, contenant chacun une sourceadmie
différente, utilisée en tant qu’inducteur de séoréte protéines : soit une fraction autoclavésatede mais
(ASM), soit de la pulpe de betterave (SBP), solad=llulose microcristalline (Avicel). Les milirwontenant
du son de mais ou de la pulpe de betterave opré&p@rés de la maniére suivante : 15 g/L d'indu¢e8M
ou SBP, fournis par ARD, Pomacle, France); 2,5dgLmaltose; 1,84 g/L de tartrate diammonium comme
source d'azote; 0,5 g/L d'extrait de levure; 0)2 dg KH.PQy; 0,0132 g/L de Ca@RH.0 et 0,5 g/L de
MgSQs.7H0. Le troisieme milieu inducteur a été préparétdisant 4 g/L d'Avicel PH-101 (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France); 10 g/L de xylds8;g/L de tartrate diammonium; 0,5 g/L d'extdaitevure;
0,2 g/L de KHPQy; 0,0132 g/L de Ca@PRH:0 et 0,5 g/L de MgS©7H0.

1.3 Culture et récolte des sécrétomes

Les souches choisies dans la collection du CIRMaGFté repiquées sur milieu gélosé MYA2, et ineshé
a 30°C pendant 12 a 15 jours, jusqu’a la sporulali@s spores ont été récoltées et leur concemratiété
évaluée en utilisant une cellule de Thoma. Chad&secing souches a été inoculée a une concentidgion
2x1@spores/mL dans neuf fioles bafflées contenant 10@emilieu liquide, de maniére & obtenir un tdpki
pour chacun des trois milieux décrits plus hautNASBP, Avicel). Les fioles ont été incubées pendan
jours a 30°C, dans l'obscurité et sous agitatidatixee a 105 rpm (Infors, Massy, France). Les caekwnt
ensuite été arrétées, les triplicats ont été réenie surnageant liquide a été séparé du mycdilleide de
Miracloth (Merck-Millipore, Darmstadt, Allemagned0 mL de chaque surnageant ont été filtrés sur des
membranes de polyéthersulfone 0,22 um (Merck-Milg) puis diafiltrés et concentrés sur des memirane
de polyéthersulfone avec un seuil de coupure d®aQkivaspin, Sartorius, Gottingen, Allemagne) ddos
tampon acétate de sodium 50mM pH5 jusqu'a un vofimakede 2 mL. Les sécrétomes ont été conservés a
20°C, et leur concentration totale de protéineséaégaluée par les méthodes de Bradford (Bio-Rag, |
France) et du BCA (Bicinchoninic Acid Protein Ass&igma-Aldrich) en utilisant une gamme standard

d'albumine sérique bovine (BSA).
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2 Tests de saccharification en supplémentation

2.1 Substrats utilisés

La paille de blé, le Miscanthus et le peuplier @aiéés ont été obtenus aupres d’IFP Energies N@ms/@Rueil-
Malmaison, France). Ces trois biomasses ont étéafiges par explosion a la vapeur en conditiodeac
lavées a l'eau chaude pour éliminer les produiieedi, et séchées respectivement a 55°C, a 37°C et a
température ambiante. Elles ont ensuite été brogeesnisées afin de ne retenir que les particlgesille
inférieure a 0,8 mm, et leur teneur en eau (% na/étE déterminé par séchage a 105°C en étuve aaanv
naturelle (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Lenimpgosition en sucres a été déterminée par Estelle
Bonnin (BIA, INRA, Nantes) par chromatographie éage gazeuse apres hydrolyse acide, selon unedeétho
décrite par Morris et al. (2010). Cette compositshprésentée dans le Tableau 7 (p. 97).

2.2 Cocktail enzymatique de référence

Le cocktail K975, fourni par IFP Energies Nouvellest constitué du sécrétome de la souche CL847 de
Trichoderma reeseproduit en présence de lactose, dont l'actpatgucosidase spécifique est de 0,8 Ul/mg.

Il a été complété par le cocktail commercial Rlglucosidases Aspergillus nigerSP188 (Novozyme,
Bagsveerd, Danemark). Le principe des tests de énngpitation repose sur la comparaison des perfoeaanc
de ce cocktail de référence seul avec celles ditaibsupplémenté par les différents sécrétomediésu

2.3 Tests de saccharification en tubes

Les tests de saccharification en tubes de 2 mlétintéalisés en triplicats en présence de paillel@ede
Miscanthus ou de peuplier a 5% de matiere seche),(a@ns un volume réactionnel total de 1 mL. Les
substrats ont été pesés, puis incubés dans dumeawptate de sodium 50 mM (pH 4,8) et du chloramighbé
(0,1 g/L), pendant au moins 1h a 45°C sous agitatidative a 850 rpm, afin que la biomasse soih bie
imprégnée. On a ensuite ajouté le cocktail K97fison de 5 mg/g de matiere seche (MS), et le adckt
SP188, dans des quantités permettant d'obteniactnaté B-glucosidase totale de 80 Ul/g MS, et enfin 10
puL de sécrétomes (pour les conditions de supplé@tien} ou 10 ul de tampon (pour les conditions de
référence). L'hydrolyse a été réalisée a 45°C agitation rotative a 850 rpm. A chaque temps diepednent,

les triplicats ont été ébouillantés a 100°C pendarnnoins 5 min pour inactiver les enzymes, pureidis et

centrifugés a 15000xg pendant 5 min, et le surndgeaté préleve.

2.4 Tests de saccharification en microplaques

Les tests de saccharification miniaturisés onté&ésés en microplaques de 96 puits, dans lesguetit été
distribués 100 pL de suspension de biomasse ade3¥#atiere seche (m/v) dans du tampon acétateddenso
50 mM (pH 4,8) en présence de chloramphénicoldQ,) Pendant la distribution, la suspension deraisse

a été prélevée a l'aide d'une pipette multicanams din bécher sous agitation magnétique constfimajue
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la répartition de la biomasse dans les puits agitus homogene possible. Les plagues ont engaitzéllées

et conservées a -20°C jusqu’a leur utilisation slaes tests de supplémentation, les enzymes atis&ibués

a l'aide d'un robot Tecan Genesis Evo 200 (TecganLFrance) : les cocktails K975 et SP188 ont été
distribués dans les concentrations indiquées us, ldans un volume de 15 pL, puis 10 pL de séneto
dilués au 18" ont été ajoutés (ou 10 pL de tampon dans les tiongide référence, présentes sur chaque
plaque) pour atteindre un volume total de 125 [Hadlie condition a été reproduite dans sept putgiglies,
auxqguels s'ajoute un puits contréle contenant teymes seuls (sans biomasse). Une colonne de chaque
plague a été consacrée aux conditions controldemant la biomasse seule (voir Figure 25). Lesydaagnt
ensuite été scellées et incubées a 45°C sousiagitatative a 850 rpm, pendant 24 a 96h. A chdquo®s

de prélevement, les plagues correspondantes ogeptafugées apres ajout de 120 puL de tampon, Ipuis

surnageant a été filtré.

Figure 25 : Schéma d’une plaque utilisée pour les tdstsaccharification miniaturisés.

Les puits représentés en vert contiennent la segpede biomasse seule ; les puits en bleu fonaierment la suspension de
biomasse et le cocktail de référence ; les puitslen clair contiennent le cocktail de référenad sées puits en violet foncé
contiennent la suspension de biomasse, le coddaiéférence, et les sécrétomes (un différent cdlaague colonne) ; les puits
violet clair contiennent uniquement le cocktailrd&rence et les sécrétomes (un différent dansughaojonne). Chaque puits a

été complété avec du tampon acétate de sodium 5QpidM,8) jusqu’a un volume de 125pL.

2.5 Quantification des produits et calcul des rendements

Pour les deux types de tests de saccharificatargricentration de glucose dans les échantillébs mesurée
par dosage spectrophotométrique a l'aide du réakidose GOD-PAP (Biolabo, Maizy, France) en ilis
une gamme standard de glucose, et les rendemdréaralculés en tenant compte de la quantitéudese
cellulosique initialement présente. Plusieurs testsété réalisés pour chaque condition, et afipalevoir
combiner les résultats, les rendements obtenugsésemce de sécrétomes ont été traduits en pougeenta
d'amélioration par rapport a la référence interaelthque test de saccharification. Un test t ddeBitua eté
réalisé pour chaque condition afin de détermin&x sioyenne des résultats était statistiquemeférdrite de

la moyenne des références, en utilisaqmiValue comme critére.
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3 Analyse du contenu protéique des sécrétomes

3.1 Identification des protéines par LC-MS/MS

Pour chaque sécrétome, 15 pg de protéines ongégtisés sur gel SDS-PAGE précoulé 10% Tris—glycine
(Mini-PROTEAN TGX, BioRad) pour une migration deb0cm, puis les gels ont été colorés au bleu de
Coomassie (BioRad). Chaque piste d'électrophorédé découpée en deux bandes de 2 mm de largeur et
l'identification des protéines a été réalisee @Plateforme d'Analyse Protéomique de Paris Sud-Ouest

(PAPSSO, INRA, Jouy-en-Josas, Franu#p://pappso.inra.fr/)selon un protocole décrit par Navarro et al.

(2014). Brievement, la digestion des protéines emnts dans les bandes de gel a été effectuée wgelon
procédé standard de trypsinolyse, en utilisantad#yipsine modifiée (Promega, Charbonniéres-lesBai
France). L'analyse des peptides obtenus a étdwedtepar chromatographie liquide Ultimate 3000 Ri&ui®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachus&t8A) couplée a un spectrométre de masse Q-exactive
(Thermo Fisher Scientific) utilisant une sourceisation électrospray (ESI-MS). L'attribution depides et
I'annotation des protéines a éte réalisée par caigea des données de spectrométrie de masse@eamps
prédites dans les génomeaspergillus japonicu€IRM BRFM 405 (non publié), Aspergillus aculeatus
ATCC16872(https://genome.jgi.doe.gov/Aspacl/Aspacl.homehenl dAspergillus nigerCBS 513.88 /
FGSC A1513 (https://www.uniprot.org/proteomes/UP000006Y0@n utilisant le logiciel X!Tandem

(X!ITandem Cyclone, Jouy-en-Josas, France). L'atinotales protéines a été complétée manuellement par
BLAST en utilisant la base de données NCBIhitp(//www.ncbi.nlm.nih.gov/blakt et les familles CAZy
ont été annotées par Elodie Drula (AFMB, CNRS, Miley d'aprés la base de données CAZy.

3.2 Analyse des données

Les protéines identifiées par un seul peptide tintatirées de la base de données de résultatautes ont

éte regroupées en 501 groupes et 580 sous-groapés Ipgiciel X!'Tandem, selon les regles suivantes
groupes sont formés de protéines ayant au moipeptide en commun, et les sous-groupes sont cospose
de protéines d’'un méme groupe partageant tous pmptdes détectés. Le nombre de protéines diffésen
identifiées est donc égal au nombre de sous-gro@esendant, parmi les 66 groupes contenant phssieu
sous-groupes, 59 sont composeés uniquement de dasxgsoupes correspondant a deux protéines codées p
des genes homologues dans les différents génontiséautll a donc été décidé d’approximer le nomibee
protéines différentes identifiées au nombre de mgeudans les différentes analyses présentées. Des
diagrammes de Venn regroupant les nombres de pest@lentifiees dans les différents sécrétomegtént
réalisés grace a l'outil du groupe « Bioinformat&sEvolutionary Genomics » de I'Université de Gent

(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/VgnRour I'estimation de 'abondance des protéifeegaleur

du PAI Protein Abundance Indgxalculée par le logiciel X!Tandem a été utilisée PAI est défini comme
le nombre de spectres de fragmentation assignésavecore significatif & une protéine identifiéjsé par
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le nombre de peptides trypsinolytiques théoriquarséservables pour cette protéine. Une carte tlygreni
(ou «heatmap») de I'abondance des différentes familles de QA&y dans les 15 sécrétomes, représentée
par les valeurs de PAI, a été réalisée par dolddsification hiérarchique a I'aide de I'outil Ct\uss (Metsalu

and Vilo, 2015), en utilisant des variances noregas, des matrices de distance calculées paratmnétie
Pearson et des partitions regroupées par la méttmdéard. Des comparaisons d’abondance des prstéine
entre les différents sécrétomes, normalisées mamlantités de sécrétomes utilisées pour les tsts
saccharification, ont été réalisées en utilisastfactions du logiciel Microsoft Excel. En paréleune
analyse manuelle des données focalisée sur leSimestde fonction inconnue a été réalisée. Elvélé la
présence d’'une protéine présentant des similitddesequence avec les LPMO de la famille AA10 d'sipré
les outils en ligne BLAST https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.¢get Phyre 2 (Kelley et al., 2015,

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page)cgeét appartenant dans la base de données CAZyea un

famille putative portant le numéro X273.

4 Analyse bioinformatique

Une recherche des séquences contenant un moduBeax@ié réalisée dans les génomes pris en compte pa

la base de données CAZy, issus principalement dBIN@tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomet du JGI

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/hgdme€ette recherche a également permis d'identifes

séquences contenant un autre module (CBM ou gligleyphatidylinositol (GPI)). Parmi les 1065
séquences trouvees, 208 séquences appartenanbégd@ismes représentatifs des principaux taxonstéen
choisies afin de construire un arbre phylogénétidqraur éviter les interférences dues a la présenca
I'absence de résidus ou de domaines supplémentasgmeptides signaux et les extensions C-teresnaht

été enlevés avant alignement. Les séquences daamidi@és correspondant au domaine catalytiquetént é
alignées a l'aide de I'algorithme MUSCLE (EdgarQ£0en utilisant les parametres par défaut. Uneiceat

de distance a été déduite de l'alignement a l'deseparametres de substitution Blosum62 (Henikoff a
Henikoff, 1992) et utilisée pour construire I'arbe@ utilisant une version améliorée de la méthode d
Neighbour Joining(Gascuel, 1997). La représentation de l'arbre aré&isée en utilisant Dendroscope
(Huson and Scornavacca, 2012), et la visualisad®a séquence d’acides aminés consensus du module

catalytique a été realisée a l'aide de WebLogo ¢kscet al., 2004).
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5 Production de protéines recombinantes

5.1 Construction et transformation des vecteurs d’expression

Les séquences protéiques sélectionnées (voir ségmien Annexe), incluant les peptides signauxsatift
été utilisées pour générer des séquences nucbpmilicodantes optimisées pour une expression Rhez
pastoris La synthése totale des genes a été réalisée\Wizersouth Plainfield, New-Jersey, USA) et ils ont
été clonés dans le vecteur d'expression pRAC@nvitrogen, Carlsbad, California, USA), de mami& étre
en phase avec la séquence codant pour I'étiguiténistidine C-terminale. Les plasmides ont étépkiinds

via une transformation de cellules compétentes dd#tsscherichia colipuis purifiés a I'aide d'un kit HiSpeed
Plasmid Midi (QiagenCourtaboeuf, France) et linéarisés par I'enzymesieictionPmd. lls ont ensuite été
transformeés par électroporation dans des celtidda souche SuperMadePichia pastorigBioGrammatics,
Carlsbad, California, USA) ; cette souche exprines g@rotéines portant des N-glycosylations de motif
MansGIcNAc au lieu de motifs hyperglycosylés. Les tfanmants ont été isolés sur un milieu gélosé

contenant de la zéocine (100 et 500 mg/L).

5.2 Production des protéines

5.2.1 Milieux de culture

Pour les cultures en fioles, trois milieux sontisés : YPD (10 g/L d’extrait de levure, 20 g/L peptone,20

g/L de glucose), BMGY (10 g/L d’extrait de levug€lg/L de peptone, 3,4 g/L de YNBdast Nitrogen Baje
sans acides aminés ni sulfate d’ammonium, 10gAutfate d’ammonium, 10 g/L de glycérol, dans dugam
phosphate pH6 100mM) et BMGY (10 g/L d’extrait dedre, 20g/L de peptone, 3,4 g/L de YNB sans acide
aminés ni sulfate d’ammonium, 10g/L de sulfate diamium, dans du tampon phosphate pH6 100mM). Pour
les fermentations en bioréacteur, on a utilisé uliemnBSM (Basal Salts Mediujncontenant 26,7 mL/L
d’acide phosphorique a 85%, 0,93 g/L de sulfatealeium, 18,2 g/L de sulfate de potassium, 14,9d¢L
sulfate de magnésium heptahydraté, 4,13 g/L d’hgate de potassium, et 40 g/L de glycérol. Des wale
minéraux sont apportés a 'aide de sels RTRchia trace minerald) ou PTM (Pichia trace mineralg).

La composition des sels PTMst la suivante : 6 g/L de sulfate de cuivre, 3dglsulfate de manganese, 0,2
g/L de molybdate de sodium, 0,02 g/L d’acide bogiq,5 g/L de chlorure de cobalt, 20 g/L de chlerde
zinc, 65 g/L de sulfate de fer, 0,08 g/L d'iodueesbdium et 1 mL/L d’acide sulfurique. La compasitdes
sels PTMest la suivante : 2 g/L de sulfate de cuivre, 3dglsulfate de manganése, 0,2 g/L de molybdate de
sodium, 0,02 g/L d’acide borique, 0,5 g/L de sadfde calcium, 0,5 g/L de chlorure de cobalt, 1215dg
sulfate de zinc, 22 g/L de sulfate de fer, 0,08djibdure de sodium et 1 mL/L d’acide sulfurique.
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5.2.2  Production en plaques Deepwell

Pour tester I'expression de chaque vecteur, plissteansformants résistants a la zéocine ont dt&ésien
plaques Deepwell de 24 puits, dans 5 mL de mileeardissance BMGY contenant 0,2 g/L de biotine)aC3
et 250 rpm pendant environ 16h, jusqu'a atteindeedensité optique a 600 nm comprise entre 2 Ap&s
centrifugation, les cellules ont été reprises damd. de milieu BMMY et incubées a 20°C et 200 rpamgant
3 jours ; le milieu a été supplémenté chaque jeurda méthanol a 3% (vol/vol) afin d'induire I'egpsion
des protéines. Les surnageants de culture ontuétigép par chromatographie d'affinité avec detebiNi-
NTA selon une procédure automatisée décrite pantdaal. (2015), et les protéines purifiées ontéfgosées
sur un gel SDS-PAGE sans coloration avec révélgtarphoto-activation et fluorescence (Bio RadnEea

pour vérifier leur production.

5.2.3 Production en fioles

Les transformants ayant le meilleur taux de sémméint été repiqués sur milieu gélosé YPD, puisem®sces
dans plusieurs fioles non bafflées de 1 L conteB@atmL de milieu BMGY, 1 mL/L de sels PTMt 0,2 g/L
de biotine. Les fioles ont été incubées a 30°Co56trpm pendant environ 16h, jusqu'a atteindre wmsite
optique a 600 nm comprise entre 2 et 6. L'express@s protéines a été induite en incubant lesleslilans
des fioles contenant 40 mL de milieu BMMY, 1 mL/e dels PTMet 0,2 g/L de biotine, a 20°C et 200 rpm
pendant 3 jours, durant lesquels le milieu a eppleunenté par du méthanol a 3% (vol/vol) chaque joes
surnageants ont ensuite été récupéres par ceatidng4000 g, 4°C, 10 min) et filtrés sur des meanbs de

0,45 um (Merck-Millipore) pour éliminer les cellgleestantes.

5.2.4 Production en bioréacteurs

Les protéines ont également été produites danbidesacteurs commandeés par le systeme BioFlo 118 ou
systeme de bioréacteurs paralleles DASGIP (Eppénitamtesson, France), en suivant, avec quelques
modifications, les recommandations d’Invitrogen plaufermentation d@ichia pastoris Les transformants
repiqués sur milieu gélosé YPD ont d’abord étéwgdtdans 5 mL de milieu liquide YPD a 30°C et 16t
pendant 6h, puis 200 pL ont été transférés dansnil0@de milieu BMGY et incubés a 30°C et 200 rpm
pendant 16h. Cette préculture a servi a ensemeénbauteur de 10% les bioréacteurs contenant deunili
BSM ajusté a pH5 et 4 mL/L de sels PTMa consigne de pH a été fixée a 5, celle de teatpe a 30°C, et
le minimum du taux d’oxygene dissout a été fix@%2La phase de croissance sur glycérol a été emiat
environ 24h, jusqu’a ce que le taux d’oxygéne dissemonte, signifiant que le glycérol était épuibé
sorbitol (50 g par litre de milieu BSM initial) du méthanol (50 g/L de milieu initial) ont été aj@s; pour
une phase de transition d’environ 4h, jusqu’a ce lgusorbitol soit épuisé. La phase de productieta
alimentation continue en méthanol a ensuite étéadém, avec un flux de méthanol de 3,6 mL/h/L desmi

initial pendant 24h, puis de 7,2 mL/h/L pendantiemv64h. Apres arrét de la fermentation, le sueaag de
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culture a été récupéré par centrifugation (10 m@b@0 g) et filtration sur membrane de 0.45 um @Wer

Millipore).

5.3 Purification des protéines

5.3.1 Purification par chromatographie d’affinité

La colonne utilizes est une colonne de nickel dkétisTrap FF (GE HealthcarBus, France) ; elle a été
connectée a un appareil de FPLC et équilibrée amgampon contenant du Tris-HCI 50 mM (pH 7,8), du
NaCl 50 mM et de I'imidazole 10 mM. Aprés avoir st leur pH a 7,8, les surnageants ont été chatgéa
colonne a 4°C. La colonne a été lavée avec le tardfEmuilibrage (Tris-HCI 50 mM pH 7,8, NaCl 50 mM,
imidazole 10 mM) et les protéines portant une étitpupoly-histidine ont été éluées avec le mémedam
contenant 150 mM d’'imidazole. Les fractions d'é@uticontenant des protéines recombinantes ont été
rassemblées, concentrées et dialysées sur des aramalie polyéthersulfone (seuil de coupure de 10kDa
Vivaspin, Sartorius). Un échantillon de chaque @ira a été chargé sur un gel SDS-PAGE Tris-glytité
précoulé (Bio Rad) pour vérifier leur pureté. Lacentration en protéines a été déterminée par pitsoa

280 nm a l'aide d'un spectrophotométre Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) et des masses et
coefficients molaires théoriques calculés a pdes séquences protéigues. Afin d’étre chargesierecies
LPMO ont été ensuite été incubées en présencdfdéesie cuivre CuS£(1:10 équivalent molaire) pendant
16h, puis I'excédent de cuivre a été éliminé pafilttation a I'aide de membranes de polyéthersigfavec

un seuil de coupure de 5 kDa (Vivaspin, Sartorilzs)s du tampon acétate 50 mM (pH 5,2).

5.3.2  Purification par chromatographie d’échange d’anions

Deux colonnes différentes ont été utilisées : urlerme HiPrep DEAE FF 16/10 (GE Healthcare) pour la
purification d’AaAA16, et une colonne 6MonoQ HR 16/(GE Healthcare) pour les autres protéines. Les
surnageants ont été concentrés et diafiltrés dansrdpon Tris-HCI 20mM (pH 7,8), puis chargés sur |
colonne préalablement équilibrée a l'aide du méarmapbn. La colonne a été lavée avec le tampon
d’équilibrage, puis les protéines ont été éluéesitdisant un gradient linéaire (de 0 a 50%) de NaK.
Plusieurs fractions d’élution ont été chargéeswugel SDS-PAGE Tris-glycine 10% précoulé (Bio Rad)
pour vérifier leur pureté. Les fractions d'éluti@ontenant des protéines d’intérét ont été rassemblé
concentrées et dialysées sur des membranes dethmobidfone (seuil de coupure de 10kDa, Vivaspin,
Sartorius). Les concentrations en protéines ondétg&rminées par un dosage de Bradford (BioRad) que

par absorption a 280 nm a l'aide d'un spectrophétoenNanodrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific) et
des masses et coefficients molaires théoriqueslésalé partir des séquences protéiques.
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5.4 Caractérisation biochimique des protéines produites

5.4.1 Analyse ICP-MS

L'analyse par spectrométrie de masse a plasmapdageunductif (ICP-MS), visant a vérifier la prése de
cuivre dans le site actif des protéines produitess @ mesurer la concentration, a été réalisé&lpagnce
Chaspoul (IMBE, CNRS, Marseille) comme décrit pautirier et al. (2018). Brievement, les échantslon
ont été minéralisés, puis dilués dans de I'eaa-pliire, et analysés par un appareil ICAP Q (Thdthactron,
Les Ullis, France). La concentration en cuivre & ddéterminée en utilisant le logiciel Plasmalabeffio

Electron), a une masse/z=63.

54.2 Séquencage N-terminal
La séquence des acides aminés N-terminaux desim@®et@urifiées a été déterminée a la Plateforme
Protéomique de [l'Institut de Microbiologie de la dikerranée (IMM, CNRS, Marseille, France;

https://www.imm.cnrs.fr/proteomigue/selon la technique de la dégradation d’Edman.r Pchaque

échantillon, 500 picomoles de protéines dans uhgiso d’acide trifluoroacétique a 0,1% dans I'emu été
déposées sur une membrane en polyfluorure de gdémdi (Prosorb, Thermo Fisher Scientific) traitéscalO
puL de méthanol. Trois lavages par 100 ul d’ead &0d’acide trifluoroacétique (TFA) ont été sucoesment
appligués pour fixer et dessaler les protéinexesrmembranes. Les membranes ont ensuite été sathée
déposées dans la cartouche d’'un séquenceur PPS(@BihBadzu, Noisiel, France). Le programme standard

a été appliqué pour 5 a 10 cycles.

5.4.3 Analyse de masse globale

La masse globale des protéines purifiées a éténdiée a la Plateforme Protéomique de I'lMM, paalgse

de temps de vol par désorption-ionisation lasers&#ss par matrice Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight MALDI-ToF). Les échantillons ont été préparés peidification a l'aide de TFA a
12,5 %, avant l'addition d'une solution saturéenugtrice acide 2,5 dihydroxybenzoique dans 50 %
d'acétonitrile dans I'eau, 0,1 % de TFA (v/v). ldlyse a été réalisée sur un spectrometre de massafligk

Il (Bruker Daltonics, Bréme, Allemagne) dans la gaende 2 a 100 kDa, dans un mode linéaire et possitif
utilisant les méthodes d'acquisition prédétermingade constructeur (Lpl12, Lp66). L'étalonnagemdesse
externe a été effectué a l'aide des calibrant®iggs Protl, pour la gamme de 5 a 16 kDa, et IPpmiur la
gamme de 20 a 100 kDa (Bruker Daltonics).

5.4.4 Tests Amplex Red

Un test fluorimétrique décrit par Kittl et al. (Z)1permet de mesurer l'activité des LPMO grace a la

guantification du peroxyde d'hydrogene produitlpal.PMO en présence d'oxygene et d'un reductéarda

d'une réaction en présence d'Amplex Red (Sigmaidkljlet de peroxydase de raifort. Des plaques %8 pu

noires (Greiner Bio One, Kremsmunster, Autrichenteaant dans un volume total de 100 pL du tampon
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citrate-phosphate 50 mM (pH6), 50 uM d'Amplex R&d, U/mL de peroxydase, 0,01 a 20 uM de LMPO et
1 mM de réducteur (L-cystéine ou ascorbate) oningigbées a 30°C pendant 30 minutes. La fluoregcanc
été suivie a raison d'un point par minute, a ungueur d'onde d'excitation de 560 nm et une longdiende
d'émission a 595 nm, a l'aide d'un lecteur de @doecan Infinite M200 (Tecan).

6 Caractérisation de l'activité des LPMO

6.1 Substrats utilisés

Les substrats utilisés pour les tests de caraatiénissont les suivants : Avicel PH-101 (Sigma-Addy, PASC
(Phosphoric Acid Swollen Cellulogeréparée a partir d'Avicel selon la méthode deépar Wood (1988)B-
1,3/1,4-glucane d’orge, glucomannane de konjatpleexaose, xylohexaose, oligosaccharides de xytagle!

de structures XXXG, XXLG eXLLG selon la nomenclaturde Fry et al. (1993) (Megazyme, Bray, Irlande),
et NFC (nanofibrilles de cellulose, obtenues aipaie cellulose par traitement aux endoglucanases e
microfluidisation, fournies par le Centre TechnigluePapier, Grenoble, France).

6.2 Tests de dégradation de substrats

Les tests de dégradation de substrats ont étéésaln triplicats, dans un volume de 400 pL d’estenant
0,1% a 1% (m/v) de substrats solides (PASC, Avj:dl,3/1,4-glucane d’orge, glucomannane de konjac) ou
1 mM de substrats solubles (cellohexaose, xylohexaaligosaccharides de xyloglucane). Les LPMO AA16
(2 uM a 20 uM) ont été ajoutées et incubées avealistrat pendant au moins 20 min a 45°C avant djon
donneur d’électrons, choisi parmi la L-cystéinastorbate, I'acidp-coumarique, I'acide sinapique, I'acide
vanillique, l'acide cafféique, I'acide syringiquéacide gallique, I'acide 3-hydroxyanthraniliquéadide
tannique, le pyrogallol et la ménadione (1 mM), encore la cellobiose déshydrogénasePdeospora
anserinaPaCDHB (Bennati-Granier et al., 2015) (2 nM). Eebantillons ont été incubés 15 min a 72h dans
un thermomixer (Eppendorf) a 45°C et 850 rpm. léegtions ont été arrétées par ajout de 40 pL didesadu

1 M, et les échantillons ont été filtrés pour sép#a fraction soluble de la fraction insoluble.

6.3 Tests de synergies sur cellulose

Des tests de synergie entre les AA16 et la CBHI.deesebnt été réalisés en triplicats, dans un voluma tot
de 800 pL, en présence de 0,1 ou 1% (m/v) de PAS@ed\NFC dans I'eau. Les substrats ont d’abord été
incubés en présence de LPMO (10 mg/g de substraé) le-cystéine (1 mM), a 45°C et 850 rpm, penddnt

a 24h. La réaction a été arrétée par ajout de dildemM) et les échantillons ont été centrifugd$@00xg
pendant 10 min. Le surnageant a éteé retire, eakdion insoluble restante du substrat a été laeér fois
dans de I'eau. L’hydrolyse par la CBHI dereese{1 mg/qg ; fournie par IFP Energies Nouvelles)arétlisée

dans un volume de 800 pL contenant du tampon acg@amM pH5,2, pendant 30 min a 45°C et 850 rpm.
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Les réactions ont été arrétées par ajout de 8udlesa 1 M, et les échantillons ont été filtrésrm@parer la

fraction soluble de la fraction insoluble.

6.4 Analyse des produits solubles de dégradation

6.4.1 HPAEC-PAD

Les mono- et oligosaccharides issus de la déegmdalkes substrats cités plus haut ont été déteetes p
chromatographie haute-performance par échangeotiaiavec détection ampérométrigdegh Performance
Anion Exchange Chromatography coupled with Pulsethé&ometric DetectignHPAEC-PAD, Dionex,
Thermo Fisher Scientific) selon la méthode déegrateWestereng et al. (2013). Les éluents utilisésiennent
0,1 M de soude (éluent A) et 1 M d’'acétate de sudians de la soude a 0,1 M (€luent B). L'élutioéte
réalisée a un débit constant de 0,25 mL/min a 36ACjtilisant un gradient linéaire de 0 a 10% déhB en
10 min, puis de 10 a 30% d’éluent B en 25 min,ndéineun gradient exponentielle de 30 a 100% d’éugn
en 5 min. Les conditions initiales (100% d’éluentofat ensuite été restaurées en 1 min et maintqraretant
9 min pour reconditionner la colonne. Les prodoits été identifiés en utilisant comme standard cidie-
oligosaccharides natifs de degré de polymérisdbd) compris entre 1 et 6 (Megazyme), ainsi queceds-
oligosaccharides oxydés en C1, préparés par inombatvec la CDH dd’odospora anseringPaCDHB,
(Bennati-Granier et al., 2015).

6.4.2 Spectrométrie de masse

L’'analyse par spectrométrie de masse tandem (MS/ME8) réalisée par Mathieu Fanuel (BIA, INRA,
Nantes) sur un spectrometre de masse haute d&firBynapt G2Si (Waters Corp., Manchester, Royaume-
Uni) équipé d'une source ionisation électrospra$I EAprés sélection des précurseurs ioniques abtav
I'étape de fragmentation, la mobilité ionique audiiésée pour réduire les interférences dues mpuretés de
I'échantillon, et effectuée dans une cellule de iftékbonique a ondes progressivebrgveling-Wave lon
Mobility, TWIM). Le débit d'hélium a été maintenu a 180 mid et le débit d'azote a été ajusté a 90 mL/min
dans la cellule de mobilité. La hauteur de I'onasbite a été réglée a 40 V et la vitesse de I'onéte aéglee

a 300 m.3. Aprés avoir traversé la cellule de mobilité, Espéces oxydées ont été fragmentées par
dissociation induite par collision dans la celldetransfert de l'instrument (MS/MS). Dans ces Bgpées,

les échantillons ont été dilués dix fois dans dlOW&H.0 (1:1, v/v) et infusés a un débit del&/min. Les

acquisitions ont été realisées en polarité négativisi qu'en mode "sensibilite".
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6.5 Spectroscopie du site actif

La géométrie du cuivre (ll) dans le centre actif ®A16 a été étudiée par résonnance paramagnétique
électronique (RPE). Cette technigue de spectrosqo@imet de détecter les électrons non appariégiau
d’'une espece moléculaire, suite a I'applicationnd@dhamp magnétique. La recherche de résonnance est
généralement réalisée a une fréquence fixe d’atemh micro-ondes, en faisant varier le champ mtgneé
externe appliqué. La mesure de I'absorbance entifotndu champ magnétique permet d’enregistrer un
spectre, qui donne des informations sur la streailectronique du composé étudié et les interaxtaistant
entre I'électron non apparié et les noyaux quitbement. L’analyse du spectre permet notamment de
déterminer les tenseugs(facteur de Landé, caractéristique de la molépal@amagnétique étudiée) et A
(tenseur hyperfin d’anisotropie, qui caractérisedaplage entre spin électronique et spins nu@épites
spectres RPE des AA16 (85 a 165 uM) en solutios tleau ou dans un tampon acétate de sodium 50 mM
pH5,2 ont été enregistrés a une fréquence de 9888z22bande X) par un spectromeétre Bruker EMX (Bayk
Wissembourg, France) a des températures de 10@Ktdans 'azote liquide. Des spectres ont égalédien
enregistrés apres incubation des échantillons ded@acide ascorbique en excés pendant 10 min alRdh
simulations spectrales ont été réalisées par Newliati (IRCP, CNRS, Paris, France) en utilisaroggciel
EasySpin 5.0.3 (Stoll and Schweiger, 2006) integrdogiciel MATLAB R2016a, afin de déterminer les
parametres,g gy, gz et |Ad, |A/, |Ad.

6.6 Modélisation des structures 3D par homologie

La modélisation des structures tridimensionneleEssqliatre protéines produites a été obtenue & kkwdeurs
séquences, en utilisant les outils en ligne [I-TABSE(Yang and Zhang, 2015,
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ et Phyre2 (Kelley et al., 2015,
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page)cdies modeles utilisés sont les structures deépres issues
des familles AA10 et AA15, portant les numérosvants dans la base de données PDB : 5(SIXA10),
40Y7 (SAAAL10C), 5WSZ BtAA10A), 5SMSZ (TdAA15). La visualisation des structures a été réaliavec
le logiciel PyMol.
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Chapitre III : Identification d’'une nouvelle famille
de LPMO dans des sécrétomes fongiques
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1 Résumé

La premiere étape du projet a consisté en une ékesleocktails enzymatiques secrétés par les ounchss
sélectionnées dAspergillus cultivées sur trois milieux distincts. Les 15 rééomes ainsi préparés ont été
utilisés pour supplémenter un cocktail cellulolygqdeT. reeseilors de tests de saccharification de trois
biomasses prétraitées (paille de blé, Miscanthygeeplier). L'obtention de nombreux réplicats gracene
meéthode miniaturisée robotisée a permis d’'idemtiéie sécrétomes qui améliorent de maniére staietnent
significative les rendements de saccharificatiorchigcune des biomasses. Les performances desoséeséet
différent selon les biomasses, et dépendent deuehs et du substrat utilisés pour les produiranalyse
protéomique des sécrétomes a également montr@&s|i® Icocktails enzymatiques ont des compositiess t
différentes les unes des autres, et qu’il exiseiorportante diversité au sein de la plupart desesgmes,
notamment en termes de CAZymes ; on peut notei Bupsésence de nombreuses protéines de fonction

inconnue, qui laissent envisager la découverteotientielles nouvelles activités.

Le contenu des sécrétomes ayant montré de bonnfesnp@nces de saccharification sur Miscanthus a été
analysé plus en détail, ce qui a permis d’idemtifiee protéine de fonction inconnue, sécrétéegaoliche
BRFM 1490, qui posséde une séquence proche dénesriaPMO tout en ne faisant partie d’aucune famill
CAZy déja existante. Il s’est avéré que cette pnetéaisait partie d’'une famille putative de LPM@entifiee
précédemment par analyse génomique par I'équipey@igar Voshol et al. (2017), mais n’ayant pasoesc

de caractérisation biochimique. Une analyse biomé&dique a été réalisée, révélant que cette faragte
présente chez au moins 580 microorganismes (chammsget oomyceétes) ayant des modes de vie impliquan
des interactions avec la biomasse végétale. L'aliggnt des séquences révele de nombreux résiduereéss
dont deux histidines pouvant former histidine brace» caractéristique des LPMO.

Une séquence de cette nouvelle famille, iss@spkrgillus aculeatua été exprimée ché2chia pastoris et
aprés une mise au point des conditions de produetiae purification, la protéine a été obtenuesgotme
fonctionnelle, avec unaistidine braceintacte contenant du cuivre. L'enzyme a été testéeplusieurs
substrats, mais n’a montré d’activité que sur lHulse et les cello-oligosaccharides. L'utilisatiale
chromatographie HPAEC-PAD et de spectrométrie desma permis de détecter des produits de dégmadatio
solubles, sous forme de sucres natifs et de sogsees a leur extrémité C1. Des tests d’activitéecsllulose
amorphe en association avec une cellobiohydrola3e itesebnt révélé que I'enzyme pouvait améliorer les
performances de cette cellulase, ce qui pourraiir ales applications biotechnologiques intéressarita
nouvelle famille ainsi caractérisée a été nommeéa@\dans la base de données CAZy. Ces résultatt@®nt
publiés en mars 2019 daB®technology for Biofuelst sont présenteés ici en anglais dans la forntaudiele

accepté ; seule la numérotation des figures a étifiee.
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Article 1: AA16, a new lytic polysaccharide monooxygenase falyidentified in fungal

secretomes

Camille Filiatrault]Chastel? David Navarré, Mireille Haort, Sacha Grisé) Isabelle Herpoé&l Gimbert,
Didier Chevret, Mathieu Fanué) Bernard HenrissatSenta HeissBlanquet, Antoine Margectand
Jean|Guy Berrirt

! Biodiversité et Biotechnologie Fongiques (INRA, Alarseille Université), Marseille, France.

2|FP Energies Nouvelles, 1 et 4 avenue de BBigau, 92852 RueilMalmaison, France.

3 Plateforme d’Analyse Protéomigque de Paris/SDdest (INRA, Agro-ParisTech), Joufn]Josas, France

4 Biopolymeéres Interactions Assemblages (INRA), MapErance

5 Architecture et Fonction des Macromolécules Bidlogis (CNRS, Aix Marseille Université, INRA), Markei France

2 Background

Lignocellulosic biomass is a renewable and abunfdgistock, considered as a promising alternativeoh-
sustainable fossil resources for the productiohiofuels, biomaterials and bio-based chemicals (@igi,
2010; de Bhowmick et al., 2018). Its transformatiequires an extensive deconstruction of the palhtvall
polymers, namely the cellulose and hemicellulodggamcharides, that are intermeshed together vgttin
to form a highly resistant structure. Efficient hgiytic enzyme cocktails are therefore requireddretstill at
the present time a major bottleneck for cost-eiffeandustrial processes.

The degradation of plant polysaccharides into semgigars can be achieved using enzymes secreted by
biomass-degrading organisms such as bacterialanteftous fungi. These carbohydrate-active enzypres

CAZymes) are classified in the CAZy databalsep(//www.cazy.ord/ into several families based on their

amino acid sequence similarities (Lombard et &14). Cellulases and hemicellulases, which belonipe
glycoside hydrolases (GH), have been studied faertian 60 years for their ability to depolymegedulose
and hemicelluloses. More recently, novel enzymdéleddPMOs (Lytic Polysaccharide Monooxygenases)
were discovered (Vaaje-Kolstad et al.,, 2010) andetha high interest due to their ability to botis
hydrolysis of lignocellulosic biomass (Harris et, @010). LPMOs are able to cleave glycosidic bamglag
an oxidative mechanism, in the presence of oxygems (coming from dioxygen or hydrogen peroxide) an
an extracellular electron donor (Bissaro et all 2®issaro et al., 2018). Electrons can be praligesmall
organic compounds such as lignin fragments and-pdaifiungus-derived phenols, by enzymatic systsnch
as cellobiose dehydrogenase (CDH) or by photodatadystems (Cannella et al., 2016). All LPMOs shar
some common features, such as a copper-contaiotig aite, in which the metal is coordinated breth
nitrogen atoms from two histidine side chains ane N-terminal amine group that form the so-called
"histidine brace" (Ciano et al., 2018; Quinlanlet2011).
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LPMOs are currently grouped into six CAZy auxiliagtivities (AA) families (AA9-AA11, AA13-AAL5),
based on bioinformatic analyses of their amino-aemguences similarities. These families are foorsgveral
taxonomic groups, and have been shown to be amtiveimerous substrates (cellulose, hemicellula$etsn
and starch). The fungal AA9 family includes enzyraetive on cellulose and cello-oligosaccharides atao
polysaccharides containingt1,4 linked glucose units such as xyloglucans, @i@nnans an@-glucans
(Bennati-Granier et al., 2015; Fanuel et al., 204dksen et al., 2014). LPMOs from the AA10 famiiich
are found mainly in bacteria and some virusesaat@e on both chitin and cellulose (Vaaje-Kols&dil.,
2012). AAl1l and AA13 families are found exclusivétyfungi; only a few of their members, which are
respectively active on chitin and starch componédrdse been characterized so far (Hemsworth e2@l4;
Lo Leggio et al., 2015; Vu and Marletta, 2016). Tinegal AA14 family was discovered recently, ana tof
its members showed activity on recalcitrant xylaatmg cellulose fibers (Couturier et al., 2018haHy, the
discovery of the AA15 family revealed the existerné¢d.PMOs of animal origin (invertebrates), actioe
both cellulose and chitin (Sabbadin et al., 20T8ese enzymes have only recently been describedhan

discovery of more families and new enzyme spetidisican be expected.

Cellulases, hemicellulases and LPMOs are key commsnof industrial cocktails dedicated to biomass
degradation (Johansen, 2016). The vast majoritghese cocktails are based on enzymes secreted by
Trichoderma reeseg fungal species that is known for its efficientudelytic enzymes secretion, and benefits
from decades of strain improvement (Peterson anéilidimen, 2012; Seidl and Seiboth, 2010). Howether,
sequencing of its genome revealed a surprisinglgllsmumber of genes involved in polysaccharides
degradation (Hakkinen et al., 2012; Martinez et2008), and several missing accessory activiieschof

et al., 2016). With only three AA9 LPMOs encodedtsngenomejT. reeseihas one of the smallest set of
LPMOs among fungal saprotrophs, which are usuadly in AA9 with up to 40-50 genes (Lenfant et al.,
2017). To compensate this lack of diversity, whichy be a bottleneck fdr. reeseicocktails improvement,
one strategy is to upgrade reeseicocktails with enzymes from other biomass-degmdilamentous fungi
isolated from biodiversity. Such enzymes can bendoby mining the sets of secreted enzymies. (
secretomes) produced by fungal strains on vari@uson sources, thanks to the development of protein
identification tools such as LC-MS/MS and the irgieg number of available annotated fungal genomes
(Bouws et al., 2008; Di Cologna et al., 2017). Siadarge panel of CAZymes and LPMOs are diffeadigti
secreted by fungal saprotrophs (Berrin et al., 20ékiunaite et al., 2016), comparative secretornsca
promising approach to discover novel enzymes ptagirrole in plant biomass deconstruction. Hereia, w
report the identification of a new LPMO family angpspergillusspp. secretomes improving the conversion
of plant biomass. One member of this new LPMO fgmiérmed AA16, was characterized in terms of

substrate specificity, regioselectivity of oxidatiand contribution to cellulose degradation.
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3 Results

3.1 Exploration of fungal secretomes to improve biomass saccharification

During previous screenings of fungal strains fogittbiomass-degradation ability, several strainghef
Aspergillusgenus appeared promising (Berrin et al., 2015)hénpresent study, four strains Agpergillus
japonicusand one strain dkspergillus nigemwere grown in the presence of three inducers (gaian (MB),
sugar beet pulp (SBP) and cellulose (Avicel)) tmfahe secretion of diverse lignocellulose-aceveymes.
After 7 days of growth, the 15 different secretorfiezble 5) were tested for their ability to impreaveeference
T. reeseicocktail obtained from strain CL847 (Durand et &B88; Herpoél-Gimbert et al., 2008) for the

saccharification of three dilute-acid steam-exptbdmmasses: wheat straw, Miscanthus and poplar.

Table 5 : Protein concentration (determined by BCA assayhefsecretomes of fivespergillusspp. strains grown on three

inducers, after seven days of culture.

Code Species Strain number Inducer Concentratior
(mg/mL)

405 _Avi | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 405 Avicel 0.55
405 MB | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 405 Maize bran 12.56
405 _SBP | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 405 Sugar beet pulp 4.96
430 _Avi | Aspergillus niger CIRM-BRFM 430 Avicel 0.27
430_MB | Aspergillus niger CIRM-BRFM 430 Maize bran 17.63
430_SBP | Aspergillus niger CIRM-BRFM 430 Sugar beet pulp 7.98
1487_Avi | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1487 Avicel 0.25
1487_MB | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1487 Maize bran 17.24
1487 _SBP| Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1487 Sugar beet pulp 8.43
1489 Avi | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1489 Avicel 0.29
1489 MB | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1489 Maize bran 13.47
1489 SBP| Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1489 Sugar beet pulp 12.87
1490 _Avi | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1490 Avicel 0.34
1490 _MB | Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1490 Maize bran 12.31
1490 _SBP| Aspergillus japonicus | CIRM-BRFM 1490 Sugar beet pulp 8.50

After 48h of biomass saccharification, three sexnets (produced bg. japonicusBRFM 405 on MB,A.
japonicusBRFM 1487 on SBP anA. nigerBRFM 430 on Avicel) were able to significantly inope the

cellulose conversion yield of wheat straw (Figur&}® which is noteworthy given that the yields wgihe
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reference cocktail alone were already high, rearbioPo glucose release from cellulose after only, 24al
over 90% at the plateau (Figure 26). Thereeseicocktail was less efficient on poplar (60% of nmaxim
saccharification yield, see Figure 26), and thiseiyobiomass proved to be also recalcitrant toAhyergillus
secretomes: only one of them (producedbjaponicuBRFM 405 on MB) was able to significantly improve
the yield after 96h of reaction (Figure 27B).

Concerning Miscanthus, a total of 10 secretomesngntioe 15 tested were able to significantly imprtwe
cellulose conversion yield (Figure 27C), after 24fd/or 96h of reaction. Interestingly, the secretsmfA.
japonicusBRFM 405 andA. niger BRFM 430 produced on all of the 3 inducers were ébboost Miscanthus
saccharification, while none of the secretomeseft japonicusBRFM 1489 strain had an effect on yield.
As for the two remaining straingA( japonicus BRFM 1487 and1490), their secretomes produced on
lignocellulosic substrates (MB and SBP) improved gucose yield by 9 to 16%, while their secretomes
produced on Avicel did not lead to any significanprovement. This demonstrates that not only tharst
but also the inducer has an effect on the biomagsadation ability of the produced enzyme cocktails
Concerning the time effect, it can be noticed #ilesdecretomes produced on MB and SBP have a leffest
after 96h of reaction than after 24h, which carekglained by the fact that the higher the yiel@, timore it
becomes difficult to improve it when approaching gaccharification plateau. The secretomes ofnstrai
BRFM 405 and 430 produced on Avicel show the ofpaadfifect, with a greater yield improvement at 96h,
which could mean that the enzymes responsiblehfobbost act more slowly than those of other secres.
Overall, these results show that sevéspergillussecretomes are able to improve biomass sacclzdiding

and that the enzymes responsible for the boogiratebly different from one secretome to another.
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Figure 26 : Hydrolysis of three pretreated lignocellulosic dultes by a cellulolytic cocktail of Trichodermaesei strain CL847

produced on lactose. Error bars represent star#asidtions calculated on 3 replicates
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Figure 27: Biomass saccharification performances ofABpergillusspp. secretomes
Effect on the saccharification of pretreated biosn@&$o w/v) of the addition to & reesecellulolytic cocktail ofAspergillus
secretomes produced by strains BREOS, 430, 1487, 1489 and 1490 on maize bran (MBjaisbeet pulp (SBP) and Avicel
(Avi). A. Wheat straw; B. Poplar; C. Miscanthus.eTibars show the improvement of cellulose convergields in the presence
of secretomes compared to cellulose conversiodyiebtained witfT. reesecocktail alone, after 24h and 96h of reaction. Mea

were calculated on more than 10 replicates; talitate a Student tegtvalue lower than 0.05.
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3.2 Comparative proteomic analysis of fungal secretomes

To understand the differences in terms of enzynmeposition between these fungal secretomes, proteomi
analyses were performed by liquid chromatographptam to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), and
the detected peptides were assigned using thecydastiomes of\. nigerandA. aculeatusThis latter species
is very close tdA. japonicus and the two species are identical in some claasibns (Abarca et al., 2004),

which explains our decision to use #heaculeatuggenome to identify and annotaejaponicusproteins.

The number of different proteins present in eaaneteme is highly variable, ranging from 33 to 0260.
Most of the produced secretomes have a largersityef enzymes than the CL847 reference cockidilch
contains approximately 30 proteins. However, it tlugsnoted that thi§. reesecocktail was produced under
different conditions than thAspergillussecretomes. As expected, tAspergillussecretomes are rich in
CAZymes, accounting for 25% to 67% of the total hemof proteins, but they also contain enzymes from
other classes (oxidases, esterases, proteasesases etc.) and proteins of unknown function (fE@@8).
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Figure 28 : Protein content of thAspergillusspp. secretomes
Composition of the 15 secretomes in number of iledtCAZymes (GH: Glycoside Hydrolases; PL: Polysaaride Lyases; CE:

Carbohydrate Esterases; AA: Auxiliary Activitieapn-CAZyme proteins and proteins of unknown functio
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The composition of each secretome that showed arowement of saccharification was further examined,
with special attention for proteins of putativeumknown function. Among other proteins, our attemtivas
dragged to a protein of unknown function (orthotd@\. aculeatus<P_020060743.1), which was found only
in MB and SBP secretomes Af japonicusBRFM 1490 that increased Miscanthus sacchariboatFigure
27C). Interestingly, orthologs of this protein a found in thel. reesegenome. As revealed by sequence
analyses, this protein displays some common straicteatures with known LPMOs. For instance, its N-
terminal residue after signal peptide cleavagenistadine residue. A deeper analysis of the mpsstsometry
data obtained fronAA. japonicusBRFM 1490 secretome revealed that the N-termimgitide displays a
methylated histidine (mass +14.0157 Da), a feataremonly observed in fungal LPMOs.

3.3 Bioinformatic analysis of a new LPMO family

The protein of unknown function (ortholog &. aculeatusXP_020060743.1) identified in the fungal

secretomes is part of a putative LPMO family thas been reported in a genome mining approach asing
HMM model developed by Voshol et al. (Voshol et 2D17). Without any experimental demonstration of
activity, this family could not be added to the GAdatabase, which contains only biochemistry-based

families. In absence of biochemical characterizatibis family was temporarily called X273.

An analysis of non-redundant protein database (igust 2018) revealed a total of 1,065 sequencedsioany

a X273 module, belonging to 580 microorganisms gesg a variety of life styles oriented toward
interactions with plant biomass: a majority of gegjuences belong to saprophytes and phytopathdgsns,
plant endophytes and symbionts are also represehtede organisms are mainly fungal (with about &%
Ascomycetes, 18% of Basidiomycetes and a few Ghgtriycetes), but X273 modules are also found inesom
Oomycetes, which are fungus-like protists, and negecifically in known phytopathogens of the genera
PhytophthoraandPythium The Oomycetes present a slight family expansiath, an average number of 5.7
X273 genes per species compared to 1.8 for theiFlihg X273 module is preceded in all these segegenc
by a signal peptide and is often followed by a frieal extension of varying length. In a few cadbss
extension is composed of a linker and a CBM1 modubeglycosylphosphatidylinositol (GPI) anchorg(iie
29A).

The sequences of 208 X273 modules (edited to ret@ev€BM1, C-terminal extension or GPIl anchor) from
107 organisms representative of major taxons wageea and used to build a phylogenetic tree (Fed29B),

in which five major clades can be distinguishecadek 1 and 2 group together enzymes from Ascons/cete
and Basidiomycetes that have likely been kept faocommon ancestor of these two ph@anversely, clade

3 gathers only Ascomycetes sequences (except tguesees fronCryptococcussp. that could have been
acquired by horizontal gene transfer (Butler et2006)) and clade 4 consists of Basidiomycetesesstps
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only, indicating that these sequences evolved #ftesplit between these two phyla. Finally, cladisplays
sequences from Oomycetes and one sequence frobasidiomyceteCronartium quercuumwhich could
mean that these sequences were kept from a commeestar of Oomycetes and Fungi, or could also e th
result of a horizontal gene transfer. Interestingtg sequences belonging to proteins containi@gsl1 or
a GPIl anchor are not spread across the tree bga#rered respectively in clades 1 and 4, sugggstat the

X273 modules of these groups may have evolvedifbindt functions.
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SP. E Jaapia argillacea KDQ56222.1

SP S Aspergillus aculeatus XP_020060743.1

SR E_um@ Aureobasidium pullulans KEQ78697.1
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sP E ~tinker— () Auricularia subglabra EJD41108.1
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Figure 29 : Phylogeny and modularity of the new LPMO family
A. Graphical representation of the different typemofiularity existing among the family, citing exaeplf proteins form
various species with their Genbank ID. The catalytddule, shown in green, is preceded by a sigeilige (SP), and can be
followed by a C-terminal extension, a CBM1 moduledsPI anchor.
B. Radial phylogram of 208 selected sequences, bas#tealignment of their catalytic module aloneg&slare colored
according to the taxonomic division of the corrasgiag organisms. Full circles indicate CBM1-contagnsequences and empty

circles indicate GPI anchor-containing sequenchs.sequence fromspergillus aculeatuss indicated by a red star.

66



Sequence alignment of the modules reveals sevethpveserved regions within the family (Figure 3Q)
sequences include an N-terminal histidine, as waslla second strictly conserved histidine, whicla is
characteristic of the copper binding site (Histellrace) of all LPMOs characterized so far. Theeeadout
twenty other highly conserved residues, includicg@aserved Q-T/N-Y motif that fits the N/Q/E-X-FAvotif
identified by (Vu et al., 20149t al in families AA9, AA10, AA11l and AA13, containindpe tyrosine or
phenylalanine residue taking part in the coordoratf copper in the active site.
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Figure 30 : Graphical representation of AA16 module consenstuis@acids, based on the alignment of 213 sequences
generated using the WebLogo application (Croolks.e2004).

The strictly conserved histidine residues are shiompositions 1 and 107.
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3.4 Heterologous expression and purification

The X273 protein oA. aculeatugGenbank ID XP_020060743.1) was produce®irhia pastoriswithout
its C-terminal extension. The recombinant protearing a C-terminal polyhistidine-tag was first ¢gwoed
in flasks in the presence of trace metals includiogper and purified from the culture supernatant b
immobilized metal ion affinity chromatography (IMAdollowing the same protocol used for AA9 LPMOs
2015). The produced prokad a size of ~38 kDa, higher than the expectekDa,

attributable to N- and/or O-glycosylation. N-termlirsequencing revealed that in approximately 30%hef

(Bennati-Granier et al.,

sample, the protein was deprived of the N-terniesidue, an heterogeneity that is frequently entaved in
the production of recombinant proteins and couldueeto peptide bond cleavage by locally produeadtive
oxygen species (Kim et al., 1985; McMahon et &l0D). The rest of the sample did not contain theeeted

N-terminal histidine, which was replaced either by aspartate residue or by other non-identified
modifications. Recent reports have shown that iMOR the residues surrounding the copper are péatlgu

prone to oxidation (Bissaro et al., 2017; Loosalgt2018). The N-terminal histidine &f aculeatus<273
could have been modified into aspartate, 2-oxaehins or other intermediate products due to mesthlgzed
oxidation in the presence of copper as describé&ttimda and Kawakishi (1989), Stadtman (1993), wekti

et al. (2018), most probably leading to an inacémgyme.

1000 120
® ®
,,,,, - 100
§ 100 80 g
— \ : :
£ ] 60
g / | g
8 10 /‘x E : 40 8
— l i
M‘ :- ‘i‘/" N W"“’MMW”"MWWWW“‘ ""I'""' ”'"WWWWW
1 — : : : : 0
0 20 40 60 80 100 120
Time (h)
—6—0D 600nm (AU) DO (%) T(°C)

Figure 31 : Time profiles of dissolved oxygen (DO), temperatanel optical density (OD) at 600 nm during the icitbn of
AaAA16 by Pichia pastoris in a 1.3-L bioreactorGlycerol batch phase; 2: Sorbitol and methanaiditeon phase; 3: Methanol
fed-batch phase.

Alternatively, the same recombinant X273 proteirs weoduced in a bioreactor in the presence of tratals

including copper. A glycerol batch phase was fokawby an induction fed-batch phase using methanol
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(Figure 31). An aliquot of the culture supernatasats purified by IMAC, to reach a final purified pem
production yield of 0.5 g per liter of culture. Hrininal sequencing showed the expected sequenbeawit
intact N-terminal histidine in over 90% of the puoed protein, while the cleaved sequence represemnis
less than 10%.

3.5 Substrate specificity and regioselectivity of cleavage

Preliminary enzyme activity assays were performs&dgitheP. pastorisbioreactor supernatant that contains
a major band at ~38 kDa and the purifiedaculeatusx273 on phosphoric acid swollen cellulose (PASC).
The soluble degradation products were characteuged) high performance anion exchange chromatbgrap
coupled with amperometric detection (HPAEC-PAD)d aie assay carried out using the bioreactor
supernatant revealed an important release of solélo-oligosaccharides (DP2-DP6, see Figure\8aigh
was a good starting point for further investigasioHowever, the protein purified by IMAC displayediuced
activity on cellulose, even tested at high proteading (Figure 32), suggesting that the purificatising the

standard IMAC column was detrimental for the atyiaf this enzyme.
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Figure 32 : HPAEC-PAD chromatograms of 0.1% PASC soluble degfiad products, after 70h incubation with P. pastor
bioreactor supernatant (SN, blue chromatogram)ittr AaAA16 protein purified by affinity chromatogrhy using a nickel

HisTrap column (black chromatogram).

Therefore, the protein was purified to homogenbityion exchange chromatography (Figure 33). ICP-MS
analysis was used to confirm the presence of coppére active site, with ~1 copper atom per protei
molecule. The purified X273 protein from. aculeatuswas able to produce hydrogen peroxide without
substrate in the presence of L-cysteine and aswo(bmure 34) which is a common feature for LPMRistl

et al., 2012).
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Further enzymatic assays were performed at moderatgme loading on several substrates contaifting
linked glucose units (phosphoric acid swollen dele (PASC), microcrystalline cellulose (Avicdgl)glucan,
glucomannan) as well as cello-, xylo- and xyloghtcdigosaccharides. Significant activity was detelocbn
cellohexaose (Figure 35) and cellulosic substrdggire 36A) with the release of a majority of nexidized
products (DP2-DP5), and small peaks eluting atsdrae retention time as C1-oxidized products (DP20x-
DP4ox). Mass spectrometry was used to confirm teegmce of oxidized oligosaccharides at a mas¥of
+16 compared to the non-modified oligosaccharitiggufe 36B). These peaks could correspond eithanto
aldonic acid form (C1l-oxidized) or a gemdiol fort@4¢oxidized), but the ketone form which is usually
observed atn/z-2 in the case of a C4-oxidation was not founde MS/MS analysis of the DP3 oxidized
product, taken has an example, was consistentietpresence of an oxidation at the reducing emd;jging

further evidence that the X273 protein frémaculeatuss a C1-oxidizing LPMO active on cellulose (Figure

36C).

Altogether, the results suggest that the charae@rmprotein is a copper-containing enzyme ablerddyce
hydrogen peroxide in the absence of substrate laed@oxidatively cleave cellulose with C1 regiestivity.
The enzymatic characterization Af aculeatusenzyme establishes that the enzyme has LPMO @céind
therefore family X273 was renamed AA16 in the CAlatabase. Consequentdy, aculeatus<273 is named
AaAAlG.
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Figure 35 : HPAEC-PAD chromatograms showing soluble producteggted from 0.5 mM cellohexaose (G6) using 4.4 uM
AaAAl6 and 1 mM L-cysteine. The LPMO9H frdAodospora anserinéPaAA9H) (Bennati-Granier et al., 2015) was used a
reference of LPMO acting on cello-oligosaccharifeducing native sugars and C4-oxidized prodwisihle at 26 and 40 min

in the box at the top right).

Figure 36: Oxidative cleavage of cellulose by AaAA16 (se&trpage)

A. HPAEC-PAD chromatograms showing soluble productegsed from 0.1% PASC cellulose using 4.4 pM AaBAdith or
without L-cysteine (1 mM). The peak annotationslzased on comparison with oligosaccharides stasdaedive (DP1-DP5) or
oxidized at the C1 position (DP20x-DP40x).The botha right top show an enlargement of the C1-@adiproduct region.
B. MS spectrum of soluble degradation products geedray AaAA16 from PASC. Mass spectrometry analgéisoluble
degradation products generated by AaAA16 from PAB® main panel shows the full-scale spectrum efstimple containing
native and oxidized cello-oligosaccharides, andbitre=d regions are magnified to show the peakesponding to oxidized
cello-oligosaccharides.

C. MS/MS spectrum of the DP3 oxidized product peakz619.16) observed on panel B. The fragmentatiotepatorresponds
to a C1 oxidized species with an aldonic acid atréducing end. Observed fragments are depictedeosiructure. Blue

triangles: Water losses. Black stars: contaminaakgrom an ion co-isolated during the MS/MS preousselection.
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3.6 Synergy assays

Many LPMOs are able to act in synergy with cellamsind in particular with cellobiohydrolase | (CBHI
(Eibinger et al., 2014, Harris et al., 2010; Laogset al., 2011; Selig et al., 2015; Song et &8}, which is
mainly responsible for the degradation of crystalicellulose (Payne et al., 2015). To determinethidrat is
the case of the AaAA16 enzyme, a sequential assaypa&rformed on nano-fibrillated cellulose (NFCJ an
PASC. The cellulosic substrates were first tredted24h with AaAA16 in the presence of L-cysteitige
control condition contained L-cysteine but no AA&6zyme. After inactivating enzymes by boiling, the
soluble products were removed and the insolubtditna was washed.. reeseCBHI was then added for 2h,
and the produced cellobiose was quantified by HPARD. As shown on Figure 37, the product release
from both cellulosic substrates was more importdtér AaAA16 treatment than in the condition withou
prior AA16 treatment, probably due to the new cleaids produced by LPMO action that allowed an exee
CBHI activity. T. reeseiCBHI being a major component of industrial cellylw cocktails, the ability of
AaAA16 to improve its activity on cellulose is am@resting feature indicating that the new AA16 ifgm

could be explored for biotechnological applications

18 - H-AaAAl6
16 - +AaAAlb6
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Figure 37 : Synergy between AaAA16 and CBHI for the degradatibeellulosic substrates.
Cellobiose released from 0.1% PASC or NFCIbyeeselCBHI (1 mg/g of substrate), with or without prid4 h treatment by
AaAAl6 (10 mg/g), was quantified by HPAEC-PAD. Brhars represent the standard deviation calculatettiree replicates

4 Discussion

The A. aculeatusAA16 LPMO characterized in this study shares meaatures with fungal LPMOs from
other families, including (i) two strictly conserehistidines forming the copper histidine-brace) (i
methylation of the first histidine residue in fuhgacretomes, (iii) presence of one copper atonppaein
and production of hydrogen peroxide (iv) ability ¢teave cellulose and cello-oligosaccharides while
producing C1l-oxidized products, (v) synergy with KIBfor the degradation of cellulose. Although its
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sequence and its modularity have long suggestéthiaéamily may have LPMO activity, none of its migers
has been biochemically characterized so far, plysdie to recombinant production and handling peois.
AaAAl6 is indeed a challenging enzyme and we fatifctulties in obtaining a functional protein doe
self-oxidation of the recombinant enzyme produced flasks and inactivation during the affinity
chromatography purification. Oxidation of the Nrnal histidine of LPMOs is a frequently encountere
issue due to the formation of reactive oxygen seat the active site in the presence of copperemly, it
was hypothesized that the methylation of this nesich fungi could be a protective mechanism agaalt
inactivation of the enzyme (Petrovic et al., 2018)is post-translational modification is lackingHnpastoris
which could lead to consider the use of anothet tugnism such a&. nigerfor recombinant expression of
AA16 enzymes. However, in the case of AaAA16, waatged to circumvent this problem with the set-up of

a bioreactor production which led to a functionatyme.
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Figure 38 : HPAEC-PAD chromatograms of PASC soluble degradaiimadlucts, after incubation with AaAA16 alone oings
Podospora anserina cellobiodehydrogenase (PaCiB#inati-Granier et al., 2015)or L-cysteine astetecdonors. The
oxidized products visible in the CDH condition (gnechromatogram) are the result of the action oHQID cellodextrins

released from PASC by AaAA16 (blue chromatograne proper LPMO activity is only visible after acttion by L-cysteine

(red chromatogram).

Another noticeable feature of this new LPMO isaitgpical product profile, which differs from thosteother
fungal LPMOs active on cellulose. Indeed, the rafi€1-oxidized vs. non-oxidized products is muaWwér
than those of so far characterized AA9 enzymesgesi(ng that the two families may have a different
reactivity. More generally, the differences exigtibetween AA9 and AAl16 enzymes are of interest,
considering that these two fungal LPMO familiesnsée be targeting the same substrate. It can eribat
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the gene expansion of the AA16 family, with an agerof 5.7 sequences per genome for Oomycetes.@nd 1
for Fungi, is strikingly lower than in the AA9 fatyj many fungal species having over 30 AA9 gene$idir
genome (Lenfant et al., 2017). Moreover, cellobids@ydrogenase (CDH), which is a well-established
enzymatic redox partner of AA9 LPMOs, was not foundthe A. japonicusBRFM 1490 secretomes.
Interestingly,in vitro assays with a recombinant CDH frdPedospora anserinaid not seem to promote
AA16 activity (Figure 38). This observation coukveal a difference in the activation of this LPM&nily
compared to AA9 LPMOs. The secretomic analysis adsealed that two AA9 enzymes, including one with
a CBML1, are co-secreted with japonicusAA16, which could indicate that they have a diet biological

role or a possible synergistic effect.

5 Conclusions

Using a comparative secretomic approach, we wedeetalidentify and characterize the founding menudger

a new LPMO family that plays a role in plant biomageconstruction, and could be of interest for
biotechnological applications. Althoudispergillusspecies have been deeply investigated for decankea a
large number of their CAZymes have been charaaeyithe activity of this new LPMO family had noiepe

unveiled until now.

In order to better understand the action of membeétkis new family on plant biomass and their plass
biological roles, it will be necessary to charaizerother AA16 enzymes, including some multi-modula
enzymes bearing a CBM1 or a GPIl anchor. Furthecttral and spectroscopic investigations are &guoired

to provide insights into the mechanism of the AAaily.
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Chapitre IV : Caractérisation de trois nouvelles
LPMO de la famille AA16
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1 Résumé

Suite a la caractérisation d’une premiére protéiyent entrainé la création de la famille AA16 dinbase
de données CAZy, il était nécessaire de poursiigreravaux sur cette famille afin de mieux comgrerson
activité. Pour cela, trois nouvelles cibles ont gdéectionnées. La premiére cible (appelée AjAALSR)la
protéine AA16 issue d&spergillus japonicuBRFM 405 ; elle possede une séquence assez precbelld
d’AaAAl6, issue dA. aculeatus mais représente potentiellement mieux la protgresente dans les
sécrétomesl’A. japonicusétudiés dans la premiére partie du projet. Lex drires cibles sélectionnées
(appelées ApAA16-CBM1 et PTAA16A-CBM1) sont issuwkBAureobasidium pullulanst dePestalotiopsis
fici, et comportent toutes les deux, en plus du mochti@ytique AA16, un module de liaison a la celdgo
(CBM1).

Ces trois cibles ont été produites de maniere rbatante chePichia pastorisen bioréacteur. Bien que leur
caractérisation apres purification ait révélé dhistidine N-terminale impliquée dans le site actiétait pas
toujours intacte, ces trois protéines ont montré activité de dégradation de la cellulose semblahielle
d’AaAA16, et méme supérieure dans le cas d’AjAAlEs trois nouvelles AA16, tout comme AaAAl6, sont
capables d’améliorer I'hydrolyse de cellulose paCBHI deT. reeselorsqu’elles sont utilisées pour prétraiter
le substrat, et Ia encore AjJAA16 est la plus peniante. Cependant, ces quatre enzymes ont toujoynsofil

de produits solubles composé de trés peu de psooikytlés, et ce phénomene reste inexpliqué. LEsatits
donneurs d’électrons testés n’ont pas permis &diiion de produits oxydés supplémentaires. Afavolr

des informations sur la configuration du cuivre sléhistidine brace des expériences de spectroscopie par
résonnance paramagneétique électronique ont éiéaésl Les spectres confirment la présence deec(liyr
dans le site actif, dans une symétrie de coordinatixiale, avec des parametres semblables a cgax dé
observés pour les autres familles de LPMO. Les rexpeées en présence de réducteur n'ont cependant pa
montré de diminution du signal, ce qui aurait dpseluire si le cuivre (1) était correctement riégun cuivre

(). L'une des pistes pour expliquer la faible protion de produits oxydés pourrait donc étre lideiat
redox des AA16, et la RPE serait un bon moyen digpep des réponses aux questions qui se posent a ce

propos.

D’autres informations essentielles sur la famill&1& pourraient étre déduites de la résolution de le
structure tridimensionnelle. Les cristaux testés/aht pas pour l'instant permis de collecter demdes de
diffraction, les structures 3D des quatre protéétadiées ont eté modélisées par homologie avegrdesnes
de séquences proches. Ces modéles révelent unrisgrtypique des LPMO, présentant des caractfuiessi

retrouvées dans les autres familles, notammentecoant les résidus proches du site actif.

Ces résultats étant destinés a étre publiés, iis m@sentés ici sous la forme d’'un article scfente en

anglais, a compléter et a soumettre dans les prechwis.
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Article 2: Functional characterization of three novel AA16 LPMOs from Aspergillus

japonicus, Aureobasidium pullulans and Pestalotiopsis fici
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2 Background

The discovery of lytic polysaccharide monooxygesad#MOs) approximately 10 years ago was a major
breakthrough for the understanding of recalcitiaininass degradation in Nature, and for applications
industrial biotechnological processes (Harris gt24110; Johansen, 2016; Vaaje-Kolstad et al., RPARMOs

are copper-containing enzymes, able to cleave wangmlysaccharides by oxidizing their glycosidiabs,
either at the C1 or the C4 carbon. This oxidizingchanism requires an oxygen atom (provided eitlger b

dioxygen or hydrogen peroxide) and an extracellellactron donor (Bissaro et al., 2017; Bissard.e2@18).

LPMOs are classified as “Auxiliary Activity” enzyraen the CAZy database since 2013 (Levasseur et al.
2013), and until now seven different LPMO familiesve been defined, based on sequence and structural
similarities. Some discrepancies in substrate fipeigs and regioselectivities can be found witktre best
characterized families (i.e. AA9 and AA10). Indettit scope of substrates found for the fungal Ad8yenes
was enlarged from cellulose to cello-oligomers hanicellulose polymers (Fanuel et al., 2017; Simsnemn
al., 2017). In the bacterial AA10 family, chitinsky and/or cellulolytic enzymes are found (Forsbeta@l.,
2014b). According to CAZy, these two families haespectively 29 and 22 characterized members, with
respectively 16 and 19 of them having a solved BOcture. It is far from being the case for moreergly
discovered families, with 3 characterized membetsé AA13 family and only 2 in AA11, AA14 and AA15
(in September 2019). These low numbers can beiegpldy the fact that recombinant production ofecily
processed and active LPMOs can be particularlylemging. Moreover, many pitfalls can be encountered
during LPMO assays, such as multiple possible igdetions, enzyme self-inactivation, reducing ageitit
oxidation, instability of some soluble reaction gwats, or difficulty to characterize insoluble reac
products (Eijsink et al., 2019). Nonetheless, nuwtailed characterization of enzymes belongingattheof

the existing families is needed to better undedstde reaction mechanism of LPMOs and their possibl

biological roles.

78



Concerning the last family created, AA16, only aiéts members has been produced and charactesed
far (Filiatrault-Chastel et al., 2019), and no stanal data are yet availabléhe AA16 fromAspergillus
aculeatusAaAAl®, is able to cleave cellulose and to pradooth native and C1-oxidized sugar. In this study,
we heterologously produced and characterized tlotber AA16 enzymes in order to gain a better
understanding of this family. Their activity on lcébse was assessed and Electron Paramagnetic d&eson
(EPR) spectrometry was used to study #émvironment of the copper center and its redox gmtogs.
Homology models were also built to get some infdramaon the copper environment and substrate bghdin

surface.

3 Results and discussion

3.1 Selection and production of three novel AA16 enzymes

The sequence of AaAALG, the first characterized BAfas been retrieved from the publicly availaldeane

of Aspergillus aculeatuATCC16872.Aspergillus japonicuss a closely related species and the genome of
strain A. japonicusCBS 114.5 is publicly available. The AA16s froneske two strains (GenBank IDs
XP_020060743.1 and XP_025526839.1) have almosticd¢sequences, with only one amino acid differing
in their catalytic module. However, one of tAejaponicusstrains maintained in the CIRM-CF collection
(Marseille, France) has a gene encoding for a glifiterent AA16, since it displays a difference2éf amino
acids with the catalytic module of AaAA16. To asst® influence of these differences, it was detide

produce and characterize this enzyme from the ClRMstrain, further called AjAA16.

AaAA16 and AjJAA16 are part of the same subgroufhefAA16 phylogenetic tree (Figure 39). This sulogro

is the only one that contains sequences assod@tedellulose binding module (CBM1) in their Crtenal
extension. However, like many enzymes in that gr&\jpA16 does not bear a CBM itself. To assess the
effect of such a module on the AA16 activity, twBM1-bearing sequences were selected. The first one,
ApAA16 (GenBank ID KEQ78697.1), stems from the witigus black moldAureobasidium pullulansand

the other one (PfAA16A-CBM1) originates from thedephytic fungudestalotiopsis ficiThe genome d?.

fici encodes three AA16s (denoted PfAA16A-CBM1, PfAAl&Bd PfAAL16C) that belong to different
subgroups in the AA16 family (Figure 39B), but ontype of them (PfAA16A-CBM1, Genbank ID
XP_007832240.1) bears a CBM1 and was thereforetseléor biochemical characterization.
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Figure 39 : Modularity and phylogeny of the produced AA16 LPMOs
A. Modular representation of the newly produced AAARAALG, ApAAL6-CBM1, PTAAL6A-CBM1), indicating theercentage
of amino acid identity they share with each othed with previously produced AaAA16.
B. Radial phylogram of 208 selected sequences fromAKiS family, based on the alignment of their cgtial modules, showing
the sequences frofspergillus aculeatuAaAA16), Aspergillus japonicugAjAAL6), Aureobasidium pullulan@®pAA16) and
Pestalotiopsis fic(PfAA16A-CBM1, PfAA16B and PfAA16C; only PfAA16A-BM1 was recombinantly produced).
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These three targets (AjJAA16, ApAA16-CBM1 and PTAALEBM1) were expressed Richia pastorigising
native signal sequences. In the case of AjAAl6, damlytic module is followed by a long C-terminal
extension (110 amino acids), rich in serine, ala@ind threonine residues, which was predictedsasdired.
For recombinant production, this extension was needdo leave only the catalytic module, while foe two
other targets we used the full length version idirig the CBM1 domain. The three recombinant pratein
(AjJAAL6, ApAA16-CBM1 and PfAA16A-CBM1) were produden 1L-bioreactors, in the presence of trace
metals including copper (Figure 40). The proteirserhen purified from the culture supernatantgigimon
exchange chromatographgnd the fractions containing eluted protein weralymed by SDS-PAGE. All
fractions from the elution peak of ApAA16-CBM1 cairted proteins of the same size, ~70 kDa, highaar th
the expected 34 kDa, probably due to N- and O-glylation (Figure 41A, B and C; Table 6). Thesetfoats
were thus pooled for subsequent tests. In conttdfgrent fractions from AjAA16 elution containguloteins

of different sizes, and only the fractions corresting to the second part of the peak showed amrased
cellulose degradation activity in the presence -@fykteine, with traces of oxidized products (Figdi®, E
and F); these fractions were pooled together ard t@ subsequent tests. A similar strategy wasiexpfo
PfAA16A; only the fractions from the second partloé elution peak allowed the formation of smalloamts

of cellulose degradation products in the presemteaysteine (Figure 41, D, G and H) and were thasled
for subsequent use. After dialysis and concenmatiee final production yields were estimated at&2and

3 mg of purified protein per liter of culture fojMA16, ApAA16-CBM1, and PAA16A-CBM1, respectively.
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Figure 40 : Time profiles of dissolved C{showing the biomass growth) and protein productioring the production of
AjAA16 in a Pichia pastorisbioreactor. 1: Glycerol batch phase; 2: Sorbital enethanol transition phase; 3: Methanol fed-batch

phase.
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Figure 41 : Purification of AA16 enzymes
A, E, G. Anion exchange chromatograms of the 3 producedm®@. ApAAL16-CBM1; E. AjAALG; G. PfAA16A-CBM1),
showing the optical density at 280 nm (OD280) usedetect the proteins, and in red the slope o&thton buffer gradient.
C,D. SDS-PAGE analysis of selected fractions from tipedein elutions€. ApAA16-CBM1; lanes (1) to (6) contains the 6

15.0

20.0 25.0 30.0 35.0

Retention time (min)

fractions identified by (1) and (2) B andG). In both gels the last lane contains a molecwksight protein ladder.

B, F, H. HPAEC-PAD chromatograms showing soluble produetsegated from PASC cellulose using pooled fractfomm
AA16 enzyme purificationsH. ApAA16-CBM1; F. AjAAL6; H. PTAAL16A-CBM1) with or without L-cysteine. The blue
chromatograms were obtained using pooled fracfiams the first part of the elution peaks of AjAAABd PfAAL16A-CBM1

(identified by a (1) irE andG); the red chromatograms were obtained using adttibns of ApAA16, or pooled fractions from the
second part of the elution peaks of AjAA16 and PI&A-CBM1 (identified by a (2) it andG). The dashed lines indicate the

position of the oligosaccharide peaks that are segnin the presence of fractions (2) and L-cystei
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Global mass determination by MALDI-ToF mass speungty confirmed that the experimental mass of
AJAAL6 (23.56 kDa) was higher than the expected?2XkDa, probably due to glycosylations. On thesoth
end, both ApAA16-CBM1 and PfAAL16A-CBM1 had expermi@ masses lower than the theoretical ones,
with a difference of ~10 kDa (Table 6). This cobkldue to the fact that both these proteins bgaryalong
linker, with about 100 and 130 amino acids, whigtld entail folding problems and possibly some @obitic
cleavage in this flexible region during recombinandtein production. However, given that their mass
higher than the expected mass of the AA16 domaneglwe can expect their catalytic domains to bectn
and to have some activity, provided that the N-teus is intact. N-terminal sequencing revealed that
unfortunately, not all of the proteins were coreprocessed. In 30% of the purified AjJAA16 sampéher

the first residue or the first five residues wdemaged off, and this was also the case for ApAAEMI and
PfAA16A-CBM1 samples with respectively 5 and 11%lefaved proteins. When the N-terminal residue was
present, it was not detected as a histidine, bwt aen-identified modified amino acid. Histidineaen
detected with lower yields than other amino acaig] its coordination with a copper ion could impaien
more its detection but in this case, the most drtebaxplanation is the presence of oxidative modifons,

as already observed for the AaAA16A LPMO (Filiattabhastel et al., 2019). Proteins produced in §geas
such adlichia pastorisdo not bear a methylation on the N-terminal hiedwhich is thought to protect the
histidine against oxidative damage (Petrovic ¢t24118); in order to obtain proteins with an inthstidine
brace, other production hosts suchAapergillus nigercould be considered. However, since the purified
proteins displayed some activity on cellulose (Begire 41 and next paragraph), some of the protias

expected to harbor an intact N-terminal histidiegidue coordinating the copper ion.

Table 6 : Main features of the produced LPMOs.
Glycosylation sites were predicted using the Hirstup glycosylation prediction server (Hamby andsHi2008).

AjJAAL6 ApAA16 PfAA16A
Presence of a linker and No Yes Yes
a CBM1
Theoretical molecular 21.79 33.88 36.52
weight (kDa)
Experimental mass 23.56 23.52 26.92
(kDa)
Number of theoretical 4 6 8
N-glycosylation sites
Number of theoretical 21 55 59
O-glycosylation sites
Theoretical pl 4.43 6.2 3.87
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3.2 Activity of AA16 enzymes on cellulose

The three newly produced AA16 enzymes are ablesgatle PASC cellulose into native and C1-oxidized
soluble sugars; as already observed with AaAAIdimprevious work, the amount of visible oxidizegars

is very low. However, some differences can betspobetween the enzymes: the amounts of native and
oxidized sugars released by AjAA16 are higher thase released by ApAA16-CBM1 and PfAA16A-CBM1,
which are comparable to those obtained using AaA&lgure 42). The role of CBMs on LPMO activity is
still poorly understood, but in some cases the#spnce improved the binding of LPMOs to their suatbst
and modified the profiles of released products (@hat al., 2019; Crouch et al., 2016). Howevevegithe

MS results and the probable cleavage of CBM1 frbendatalytic modules of ApAA16 and PfAAL6A (see
above), it is not surprising that these proteinsidbhave an increased activity compared to AaAA16.

Since AjJAA16 was the most active enzyme, the reedsoluble sugars produced from PASC was followed
over 24 hours using HPAEC-PAD. The amount of shattve sugars (DP2-DP4) regularly increased over
this period, while the amount of longer native ssg®P5-DP7) increased in the first 1 to 4 hourd toen
decreased, probably due to degradation by AjAA1® simorter products. Even though the amount ofotiete
C1-oxidized products was very low, an increase B8And DP4 oxidized sugars is visible over timg\{Fe
43).

2000

1 500

500 4~
] PASC + ApAA16

PASC + AjAA16

~__ PASC + AaAAIlG6

L L L i e
3.0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35.0 40,0 45,0

Retention Time [min]

Figure 42 : HPAEC-PAD chromatograms showing soluble productegsed from 1% PASC, after a 24h reaction, usiAg&
enzymes (5 uM) and L-cysteine (1mM). The peak atiats are based on comparison with oligosacchastindards, native or
oxidized at the C1 position. The box at the rigit shows an enlargement of the C1-oxidized prodkgion.
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Figure 43 : Time course of cellulose degradation using AjAA16
A. HPAEC-PAD chromatograms showing soluble produetsegated from 0.1% PASC cellulose using AJAAL6 )
and L-cysteine (1 mM). The peak annotations aredas comparison with oligosaccharides standaatis/eor oxidized
at the C1 position. The box at the right top shawnlargement of the C1-oxidized product region.
B. Evolution over time of the HPEAC-PAD peak areas,Hative sugars (DP2-DP7) and C1-oxidized sugaP2¢DP4).
Due to the lack of standards for celloheptaose {&Ad to the difficulty to differentiate the celktaose (DP6) and

cellobionic acid (DP20x) peaks, the areas wereaoverted into product concentrations.



3.3 Redox partners

Given the low amount of oxidized products that weleased from PASC using the AA16 LPMOs with L-
cysteine, we tested several other electron domomsder to check whether they were able to incrélase
oxidizing activity of the enzymes. Among the tweb@mpounds that were tested, only three were rettab
activate AaAA16: tannic acid, pyrogallol and memend. All the others (L-cysteine, ascorbic acidppioaric
acid, sinapic acid, vanillic acid, caffeic acidriagic acid, gallic acid and 3-hydroxyanthranil@d) triggered

the activity of AaAA16 and allowed the release oluble products form PASC (Figure 44). However, the
majority of these products were native sugars, mmge of the tested reductants helped to release mor

oxidized sugars than what had been observed wiysteine.
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Figure 44 :Influence of different electron donor on the pradueleased by AaAA16.
HPAEC-PAD chromatograms showing soluble productegated from 0.1% PASC cellulose using AaAA16 (4M)
and 1mM of various reductants. Products profilEagitannic acid and pyrogallol are not shown betewery similar to the one
obtained with menadione; products profiles usinffe@aacid, syringic acid and gallic acid were veignilar to the 6 others.

3-HAA: 3-hydroxyanthranilic acid.
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3.4 Synergy assays

In our previous work, a 24h treatment of cellulosibstrates with AaAA16 showed to be beneficialter
hydrolytic activity of T. reeseicellobiohydrolase | (CBHI), with a 60% increase refeased cellobiose
compared to the condition without LPMO treatmerligffault-Chastel et al. 2019). The reason fongsa
sequential assay with washing steps, and not adkdetyvo enzymes simultaneously as in a classycedrgy
assay, is that the high quantity of native sugalesased by AA16 enzymes would make the resultediffto
interpret. A similar assay was used to test thelpewoduced AA16 enzymes, with a 24h LPMO treatment
and several washes of the released soluble sugiosyed by hydrolysis using CBHI. All AA16 enzymes
increased the amount of released sugars, with aifg¥ovement using AjJAA16, and about 25 and 30%
using PfAA16A and ApAA16 (Figure 45). This resuttosvs that the three enzymes are able to modify the
PASC substrate in a way that renders it more anmteri@abhydrolysis by CBHI, possibly by generatingm
chain ends to attack. The better performance ofAdj@ seems to be in line with the higher quantity of

oxidized products it is able to release.
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Figure 45 :Improved cellulose degradation using TrCBHI aft@retreatment with AA16 enzymes.
Reducing sugars released from 1% PASQ bseeselCBHI (1 mg/g of substrate), with or without priceatment by AA16
enzymes (10 mg/g), were quantified by DNS assayeapdessed in cellobiose equivalents. Error bgresent the standard

deviation calculated on three replicates.

3.5 Spectroscopic analysis of the active site

The configuration of the active site of AA16 enz\@neas analyzed by EPR spectroscopy. The firstdeste
enzyme was ApAAl6, which displayed a typical morcdear copper center spectrum (Figure 46, black
spectrum) confirming the presence of Cu(ll) iontire active site. The determined spin-Hamiltonian
parametersgy = 2.058,gy = 2.045,9- = 2.25; |A| = 108 MHz, |A| = 45 MHz, |A| = 495 MHz) reveal an

axial symmetry with a very slight orthorhombic digton. Theg, and |A| values are in the range of those
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obtained for all the other LPMO families (Hemswoethal., 2018), and place the copper center wighin

Type 2 Peisach—Blumberg classification (PeisachBlnchberg, 1974), typical of LPMOs.

To investigate redox properties, ApAAL16 was inceldatvith a 100-fold excess of ascorbate as a reducin
agent. No change in the EPR spectrum was visiblmib@ites after addition, and even after 20 houes th
signal was only slightly depleted (Figure 46, rgectrum), showing that the Cu(ll) was only parall
reduced to Cu(l). Comparatively, in the work ddsiag the characterization of AA15 LPMOs, the Cu(ll)
signal disappeared totally after 10 minutes of bation (Sabbadin et al., 2018). The fact that dsteris not
able to fully reduce the copper in the active sivelld be linked to the low amount of oxidized proiu

observed in the activity tests using ApAA16 andeothA16 enzymes with various electron donors.

200 250 300 350 400 450

Magnetic field (G)

Figure 46 : Continuous wave X-band EPR spectra of ApAA16 inenatecorded before (black) and 20 h after additibh00
equivalents of ascorbate (red). Spectra were redoati100 and 110K, 9.25Hz, 4 mW power and 5 G modulation amplitude.

It must be noted that the apparently difficult retlon of the copper center in the absence of satestioes
not necessarily mean that the same phenomenonsaociie presence of a substrate. Indeed, gallicveas
not able to reduce the copper center of TAAALS5ERR experiments conducted without substrate, st
able to activate the protein in activity assaysb{fain et al., 2018). The authors suggest thatay e
beneficial for the enzymes to be reduced only m hesence of substrate to avoid a loss of stabilib
explore these hypotheses, more EPR experimenevena AA16 enzymes, with and without substratelisu

as cellohexaose) and in the presence of variousti®d agents, should be conducted.
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3.6 Structural data

Interpretation of the spectroscopic data woulddm#lifated if an AA16 3D structure was availableaA16
and AjAA16, which are devoid of CBM1 module, wergbmiitted to crystallization trials. As the proteins
produced irP. pastoriswere highly glycosylated, they were first inculzhteth Endoglycosidase H, leading
to nearly full deglycosylation. Several crystaltiba screening assays were performed, allowingptaio and
mount several crystals (Figure 47), which wereeksit synchrotrons facilities. Unfortunately, so i@
protein diffraction was observed. The crystalliaatconditions are still being optimized; one opteould be

to use shorter proteins, since the ones that wested bear at their C-terminalcamyc epitope and a
polyhistidine tag causing the region to be slighdlgordered, which could impair correct crystaliaa

(Figure 48).
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Figure 47 : Examples of crystals obtained with AaAA16 (leftidafyAALG (right)
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Figure 48 : Plot of the predicted disorder in the AaAA16 sedqgen

In the absence of a three-dimensional structuréAft6 enzymes, we built a model using Phyre2 and I-
TASSER servers. PDB proteins that have the clegeasttural similarity to the AA16s are the AAL15 rimo
Thermobia domesticand several AA10 enzymes. The overall fold is atreé immunoglobulin-likep-
sandwich, typical of LPMOs. For the four proteitig strictly conserved histidines at positions d 86 (86

for PTAA16A) are found exposed at the surface, position where they could potentially coordinataper
ion (Figure 49). A conserved tyrosine at positiéd 1156 for PfAA16A) is also found in their closemity,

as it is the case in most LPMO structures solvefagowith the notable exception of chitin activéX0
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enzymes where this residue is usually a phenylaéanihe implication of two equatorial histidinesdam
axial tyrosine in the histidine brace is suppotigdhe fact that the first ligand-binding site #® firedicted by
I-TASSER is a copper binding site involving thelseee residues. The active site tyrosine is paat QFT/N-
Y-X-X-C motif, highly conserved in the AA16 family similar motif is found in AA9s, and it is knowimat
mutations of glutamine to glutamate and tyrosinghenylalanine are both detrimental to the AA9\aisti
(Harris et al., 2010; Vu et al., 2014a). Very closdhe active site is found an alanine (positi8n @& 85 in
PfAA16A) that is strictly conserved across the elad the phylogenetic tree containing the four sdd
proteins, and that is also found in a similar positn THAA15A and AA10s, with an influence on tbepper
ion axial ligand position. Finally, it can be nattthat in AaAA16, AjJAAL6, and PfAALGA, a tyrosinesidue
in position 25 is exposed on the surface; in AA2Bd AA9s, similarly positioned aromatic residues ar
involved in substrate binding (Forsberg et al.,2Q1Frandsen and Lo Leggio, 2016; Vaaje-Kolstadl.et
2017).

Figure 49 :3D structures of AA16 enzymes modeled using Phgezer (Kelley et al., 2015).
AaAA16 is shown in green, AjAA16 in pink, ApAA16 iblue and PfAA16A in orange. The residues potdgtialolved in the
binding of copper are shown as sticks; the positibtie Tyr25 residue potentially involved in sulgt interaction is circled by a
dotted line.
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4 Conclusions

Despite some recombinant production issues, treethovel AA16 enzymes produced in this work have
similar properties compared to the founding memifethe family, AaAA16, regarding degradation of
cellulose and synergy with a CBH from reesei Preliminary EPR experiments confirmed that thppey
center of AA16 enzymes had a similar geometry esadly observed in other LPMO families. Homology
models revealed a 3D structure presenting somdasiti@s with AA9, AA10 and AA15 families, espedial

concerning the residues potentially involved inm&pcoordination and substrate recognition.

Further characterization of AA16 enzymes is sétjuired to fully understand the activity of thisnidy, and
especially the very low release of C1 oxidized piaid that was observed so far. In this view, moxetural

and spectroscopic investigations would be of graatest.
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Chapitre V: Discussion générale et conclusions
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1 Discussion générale

L’objectif initial de ce projet était d’identifiersans a priori, une ou plusieurs protéines capaties
supplémenter un cocktail de référence produifipaeesepour la saccharification de biomasse prétraitée. |
pouvait s’agir de protéines n'ayant pas d’équivattans le génome de reeseipu dont I'activité était déja
présente mais peu exprimée. Les protéines d’inpén@taient appartenir aux CAZymes ou a d’autressela
d’enzymes, avec une préférence pour des protéasesnrore caractérisées, voire de fonction incariBiea

gu'’il s’agisse d’un projet exploratoire et trés etty la méthode a utiliser était en revanche bidima. Elle
s’appuyait sur I'exploration de sécrétomes de sesigiroches les unes des autres, mais générés emans d
conditions permettant potentiellement la sécrétilen répertoires enzymatiques variés et distincts Ce
compositions variées devaient entrainer des pedoces variées pour la supplémentation du cockéail d

référence, et donc permettre une étude comparative.

1.1 Exploration des sécrétomes et choix des cibles enzymatiques

1.1.1 Analyse comparative du contenu protéique des sécrétomes

Les premieres différences entre les sécrétomesupsodnt été remarquées des la mesure de leurs
concentrations en protéines (voir Table 5) : lacemtration des sécrétomes produits sur Avicel estitoup
plus faible que celle des sécrétomes produitsragtibn autoclavée de son de mais (ASM ; MB enaspl|
ou pulpe de betterave (SBP), quelle que soit lalsmuCela pourrait s’expliquer par le fait que ¢fludose
cristalline est un substrat a la composition mamsplexe que celle des deux autres inducteurssaquble
donc déclencher moins de voies de signalisationtésant a la sécrétion d'enzymes. Il s’agit adisi
substrat difficile & hydrolyser, sur lequel la es@nce des souches fongiques est potentiellementqpite ;
cela aurait donc conduit a une production de biem#&sngique plus faible que sur les autres industeat
donc a une production d’enzymes elle aussi diminBgie a cette constatation, on pouvait s'atteadeque
les sécrétomes produits sur ASM et SBP contienmeaiplus grande diversité de protéines, et enqodigr

de CAZymes ; on peut voir sur la Figure 28 quetd&esas pour toutes les souches, sauf la souckeVBR
1489, dont le sécrétome sur Avicel contient |égemnplus de CAZymes que les deux autres sécrétanes,

plus du double d’autres protéines.

La Figure 28 présentée dans le chapitre Ill pemeetisualiser la composition globale des sécrétoemes
termes de nombre de protéines différentes ideesifit de familles de protéines représentées, nasf i
difficile de rendre compte de la totalité des damgrotéomiques récoltées, étant donné leur coitél&our
aller plus loin dans I'analyse comparée des sétrétoil est possible d'utiliser d’autres outils ples, tels
gue les diagrammes de Venn. En classant les 5@dimee identifiées selon l'inducteur sur lequedglont
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été produites (Figure 50A), on remarque que 19htokeelles, soit pres de 40%, sont spécifiques d’'un
inducteur : 46 protéines sont présentes uniquentemd les sécrétomes produits sur pulpe de betterave
dans ceux produits sur son de mais, et 77 danspredxits sur Avicel. 176 protéines sont communes a
trois inducteurs, et 130 protéines sont commun@sux inducteurs seulement, ASM et SBP étant ceux qu
ont le plus de protéines en commun. Le méme tymhatgamme peut étre réalisé en prenant en congpte n
plus les inducteurs mais les souches utiliséesi(Ei§OB). Seules 37 protéines sont communes aonchss,
alors que 221 sont spécifiques d’'une seule soucaesouche qui se démarque le plus des autres est
logiquement la seule soucheéAdpergillus nige(BRFM 430), qui sécréte 73 protéines n’étant pasiyites

par les souches Aspergillus japonicusalors que celles-ci produisent chacune entret 3® gorotéines de
maniére spécifique. On remarque également qued@ipes sont communes uniguement aux quatre souches
d’Aspergillus japonicusce qui est le plus grand nombre de protéinesagées par quatre souches. Les
souches ayant le plus de protéines en commun $UFEVBI05 et BRFM 1490, avec 168 protéines communes
au total, et 33 protéines retrouvées uniquemert ensécrétomes produits par ces deux souches, Eieh

gue la représentation graphique ne soit pas ails&st possible de réaliser le méme type d'anghyse les 15
sécrétomes (voir Annexes). Cela permet par exedifentifier que seules deux protéines sont pr&sent
dans tous les sécrétomes ; il s’agit d’aprés lenmotation d’'une GH47 (alpha mannosidase putagiveé)une
GH18 (chitinase putative). Plusieurs protéines santontraire présentes dans un seul sécrétomea(i57
total), et tous les sécrétomes contiennent au moiesde ces protéines « spécifiques » : le sécedtuinen
contient le plus est celui produit par la soucheFBR1489 sur Avicel, avec 20 protéines, et celui eui

contient le moins est celui produit par la mémeckewsur SBP, avec une seule protéine.

4/7487

e

Figure 50 : Diagrammes de Venn représentant le nombre de pestéentifiées dans chaque type de sécrétomsgslaslo\.

I'inducteur sur lequel ils ont été produjtB. les souches les ayant produits.
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En plus de recenser les protéines présentes dagsielsecrétome, les résultats de I'analyse LC-MS/MS
permettent également d’avoir une indication de &wondance. La quantification absolue des protéitess

pas aisée, mais elle peut étre approchée par eggrie au PAIRrotein Abundance Indgxou a I'emPAl
(exponentially modified PA(Ishihama et al., 2005). Le PAI calcule pour alagrotéine identifiée le nombre
de peptides détectés, normalisé par le nombre ptelpe théoriquement observables aprés trypsinglgse
indice permet de comparer I'abondance des difféeeprotéines dans un méme sécrétome, ainsi que de
comparer I'abondance relative d’'une méme protéams glusieurs sécrétomes, qui ont tous été anadysés
quantités totales de protéines égales. L'emPAlndgar la relation emPAl = f8'— 1, est supposé étre
directement proportionnel a la concentration ertgmes, et permet de calculer des fractions malaie
massiques. Quelle que soit la méthode de quariificachoisie, il est préférable d'effectuer I'ansdy
protéomique sur plusieurs réplicats. Cependant datre cas, le nombre d’échantillons a analyser ééja
important, et la volonté d’avoir accés a un moyeramparer rapidement les sécrétomes entre et plug
d’entrer dans le détail de la composition de chatait assumée. Afin de limiter le codt et le terdjamalyse,

il a donc été décidé d’effectuer I'analyse sur eml £chantillon de chaque sécrétome.

La quantification a été utilisée notamment poud@dgZymes présentes dans les sécrétomes, qui sgpaetit
d’apres I'annotation réalisée a 77 familles de neslgatalytiques (GH, GT, CE, PL et AA), associgdsl
familles de CBM et a des protéines de type expansies données ont permis de réaliser des clatgifis
ascendantes hiérarchiques, sur les familles reméE® et sur les sécrétomes, aboutissantredémap
présentée eifrigure 51. La classification des sécrétomes eno@pgs fait apparaitre des similitudes entre
sécrétomes issus d’une méme souche : les troiétegws de la souche BRFM 1490 forment un groupe, et
les sécrétomes produits sur ASM et SBP par lesh@suBRFM 405 et 430 en forment deux autres. D'awutre
regroupements se font plutdt sur la base de l'tedwautilisé : les sécrétomes produits sur Avical les
souches BRFM 405, 1487 et 1489 sont ainsi rassemBl&in, les sécrétomes produits sur Avicel par la
souche BRFM 430 et sur SBP par la souche BRFM $49@trouvent dans un méme groupe, probablement
du fait de leur faible diversité de protéines idfedds, puisque ce sont les seuls a compter mainsSQd
protéines différentes (voir Figure 28). Si le ragrement des familles de CAZymes est plus difficle
interpréter du fait de leur nombre tres importamt,peut tout de méme s’intéresser au groupe camitésma
famille AA16 et d’autres familles d’enzymes sécest@&n grandes quantités par la souche BRFM 1490 sur
ASM et SBP. Ce groupe contient les familles GH1GId74, toutes les deux associées a des CBM1,qiesi
GH5_7, qui regroupent respectivement des xylanasssxyloglucanases et des mannanases. On note auss
la présence des familles GH28, CE12 et PL4_1, extur les pectines. Enfin, les LPMO de la fanfilk®
appartiennent également a ce groupe, de méme gj@azgmes de la famille AA3_2, qui contient plusseu

types d’enzymes pouvant agir comme donneurs diélestdirects ou indirects pour les LPMO.
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Figure 51 : Double classification hiérarchique des famillesaeZymes identifiées dans les s

fonction de leur abondandeéchelle des couleurs est basée sur les valeuPAdl@aprés normalisation de la
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D’autres analyses et représentations, basées suesance de certaines protéines ou leur quaiidica
seraient possibles. Cependant, les quelques argydgentées permettent déja de confirmer queeshaier
objectif du projet est rempli, puisque les cocktaihzymatiques produits présentent une importaneesité
de compositions. L'étape suivante consistait anmeii point un test permettant de comparer lesprénces
des différents sécrétomes en déterminant lesquele plus de potentiel pour 'amélioration desdements

d’hydrolyse enzymatique.

1.1.2 Tests de performances de saccharification des sécrétomes

Les conditions du test ont été soigneusement détées, afin de se rapprocher de celles envisagéesles
procédés industriels de bioconversion de la bioedigmocellulosique, tout en facilitant I'analysesd
données. Trois biomasses modeles, d’origines ebiagostions différentes, ont été choisies poue @&tide :

la paille de blé, le Miscanthus et le peuplier. Gedstrats, issus de déchets agricoles et de esiltur
energétiques dédiées, sont fréquemment envisag@sneomatieres premieres pour la production de
bioéthanol en Europe. lls ont été prétraités patosion a la vapeur en présence d’acide sulfurijlue ;
apres lavage et séchage, leur composition en sacéés déterminée par CPG aprés hydrolyse acide (vo
Tableau 7).

Tableau 7 :Conditions de prétraitement et composition des tridmasses modeles utilisées

Peuplier Miscanthus Paille de blé
Composition en % du poids sec
Rhamnose 0,3 0,4 0,2
Arabinose 0,1 0,4 0,5
Xylose 0,6 2,1 1,6
Mannose 0,2 0 0,2
Glucose total 53,3 59,4 53,9
dont glucose cellulosique 50,8 57,0 51,3
Teneur en eau (%om/m) 6,3% 5,7% 7,0%

Le cocktail cellulolytique dé&. reesedtilisé (noté K975) est issu de la souche CL84fivée en présence de
lactose. Ce cocktail a une activiigglucosidase assez faible, mais il s’agit d'un pEole bien connu des
cocktails deT. reeseiet des solutions techniques existent déja paamgédier (Ayrinhac et al., 2011). Afin
de s’assurer que les potentielles améliorationsetformances lors de la supplémentation ne soantpes

a une simple augmentation de l'activit@lucosidase, une préparation commercial@-ggucosidases @&.
niger a été ajouté en excés au cocktail K975. Ce cdcHlmiréféerence a été utilisé pour réaliser la
saccharification des trois biomasses choisies, anecconcentration en biomasse relativement élae
m/v) afin de se rapprocher de conditions réalisiegpoint de vue du procédé ou les concentrations so
supérieures a 15%, tout en gardant des concemsagiovisageables pour des tests de faibles voludmes.

dose de cocktail enzymatique assez faible a étésien(db mg/g de matiere seche), correspondant pour
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lindustrie a des conditions permettant de rédigsecodts et pour lesquelles la marge d’amélionaties
performances est élevda cinétique sur 5 jours de cette hydrolyse, pri&sesur la Figure 26, a permis de
déterminer les principaux objectifs d’amélioratfppur chacune des biomasses. Dans les conditiomsiado
le rendement final d’hydrolyse de la paille de & proche de 100%, ce qui signifie que la quaalité de

la cellulose a été transformée en monomeéres degpud’objectif dans ce cas sera donc d'accéigréaction
au début de I'hydrolyse (a 24 et 48h). Le Miscaathtle peuplier sont plus récalcitrants puisquesdas
mémes conditions ils ne sont hydrolysés qu'a 56086 au maximum ; il sera donc possible de cheraher
améliorer a la fois la cinétique initiale et le dement aprés une période plus longue (96h par dggmp

Le cocktail de référence a ensuite été supplénpntées différents sécrétomegdpergillus.Dans un souci
de simplification expérimentale, a une quantit@ file cocktail K975+SP188, des volumes égaux deuchac
des sécrétomes concentrés ont été ajoutés, contaavedt été fait pour le criblage des sécrétoragss de
la biodiversité fongique (Berrin et al., 2012). diaantité de protéines ajoutées n’est pas la ménmetdas les
échantillons, mais elle refléte les quantitésaihds de protéines sécrétées par les souches fesgiguchaque
milieu de culture. Les améliorations observéesrgedonc plus qualitatives que quantitatives, mais c

s’integre bien dans I'approche de criblage désirée.

Les essais ont initialement été réalisés en t@resijplicats, mais les biomasses utilisées étargérhgenes, il
est apparu que la variabilité des résultats étgbrtante, et qu'il serait bénéfique de raisonoeius nombre
plus important de réplicats. Afin de pouvoir muitp le nombre de réplicats sans trop augmentmgs de
manipulation et les quantités de sécretomes wggidés tests de saccharification ont donc étéamuingés en
microplagues et automatisés a l'aide d’'un robotafe@n s’inspirant d'une méthode déja développée au
laboratoire BBF de I'INRA (Navarro et al., 2010)alfallu pour cela broyer finement la biomasseéatiser
une suspension suffisamment homogéne pour pouveipipetée en microplaques, puis utiliser le rqimtr
I'ajout du cocktail de référence et des différesgsretomes. Le volume réactionnel de chaque édbardi
ainsi été divisé par dix, et chaque test comptmigwmum 7 répétitions d’'une méme condition. L'gétion

de suspension de biomasse et la diminution du vehdémctionnel ont généralement eu pour effet d’aanjer

les écart-types observés par rapport aux essaitulss, mais cette technique a permis d'effectuer
suffisamment de répétitions de chaque conditiorr powisager un traitement statistique (40 a 60icatd
pour les conditions références, 7 a 15 réplicatg phaque condition de supplémentation). Les rasult
présentés sur la Figure 27 ont ainsi été obtenusa@ulant pour chaque condition la moyennes des
pourcentages d’amélioration par rapport a la réggeet en soumettant les séries a une analysstiqted

(test de Student) afin d’identifier les différenstatistiquement significatives.
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1.1.3  Stratégies pour le choix des cibles enzymatiques

Le traitement statistique utilisé permet, pour alefjiomasse et a chaque temps de réaction, diidemnds
sécrétomes capables d’apporter une amélioratida gaccharification. Ce sont ces sécrétomes quigueu

étre utilisés pour identifier des enzymes poteletiebnt capables de supplémenter le cocktail deesei
L’analyse manuelle des protéines de fonctions inues dans certains de ces sécrétomes a mené a le
découverte d'un membre d’'une potentielle nouveaifle de LPMO, nommée par la suite AA16, comme
expliqué au chapitre lll. Etant donné le fort imppotentiel des LPMO pour les biotechnologies ietdrét

qui leur est porté depuis leur découverte, il adepent été décidé que ces enzymes feraient piadieibles
principales du projet, et au vu du temps et destsfhécessaire a leur production et a leur caraatiédn (voir
discussion plus bas), les autres cibles potergiel été laissées de cbté pour se consacrematale I'étude

des AA16. Cependant, d’autres cibles, identifiéasyme analyse méthodique des données, pourraieat f

I'objet d’une étude plus approfondie.

Un premiere approche consiste a lister les pradéphes abondantes dans les sécrétomes ayant desbonn
performances que dans les sécrétomes n'ayant gesté@pl’amélioration. Pour cela, une quantification
approximative des protéines introduites lors dsisteée saccharification a été réalisée en utilisaPl fourni

par I'analyse LC-MS/MS pour chaque protéine etdescentrations en protéines totales déterminées pou
chaque sécrétome. Les comparaisons ont ensuit@itdé pour chaque biomasse et a chaque temps de
réaction. Un seul sécrétome ayant été capable ti@eréla saccharification du peuplier (405 _ASM)n’a

pas été possible de réaliser de véritable étud@armtive pour cette biomasse ; il y a plus d’'umggantaine

de protéines plus abondantes dans ce sécrétomgagadous les autres, mais sans pouvoir les compare
celles d’'un autre sécrétome performant, il est ssge d’émettre des hypotheses sur les enzymes
potentiellement intéressantes parmi elles. Poyvaidle, trois sécrétomes en tout ont montré de bsnn
performances, dont deux dés 24h de réaction (4081 A61487 SBP) et un supplémentaire apres 48h
(430_Avi). Ces trois cocktails ont été produits fvars souches différentes, sur trois inducteuif@dints, et

ont seulement 23 protéines en commun ; aucune ptésente dans ces trois cocktails en plus grandes
guantités que dans les autres sécrétomes n’ayanamalioré I'hydrolyse. Il est donc probable que le
protéines impliqguées dans la supplémentation ditaibce T. reesene soient pas les mémes dans ces trois
sécrétomes. En revanche, les deux sécrétomes a@#d partagent plus de similarités ; quatre pres
listées dans le Tableau 8, y sont particulierenadoindantes comparé aux sécrétomes moins performants
Parmi elles se trouve une enzyme de la famille Gld6Bt les membres caractérisés sontdegucosidases

ou desu-L-galactosidases.
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Tableau 8 : Protéines plus abondantes dans les sécrétomeseaméla saccharification de la paille a 24h (40SMAet
1487 _SBP) que dans les 13 auttess protéines sont repérées par le numéro d’accesEIBI de leur orthologue dans le génome

d’'Aspergillus aculeatugui a servi a I'annotation.

N° accession NCBI Annotation / Fonction prédite
XP_020057350.1 Uroporphyrinogen decarboxylase
XP_020056446.1 GH95
XP_020055920.1 Cystéine hydrolase
XP_020054543.1 DHDPS-like (Dihydrodipicolinate dyede)

La biomasse sur laquelle l'analyse comparative $ent plus prometteuse est le Miscanthus : huit
sécrétomes, produits sur ASM et SBP, sont capaldaeseéliorer le rendement de saccharification dés 24
dont cing également apres 96h ; deux autres, psodur Avicel, ne sont actifs qu’a 96h. Comme gewas

de la paille a 48h, les sept sécrétomes ayant niegsgperformances a 96h incluent des sécrétomdsifso
sur Avicel, et n'ont que trés peu de protéines emraun (7 en tout). En revanche, la comparaison des
sécrétomes actifs des 24h révele que 10 protéomspsésentes dans ces 8 sécrétomes en quantiws pl
importantes que dans les 5 sécrétomes n’apporntaaine amélioration (voir Tableau 9). A une exceptio
pres, ces protéines sont toutes des CAZymes, ppeltentent actives sur la pectine, 'amidon et fie%,3-
glucanes (de la paroi végétale et/ou fongique)rédmarque surtout la présence dans cette liste diBte
(GH7) et d’'une EG (GH5) ; il est tout a fait probmbue ce soit leur présence en début de sacaadidin, en
plus des cellulases de reeseiqui ait eu un impact positif sur la libérationsieres.

Tableau 9 :Protéines plus abondantes dans les sécrétomeseanéla saccharification du Miscanthus a 24h (46,
405_SBP, 1487 _ASM, 1487_SBP, 1490 _ASM, 1490 SB@,ASM, 430_SBP) que dans ceux n'apportant aucuréiamation
(1487_Avi, 1489 ASM, 1489 SBP, 1489 Avi, 1490 _Au#s protéines sont repérées par le numéro NCBiudeorthologue

dans le génome Aspergillus aculeatugui a servi a I'annotation.

N° accession NCBI Annotation CAZy Fonction prédite
XP_020053500.1 GH15-CBM20 Glucoamylase
XP_020055541.1 GH7-CBM1 Probable BA>-glucan cellobiohydrolase
XP_020056433.1 GH17 Probable glucan endd-,3-glucosidase
XP_020060749.1 GH55 Hypothetical glugiat,3-glucosidase
XP_020052817.1 GH72-CBM43 B-1,3-glucanosyltransferase
XP_020060420.1 GH13 1 Alpha-amylase
XP_020060878.1 GH16 Fungal CRHL1 transglycosylase
XP_020059301.1 Lactonohydrolase
XP_020059366.1 GH5_5 Probable end@-1,4-glucanase B
XP_020058447.1 GH28 Exo-polygalacturonase
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On peut voir dans ce résultat 'une des limitatidesla méthode choisie consistant a rajouter dektaits
protéigues a une quantité constante d’enzymds deeseiaboutissant a une charge enzymatique supérieure
a celle de la référence au lieu de viser une chatgie d’enzymes (cocktail de reesei+ sécrétome) égale a
celle de la référence. Le risque était ainsi ptapdrtant d’identifier comme performants des sécné®
contenant des enzymes déja produitesTpaeesei notamment des cellulases. L'une des possibititas
contrer cet effet est de tester les performancesageharification des sécrétomes seuls (Figure 152).
comparaison des 8 sécrétomes précédemment citéblpaliolyse de Miscanthus pendant 24h, confirme e
effet que certains sont capables de dégrader pamémes une partie de la biomasse (405 _SBP, 430, ASM
430_SBP, 1490_SBP). Les autres sécrétomes, ayéaibtis capacités de dégradation lorsqu’ils stihsés
seuls mais capable d’améliorer significativementeledement de saccharification du cocktail de eéfée,
présentent donc plus d’intérét pour la recherchetiVités complémentaires a celle des cellulasés teeseli

Ces résultats pourraient donc étre combinés awecd®s autres tests de supplémentation, afin diétaie
nouvelle liste des sécrétomes les plus performahts réaliser une nouvelle comparaison pouvanitalia

une nouvelle liste de protéines cibles.

K975
m K975 + Sécretome
m Sécrétomes seuls

"2

normalisé

Rendement de saccharification

Figure 52 : Performances de saccharification de Miscanthusgit&ipar des sécrétomes seuls et en supplémenthticocktall
de référence d€. reeseila hauteur des barres représente les rendementmndersion de la cellulose obtenus apres 24h,

normalisés par rapport au rendement obtenu aveachktail de référence seul.

L’approche de comparaison « protéine par protéipeesentée plus haut, en plus d’étre fastidieuse, f
ressortir seulement des protéines isolées dontélsepce en grande quantité serait associée a tleures
performances ; or il est possible que I'absenceetd@ines protéines et/ou I'association de plusipurtéines
puissent également avoir un impact positif suralecharification. Afin d’avoir une vision plus géatr des
possibles corrélations entre les profils protéigeetes performances des sécrétomes, il seraiilpesie

réaliser une régression des moindres carrés (oassign PLS, poyrartial least squarés en s’inspirant de
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I'approche choisie dans une étude de Lehmann @CHl6) qui leur avait permis d’identifier dans desktails
deT. reesei produits dans différentes conditions, les pragidont la concentration était corrélée avec les
performances des cocktails sur canne de mais péétrindiquant qu’il pouvait s’agir d’enzymes chfees

d’améliorer ou de limiter I'hydrolyse de la biomas&udiée.

Les nombreuses données générées lors de la prepaigie du projet pourraient donc faire I'objet ku
exploration et d’'une analyse plus approfondie, &iitdes enzymes pourraient étre étudiées pairte. our
ce projet de thése cependant, comme expliqué plus tha été décidé de se consacrer plus pagieuient

a la production et a la caractérisation des enzytada famille AA16.

1.2 Production et purification des LPMO AA16

Pour pouvoir caractériser ces nouvelles enzymesdibbord été nécessaire de les produire avepuneté
satisfaisante et en quantités suffisantes. Ordinixdn de protéines AA16 intactes et actives pkte délicate
gue pour d’'autres LPMO. La premiére protéine ciBl@AA16, a été exprimée de maniére hétérologue dans
Pichia pastorisen utilisant d’abord un protocole adapté de cphéiconisé par Invitrogen, développé au
laboratoire BBF et utilisé en routine pour la protiion de tres nombreuses enzymes fongiques, notatmme
des LPMO des familles AA9 et AA14 (Bennati-Grareeal., 2015; Couturier et al., 2018; Haon et2415).
Apres une premiere production en plagues Deeprsdht a sélectionner le clone permettant la meile
expression, la protéine a été produite en fioles de volume de 200 mL, puis purifiée par chromiaplgie
d’affinité sur colonne de nickel grace a sa quealg-histidine, et enfin chargée en cuivre. Cettégroduction

a conduit & une enzyme ayant une activité de dagoedde la cellulose, qui a servi a réaliser quesgtests
d’activité préliminaires, mais lorsque d’autres gwotions ont été réalisées selon le méme protquaole
obtenir de plus grandes quantités de protéindgseel n'avaient aucune activité sur la PASC. Lequsihcage
N-terminal de ces différentes protéines produitasfieles a révélé que lhistidine N-terminale était
majoritairement clivée ou modifiée (voir paragraptvedu chapitre 111) ; il a été prouvé que le sialytiques
des LPMO est particulierement sensible aux dommaxydatifs, notamment en conditions réductricesnet
I'absence de leur substrat, et au moins une étutfgaamontré que de tels dommages pouvaient saipeod
durant leur expression hétérologue (Kadowaki etZ4l18). En parallele des cultures en fiole, un tes
production de AaAA16 en bioréacteur a été initié surnageant issu de cette culture en bioréadiatiaétif
sur PASC, mais une grande partie de I'activitééapérdue aprés que la protéine a été purifiéeiksant le
protocole standard de chromatographie d’affinitéisns métalliques immobilisés (IMAC), comme montré
sur la Figure 32. Une autre technique de purificgtia chromatographie par échange d’anion, a ébéc
testée, conduisant a une protéine purifiee acéaes avoir besoin d’étre chargée en cuivre ; krewontenu

dans le milieu de culture a en effet été suffipanir charger tous les sites actifs des protéirmesne confirmé
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par spectrométrie de masse a plasma a couplagetiind@P-MS). Par ailleurs, le séquencage N-teahae
la protéine purifiee a montré que le résidu N-teahin’était clivé que dans 10% de I'échantillon,gee

lorsqu’il était présent il s’agissait bien d’'unestidine intacte.

L’'association d’une production en bioréacteur ein@’ purification par chromatographie d’échange idiaa
donc permis I'obtention d’'une protéine intacte emmtités importantes, correctement chargée eneivr
active sur cellulose. Cependant, plusieurs phénemggstent en partie incompris, notamment le izt lg
purification par IMAC ait eu un tel impact sur ltadté de la protéine. Cette méthode n’est padua ptilisée
pour la purification des LPMO, principalement paage la présence d’'une étiquette poly-histidine est
susceptible par la suite de perturber la liaisofiahzyme a son substrat, et de compliquer les w@sctivité
en raison de son affinité pour les ions métalliqdest le cuivre (Bjglgerud; Eijsink et al., 2019) faut a ce
sujet garder a I'esprit que toutes les LPMO pragtuibrs de ce projet de these, méme lorsqu’elle®ten
purifiées par échange d’anions, restent porteugesette étiquette poly-histidine C-terminale. Lat@e
d’activité constatée ici n’est cependant pas liée grésence que cette étiquette. Elle n’est pasphes liée
au changement de pH réalisé avant la purificatibrgau contact avec de I'imidazole concentrée las d
I'élution, comme confirmé par des tests d’activig@roduisant ces conditions ; cette perte d’aéiggt donc
bien due au passage sur la colonne d’agarose gratfikel-NTA (acide nitrilotriacetique). Il seraitéressant
de voir si d’autres LPMO, d’autres familles ou qudes par d’autres groupes, subissent le méme ete
fait que la production en bioréacteur ait été plaverable a la conservation de I'histidine N-teradenque la
production en fioles est également difficile a eypér, étant donné le nombre de parametres quenaentre
ces deux types de production : la fermentation ieréacteur permet d’atteindre des densités delesllu
élevées, et d’augmenter ainsi la concentration ri¢eimes produites ; les paramétres tels que lelaH,
température et I'apport en oxygene sont par asleantrolés précisément, ce qui n'est pas le cas Ips

production en fioles.

L’'importance du contréle des conditions de fermgntaest soulignée par les résultats obtenus lertad
production en bioréacteurs des trois autres AAl&iteCproduction a été réalisée avec des équipements
différents de celui utilisé pour la production deA\16, et les paramétres utilisés pour le premi@&acteur

n’'ont pas pu étre transposés tels quels. Notamragitation et/ou le flux d’air ayant été insuffists en fin

de fermentation, la concentration de dioxygeneodisslans le milieu est descendue en dessous des 20%
généralement préconisés ; la métabolisation duanéthpar les levures a ainsi pu étre ralentie, ozaaht
notamment a des concentrations en protéines pibtedaqu’espérées. Par ailleurs, les trois progine
exprimées ont subi des clivages de leurs résidasriNinaux, ainsi que des probables modifications de
I'histidine N-terminale lorsqu’elle était préserftmir le paragraphe 3.1 du chapitre 1V). Contraiestaux
séquencages realisés sur les AaAA16 produitesol) 6u I'acide aminé modifié a pu étre identif@rone

étant probablement un résidu aspartate, les matldits subies par I'histidine n’ont cette fois asétre
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identifiées précisément, soit parce que le picespondant était confondu avec le pic d’injectiait garce
gu'’il est sorti au-dela de la fenétre d’analyse.fg@nvait s’attendre a ce que les sites catalytigoagportant
une histidine modifiée ne soient pas capables dedoaner des ions cuivre, et a ce que les prot&ioiesnt
inactives. S'il est vrai que les deux protéines AGA et Pf AA16 produisent trés peu de sucres oxyolés
remarque tout de méme que AjAAL6 a une activitePABC supérieure a celle de AaAA16, alors que cette
derniere a un site catalytique majoritairementdnt®n peut donc se demander quelle est la végitadiure

de ces modifications et quel est leur véritabledotsur le site actif. L’analyse par spectrosc&itE de la
protéine ApAA16 semble en tout cas montrer questdre actif est bien capable de fixer un ion cui¥e

avec une geométrie similaire a celle retrouvée tarie actif des autres LPMO étudiées jusqu’agme

1.3 Particularités de I'activité des AA16

Comme cela a été mis en évidence par de nombraabesiportant sur I'étude de diverses LPMO, eligog

par une revue récente (Eijsink et al., 2019), faa#@risation de ces enzymes peut se révéler pigtiement
difficile, notamment lorsqu’il s’agit d’évaluer lewactivité sur des polysaccarides complexes. L'dee
particularités des essais enzymatiques en présdeseLPMO, au-dela du choix du substrat et des
considérations habituelles (température, pH...) l@gtrise en compte de leur état de réduction etae
influence sur leur activité et leur stabilité. Ealisant des tests d’activité des AAL16 sur celkildsns
différents tampons, en présence ou non de rédsctéuwst rapidement apparu que l'activité obse it
identique en I'absence ou en présence de donn&lestdons tels que I'ascorbate ou la cystéinestae les
mémes tests ont été réalisés dans I'eau, cetréffghas été observé : trés peu de produits soldéent
détectés en I'absence de réducteur, et I'ajouttie-ci conduisait a I'activation de I'enzyme, \of@ grace a
'apparition de certains produits de dégradatione @tude plus élargie, menée dans 6 tampons diffcet
sur une large gamme de pH allant de 3,5 a 8,5d@itons différentes en tout), a révélé que cepheene

se produisait dans tous les cas, sauf lorsquadtio@ était réalisée dans I'eau (Figure 53). Bauypasse donc
comme si ces différents tampons, bien qu’ils ne pmment pas tous de composés réducteurs, étaiesnt to

capables de servir de donneur d’électrons et @jeull d’'un autre réducteur était alors superflu.
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Figure 53 : Effet de différents tampons et pH sur I'activitélde.PMO AaAA16 (2uM), en présence ou non de cystéi
Les chromatogrammes HPAEC-PAD montrent les prodhaitisbles issus de la dégradation de PASC aprésriges de
réaction ; pour chaque condition (eau ou tampanateide sodium, acétate de sodium, phosphatetdegnam, Tris, MOPS,
MES), le chromatogramme gris correspond a la camdéians cystéine, et le chromatogramme rougeeudla condition en

présence de cystéine (1 mM).

Afin d’éviter que cet effet ne perturbe les réaasiotous les tests ont été réalisés dans I'eaiuMillles
enzymes et les substrats ont été préparés et génsaains I'eau. Ces précautions ont permis d'obsées
véritables effets de I'ajout de réducteurs, et motent de différencier leurs capacités a activerAlago.
Plusieurs des petites molécules testées (acideqtemnpyrogallol, ménadione), ainsi que la cellgkio
déshydrogénase deodospora anserinan’ont pas semblé pouvoir servir de donneurs dtébas pour
AaAA16. Les composés qui en sont capables semtwastavoir la méme efficacité puisque les profis d
sucres produits sont quasiment identiques, et aneuprovoque la production de produits C1l-oxydés en
grande guantité. Les premieres expériences derspeapie RPE ayant réveélé que I'ascorbate n’aastgu
réduire entierement le cuivre du site actif d’ApAAhéme apreés plusieurs heures d’incubation, prediable
gue le méme effet soit observé avec les autrectéuhs testés. Les spectres RPE de la protéinéegptians
'eau et dans un tampon acétate de sodium (pHoBiZté compareés afin d’essayer d’expliquer le ph@mne
décrit plus haut ; la présence du tampon n’a pasgédaroitre le signal du Cu(ll), mais une modifioa de la
valeur du parametrdj, passant de 495 a 480 MHz, a été observée. Qelagit étre interprété comme
une modification de I'environnement du cuivre, maifaudrait vérifier que la différence observéd es
significative en répétant les expériences. La specbpie RPE est un bon moyen d'accéder a des
informations sur I’état de réduction du site ades LPMO ; afin de mieux comprendre I'effet despanms

et réducteurs sur ce site actif, il serait intéaessle faires de nouvelles expériences, impliqdéférents
réducteurs (potentiellement plus forts que ceur te&tés) et différentes enzymes, chargées enecaivr
non (apoenzyme vs. holoenzyme). De plus, la praoinicte protéines AA16 ne portant pas d’étiquette N-
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terminale serait utile pour vérifier qu’'une pautie signal observé ne soit pas dd a des ions ctikgs sur

la queue histidine des protéines au lieu du sité. ac

L’absence de réduction correcte du cuivre dangtdeastif serait une hypothése possible pour exglida
faible quantité de sucres oxydés observés ; ceperglle n'explique pas I'apparition massive deduits de
dégradation non-oxydés. Il est connu que les adlisaccharides oxydés en C4 sont instables edlitoams
alcalines ; l'unité glucose oxydée peut en effe¢ &ivée en partie lors du passage dans les cetode
chromatographie, ce qui conduit a 'observatiorps important de produits non-oxydés (Westerera]. et
2016). Il serait donc possible que les AA16 étusleient une activité d’oxydation en C4 expliquaat Iprofil
inhabituel. Cependant, aucune trace de pics danédgons caractéristiques des produits C4 ou Ci/&édté
observée sur les chromatogrammes HPAEC-PAD, mémsgue la méthode d’'arrét de la réaction a été
modifiée pour passer de I'ébullition a I'ajout drude et a la filtration, afin d’éviter la dégradatid’éventuels
produits oxydés en C4, qui sont également sensiibbedrautes températures. L'analyse par spectraanukr
masse n’'a pas non plus détecté la présence deifgrogudés autres qu’en C1. Ces deux méthodesanti

les plus utilisées et celles qui donnent le plusfdfmations sur la nature des produits, ont cepenhd
'inconvénient de n’identifier que les sucres stdsissus de l'activité des LPMO ; les produitsrayan degré

de polymérisation supérieur a 8 ne sont donc pasalisés. Afin de compléter la vision que nous avia
l'activité des AA16, et de détecter la présencepdaduits oxydés restés en phase solide ou ayant été
réadsorbés, il serait donc intéressant d’utiliser tdéchniques permettant de caractériser la pastiduble du
substrat. Plusieurs méthodes ont été développéessagasens ces dernieres années (Eibinger e0a#; 2
Vuong et al., 2017; Wang et al., 2018b).

La production importante de sucres natifs poumagsi étre simplement due a une activité hydrolgqsie,
expliquerait également la présence de traces diujsonatifs en I'absence de réducteur (voir Figieet
Figure 38 par exemple) ; I'ajout d’'un réducteurrpettrait alors de déclencher une faible activité® qui
serait tout de méme suffisante pour agir en syaeagec I'hydrolase et augmenter de facon speciaelda
guantité de sucres natifs libérés, tandis que leses oxydés resteraient minoritaires. Cette hygssh
permettrait également d’expliquer pourquoi les AAbGt capables de dégrader le cellohexaose, sahsi e

de sucres oxydés détectables (voir Figure 35)inkigt al. (2019) ont suggéré que les préparatiensPMO
pourraient frequemment étre contaminées par laeepoésde glycosyl-hydrolases tels que les cellulagés
changeraient le profil des produits observés. Cpesit-étre le cas pour les protéines exprimées chez
Trichoderma reesgiAspergillus niger ou d’autres hétes fongiques connus pour expridesr cellulases ;
cependant, dans le cas d’'une productiorPpeia pastoristrés peu de protéines de I'hdte sont sécrétées da
le surnageant de culture — 20 en tout en présemggudose, dont quelques endo-f;8lucanases mais pas
de cellulases (Mattanovich et al., 2009). Par@ifiele systeme d'expression hétérologue de pes€ines.

pastoris a déja été largement utilisé au laboratoire BBErparoduire des LPMO et autres CAZymes
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recombinantes. Ainsi, si des cellulases étaientesées paP. pastorisdans les conditions utilisées, cette
activité indésirable aurait probablement contama® autres productions réalisées ; le fait queacers
protéines produites au laboratoire ne montrent@eiagtivité sur certains substrats cellulosiquesiroe par
exemple les AA14 (Couturier et al., 2018), démontre ce n'est pas le cas. De plus, pour que aeititéa
contaminante se retrouve dans toutes les fractioh&16 produites et testées, il faudrait que latpnoe
correspondante ait un comportement physico-chimgjtetement identique a celui des LPMO ; plusieurs
techniques de purification différentes ayant éséées, cela parait tres peu probable. Afin de powéoifier

les hypothéses émises quant a l'origine de cetiitante production de sucres natifs, il seraitsiids
d’effectuer des tests en conditions anaérobiesvéldable activité LPMO sera inhibée par I'absence
d’oxygeéne, et rétablie en présence de peroxydedddgene, tandis qu’une potentielle activité hydselaera

maintenue malgré I'absence d’oxygéne.

Bien que de nombreuses questions se posent enadracsivité des AAL6, il n’en reste pas moins deer
activité de production de sucres C1-oxidés a paeticellulose a été établie. La présence de modaléaison

a la cellulose dans un des sous-groupes de laédaidse penser qu'il s’agit de I'un des substrattsirels de

ces enzymes. Cependant, elles pourraient potemietit avoir une spécificité de substrat beaucaugplptge,
comme c’est le cas pour les AA9. D’autres substatte testés, sans qu’aucune activité ne statee :
B-1,3/1,4-glucane d’orge, glucomannane de konjalmhexaose ; beaucoup n’ont pas été testés, comme la
chitine, 'amidon, le xylane ou le xyloglucane. Dasbstrats plus complexes associant plusieurs types
polysaccharides pourraient également étre envispgésjue certaines LPMO sont par exemple activekes

xylane uniquement lorsqu’il est associé a la ceflal(Couturier et al., 2018; Frommhagen et al.5201

L’activité sur la cellulose a également été condienpar le fait que les AA16 testées sont capalelesatlifier

la cellulose, amorphe ou cristalline, de manieeanéliorer sa dégradation par la CBHIereeseiFigure

37 et Figure 45). Ces tests ont été réalisés artesfdoses de LPMO, celle-ci ayant un rapport 20et la
CBHI. Dans l'optique d’une utilisation dans des q@dées biotechnologiques, il faudrait donc réussir a
diminuer largement cette dose ; on pourrait imagynparvenir si des conditions permettant aux AAES
produire plus de produits oxydés étaient déternsind®ar ailleurs, pour s’approcher de conditions
d’utilisations réelles, il faudrait idéalement geette synergie soit effective lorsque les deux eresysont
utilisées au sein d’'un méme cocktail. Lors de tpggiminaires, I'ajout d’AaAA16 simultanément ad&8HI,
toujours dans un rapport 10 :1, a mené a une diloimde la quantité de cellobiose libéré. Cet gifmirrait
étre di a un exces de LPMO : celles-ci restant ibil@® une fois fixées au substrat, pendant plusieur
secondes voire minutes (Eibinger et al., 2017&sdgllourraient géner I'acces des cellobiohydrolaselies
sont présentes en trop grandes quantités. Une wliminde leur concentration serait donc encore faise
souhaitable. Plusieurs études ont montré I'effeefiue de LPMO C1-spécifiques sur I'action des CBeél

Trichoderma reesest Trichoderma longibrachiatunHarris et al., 2010; Langston et al., 2011; Setigl.,
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2015; Song et al., 2018), mais il a également &éathtré que dans certaines conditions leur prégano&it
inhiber les CBH1, et au contraire améliorer I'atévdes CBHII (Zhou et al., 2019). Nous avons vadekter
cette hypothése, mais dans les conditions utilipéas nos tests (ajout séquentiel d’AA16 pendatht 24is
CBHI sur cellulose amorphe, dans un ratio 10:1¢uae des AA16 n'a été capable d’améliorer I'acfivdie

la CBHII deT. reeseiou d’'un cocktail complet. D’autres tests seramanécessaires pour déterminer s'il
existe des conditions dans lesquelles I'ajout d’8/&lun impact positif sur la dégradation de lautedie. En
effet, de maniere générale, I'effet des LPMO saxtivité des CBH semble largement dépendre destammsl

du test utilisé (ajout séquentiel ou simultané, gend’incubation, ratio des enzymes), ainsi que des
caractéristiques du substrat choisi et des CBH@&tgdpuisque les CBHI sont plus actives que ledIC&ur

les parties cristallines de la cellulose, et ge'®Bont strictement processives alors que les C&HiEplacent

aussi par des mouvements de diffusion (Eibingat.e2014; Zhou et al., 2019).

2 Conclusions et perspectives

Ce projet de these se proposait d’explorer lets@mies de plusieurs souches du geéxseergilluset d'y
identifier des enzymes d’intérét pour la saccheaation de biomasse lignocellulosique. L'utilisatidiune
analyse protéomique complete et d'une méthode ilkage des performances de saccharification a germi
I'obtention de nombreuses données, qui n'ont patkesoété exploitées et pourront faire I'objet d'étede
plus approfondie dans le futur.

Suite a l'identification de protéines appartenaning nouvelle famille de LPMO, la suite des travaugté
focalisée sur la production et la caractérisatierces cibles, permettant ainsi de démontrer |etixitgcsur
les substrats cellulosiques, et leur intérét pamélioration des performances des cellulase3.deesei
Cependant, toutes les protéines produites appaéigra un méme sous-groupe de la famille. Il selait
intéressant de caractériser des enzymes appartembattres sous-groupes, ayant potentiellemenitiéa
spécificités de substrats ; les protéines portansysteme d’ancrage GPI les maintenant liées aiai p
fongique pourraient notamment avoir un réle biclpg différent. Par ailleurs, bien que les strucure
tridimensionnelles de certaines AA16 aient été riisélés et révéelent certains points communs avadrd'a
familles de LPMO actives sur la cellulose, il estpératif d’obtenir des informations structurales

expérimentales pour mieux comprendre les partitétade cette nouvelle famille.

Afin de poursuivre les travaux initiés dans ce @raj serait également bénéfique d’envisager talpction
recombinante des AA16 dans un autre hoteRjcleia pastoris|l est possible que la méthylation de I'histidine
N-terminale, probablement impliquée dans sa prateciontre les dommages oxydatifs, puisse avoioenc
plus d’'importance pour les AA16 que pour d'autramifles ; leur production cheR. pastoris qui est

incapable de faire cette modification post-trachratielle, pourrait alors étre délétére pour leuvaét Une
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production dans un hote capable d’assurer la magibylde I'histidine, comme par exemplspergillus niger
pourrait étre mieux adaptée. On peut aussi envisageexpression dafisichoderma reesebi le bénéfice
d'une ou plusieurs enzymes pour I'amélioration desaccharification est avéré, I'objectif sera efetef
d'intégrer le gene correspondant dans le génonie deeseiafin de produire I'enzyme conjointement avec

le cocktail natif et de diminuer ainsi les ca(ts

Si les tests réalisés ont permis d’observer unergy@mdes AA16 avec 'une des CBH Tiechoderma reesei
sur cellulose pure, aucune synergie n'a pour Einsété observée avec le cocktail entier, ni sarsdbstrats
plus complexes. Il serait donc intéressant de siaén améliorant les conditions de production dAd® et
apres avoir déterminé les bonnes conditions dditomement de ces enzymes (choix du donneur d'étect
ratio entres les LPMO et les cellulases etc.),stl possible d’observer un apport des AA16 pour la
saccharification de biomasse prétraitée telle gudiscanthus. Cela permettrait d’envisager desiegimns

pour la production industrielle de bioéthanol oaudies produits issus de biomasse lignocellulosique
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Annexe 1: Séquences utilisées pour la production de protéines recombinantes
d’grrigﬁ]nelsgela Identifiant Séquence du Séquence de la protéine
b Genbank peptide signal (seules les parties entre crochets ont été expsimé
séquence
Aspergillus | XP_020060743.1 MKQTGSILAL| [HGFVTSPQPRMPGSAMEKACGQQVYNNQEAD
aculeatus AGLVSMANA | NYGNIQGELQIASGQSDYDAEACDIWLCKGYKY
ATCC 16872 ADNTANVQSYKPGEVIDFTVDIRAPHTGTANVS
VVDTATNTMLSQPLIYWSVYASTATGVTANETS
FSVTMPTDLGDKCNEAGACVLQWWWDARSIDQ
TYESCVDFTLSESSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS
AAAAVATSAASSSTSSAAETTTAASAAVTSPAA
ANNIAPVSSSGPTTLATSVKQTATAAAVSSATST
SVSLPTDGTAEEQLTWVASVFKALLNYAN
Aspergillus Génome non | MKQAGSILAL | [HGFVTSPQARMPGSAMEKACGQQVYNNQEAD
japonicus publié AGLVSLAQG | NYGNVQGELQIASGQSDYDADACDIWLCKGYK
BRFM 405 YADNKDNVYSYKAGETVDFTVDIRAPHTGTAN
VSVVDTASNTVIGSPLIYWSVYASTSTGVTANET
SFSVTIPDDLGDKCTEGGACVLQWWWNAASID
QTYESCIDFTVGGSGSSSYSSSSSSSSSAAASQQ
TTTTAAAAAVTTPSTANNVAPASSSVPTTLATSV
KQSATVAPVAASSAAAAASSSGVSIPTDGTAEEQ
LTWVASLLKALLKYAN
Aureobasidium| KEQ78697.1 MKYTTTALAYV | [HGFLSSPKARMPGTTFQAACGQQVYYNQAGDN
pullulans AGMAATVRG | YGNIQGELQVAKTQTDYKAAECDVWLCKGFKY
EXF-150 EDNKDLVQTYTPGQKVPITFDIRAPHTGTANVSI
VDTTTNTIIGAPLISWDVYASTASSIPANETSFDIT
IPEDLGSKCSTAGACVIQHWWDSREVDQTYESCI
DFTVSGSGSGAAPASSKAASSKPASSAVASSSA/
PVVSSSAAPVTTNVAKVTSSSSVVAKAPVTSTKA
AASSVKPTTMATVVKSSSAAPASSGSASGTVAA
YGQCGGKSYTGATQCASGYTCKVQNDYYSQCI
AGSAKV]
Pestalotiopsis | XP_007832240.1] MKYAITFGAA| [HGMIKTPTPRSAGTAMSSACGSQIYNMMSSDSY,
fici VAPMVAA GNIQGETQLIGSDFTDECNLWQCKGMQYSDNTA
W106-1 NVQSYSTGDVVDITYDIRAPHTGTANVSIVDTAS

NTIGDVLAYWSVFASNSQASAANETSFSITIPDL

GGKCTTGGECVIQHYWDSQSAGQTYESCIDFTV
GGSSSGSSGSASTTTAAATSAAAATSQVATTSQA
ATSVVAVSSTKSVVSAAATSSAAAETGDDDEDD

SCDADDDDEAEDAGDDEDDDSCDADDEDDEPV
ASSAPASSAAPTTLVTRTSTAAAQATSAASSGSS
SGSVALYGQCGGINYSGSTTCASGTCTVMNDYY

SQCV]
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Annexe 2 : Analyse de Venn des 15 sécrétomes
Nb de Nb de Nb de Nb de
sécrétomes | Nom des sécrétomes pr%t;r;es sécrétomes | Nom des sécrétomes prc;t::}r;es
dans le grp l'intersection dans le grp l'intersection

1185 1485, S 1450 ASM 1450 AW 1487_ASM 1487 Avi 1467_SBP 1489 ASM

15 o e A ASM 2 10 1489 Avi 1490 ASM 1490_Avi 405 ASM 405_Avi 2
430 Avi 430 SBP 405_SBP

14 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 1 10 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1
PR -~ — - 405_Avi 405_SBP
1155 vt 149 RGM 1450-Ag 1400, SBR" 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489 Avi

14 S o A 2 10 405_ASM 405_Avi 405_SEP 430_ASM 430_Avi 1
R = - . 430_SBP
1487 _ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM 1487 ASM 1487_SBP 1489_ASM 1489_SBP

13 1489 Avi 1489_SBP 1490 _ASM 1490_Avi 1 10 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1
1490 SBP 405 ASM 405 Avi 405 SEP 430 ASM 405 _Avi 405 SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_ASM 1487 _Avi 1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP

13 1489 SBP 1490 _ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 10 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 430_Avi 1
405 ASM 405 _Avi 405 _SBP 430 ASM 430 SBP 430 _SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_ASM 1487 _Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi

13 1489 Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 10 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 2
405_ASM 405 Avi 405 SBP 430 ASM 430 SBP 430 _SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM 1487 _Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490 _Avi

13 1489 Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 10 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 1
405 ASM 405 Avi 405 _SBP 430 ASM 430 Avi 430 Avi
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489 Avi 1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_ASM

13 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1 10 1489_SBP 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1
405 Avi 405 SBP 430 ASM 430 Avi 430 SBP 405 ASM 405_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM 1487 ASM 1487 _SBP 1489_ASM 1489_Avi

13 1489 Avi 1489_SBP 1490 ASM 1490_Avi 1 10 1489_SBP 1490 _ASM 1490_SBP 405_ASM 1
1490 SBP 405 ASM 430 ASM 430 Avi 430_SBP 405_SBP 430 ASM
1487 ASM 1487 _Avi 1487 _SBP 1489_ASM 1487 ASM 1487_SBP 1489_ASM 1489_Avi

12 1489 Avi 1489_SBP 1490 _ASM 1490_Avi 2 10 1489_SBP 1490 _ASM 405 ASM 405_SBP 1
1490 SBP 405 ASM 405 _Avi 405 SBP 430 ASM 430_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_ASM 1487 ASM 1487 _SBP 1489 ASM 1490_ASM

12 1489 Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 10 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 1
405_ASM 405 Avi 405 SBP 430 SBP 430 ASM 430 SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_Avi 1487_SBP 1489_SBP 1490_ASM 1490_Avi

12 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 2 10 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 430_ASM 430_Avi 1
405_Avi 405 SBP 430 _ASM 430 SBP 430 _SBP
1487_ASM 1487 _Avi 1489_ASM 1489_Avi 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi

12 1489 SBP 1490 _ASM 1490_Avi 1490 SBP 1 9 1489_SBP 1490 _SBP 405_ASM 405_Avi 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 430 ASM 405_SBP
1487 _Avi 1489 _ASM 1489_Avi 1490_ASM 1487 _ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_Avi

12 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 1 9 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 1
430 ASM 430 Avi 430 SBP 405 SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM )

12 1489 SBP 1490 ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 9 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1490_ASM 1
o En 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_ASM 1487 _ASM 1487_SBP 1489_ASM 1489_Avi

11 1489 Avi 1489_SBP 1490 ASM 1490_SBP 1 9 1489_SBP 1490 _SBP 405_ASM 405_Avi 1
405_ASM 405 Avi 405 _SBP 405_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM )

11 1489 Avi 1489 SBP 1490 Avi 1490_SBP 1 9 1487_ASM 1487_SBP 1489_Avi 1490_ASM 1
PR AN vt 1490_Avi 1490_SBP 405 ASM 405_Avi 405_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM .

11 1489 Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490 SBP 1 9 ﬂgg—ggg’jgg%é;"’;gggg—.'“s’\" 1490_Avi 1
405 ASM 405 Avi 405_SBP — — _Avi 405_SBP 430_ASM
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1489_ASM ) ) .

11 1489 Avi 1490_SBP 405 ASM 405_Avi 405_SBP 1 9 1487_Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1
e R L 405 — — 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487_SBP 1490_ASM _

11 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 1 9 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 2
PR Sl 405_Avi 405_SBP 430_ASM 430_Avi 430_SBP
1487 ASM 1487 _SBP 1490_ASM 1490_Avi 1487 _ASM 1489_ASM 1490_ASM 1490_Avi

11 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 1 9 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 430_ASM 1
430 Avi 430 SBP 430 SBP
1487 ASM 1487 Avi 1489_ASM 1489_SBP 1487 _Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi

11 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1 9 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 430_ASM 1
405_Avi 405_SBP 430 _ASM 430 _SBP
1487_ASM 1487 _Avi 1487_SBP 1489_ASM . _

11 1489 Avi 1489_SBP 1490 ASM 1490_Avi 1 8 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi 1
e e o e Ao - 1490_ASM 405_ASM 405_Avi 405_SBP
1487 ASM 1487 _Avi 1487 _SBP 1489_ASM . _

11 1489 Avi 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1 8 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi 1
e o a0 At 4se %o 1490_Avi 405_ASM 405_Avi 405_SBP
1487 ASM 1487 Avi 1487 _SBP 1489_ASM ) )

11 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1 8 1487_ASM 1487_Avi 1489_Avi 1490_ASM 1
ro e N 2 — 1490_Avi 405_ASM 405_Avi 405_SBP
1487 _Avi 1487 _SBP 1489_Avi 1490_ASM . )

11 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 430 ASM 1 8 1487_ASM 1487_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1
e T o0 . — - 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP
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Nb de Nb de prot. Nb de Nb de prot.
sécrétomes | Nom des sécrétomes dans sécrétomes | Nom des sécrétomes dans
dans le grp l'intersection | dans le grp l'intersection

10 | 19867Avi 1480 SAP 1490 SEP 405 ASM ) g | 1487_ASM 1489 Avi 1490 ASM 1490 Av .
405_Zvi 405_ST3P - - 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP

10 | 19867Avi 1490 KoM 1490_S6P 405, ASM ) g | M487AVI1489 AVi1490 ASM 1490 Avi 6
405 Avi 405 SBP - - 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP

8 1487 Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1 6 1489_Avi 1490 ASM 1490 _Avi 1490 _SBP 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_Avi 405_ASM 405_Avi

8 1487_Avi 1490 _ASM 1490 _Avi 1490 _SBP 1 6 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489 _ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_SBP 1490_ASM 405_ASM

8 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 6 1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 1489_Avi 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 1489 _SBP 405_ASM

8 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1 6 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_SBP 1
405_Avi 405_SBP 430_ASM 430_SBP 430_ASM 430_SBP

8 1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 1489_SBP 1 6 1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi 1490_Avi 405_Avi 1
1490_Avi 1490 SBP 405 _ASM 405_SBP 430_SBP

8 1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 1489_Avi 1 6 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489_ASM 1
1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 1489_Avi 1489_SBP

8 1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 1490_ASM 2 6 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489_ASM 1
1490_Avi 1490 SBP 405 _ASM 405_SBP 1489_Avi 1490_SBP

8 1487_ASM 1489_ASM 1490_ASM 1490_SBP 1 6 1487_SBP 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1
405_ASM 405_SBP 430_ASM 430_SBP 430_ASM 430_SBP
1487_ASM 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP . .

8 405 ASM 405_SBP 430_ASM 430_SBP 1 5 1487_ASM 1487_Avi 405_ASM 405_Avi 405_SBP 1
1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489 _ASM . .

8 1489 Avi 1490 ASM 405_ASM 405_Avi 1 5 1487_Avi 1490_ASM 405_ASM 405_Avi 405_SBP 1

8 1487 _ASM 1487_Avi 1489 Avi 1490 ASM 1 5 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 3
1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP
1487_Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi . .

8 1490_SBP 405_ASM 405_ Avi 430 ASM 1 5 1490_ASM 1490_Avi 405_ASM 405_Avi 405_SBP 1

8 1487_Avi 1487_SBP 1489_ASM 1489_Avi 1 5 1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 405_ASM 1
1489_SBP 1490_ASM 1490_Avi 405_ASM 405_SBP

7 1487_ASM 1487_Avi 1489_Avi 1490_ASM 1 5 1487_ASM 1487_SBP 1490_SBP 405_ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 405_SBP

7 1487_ASM 1487_Avi 1490_ASM 1490_SBP 1 5 1487_ASM 1489_ASM 1490_ASM 405_ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 405_SBP

7 1487_ASM 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 5 1487_ASM 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 405_SBP

7 1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1 5 1487_ASM 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 1
405_Avi 405 SBP 430 _SBP 430 _SBP

7 1487_SBP 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1 5 1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1
405_Avi 405_SBP 430_ASM 405_SBP

. 1487_Avi 1489 _ASM 1489_Avi 1490_ASM 1 s 1487_Avi 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 405_SBP

. 1487 Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_SBP 1 s 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM s
405_ASM 405_Avi 405_SBP 405_SBP

7 1487_Avi 1489_Avi 1490_Avi 1490_SBP 1 5 1490_SBP 405_ASM 405_SBP 430_ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_SBP

7 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 405_Avi 1 5 1487_ASM 1489_Avi 1490_ASM 405_ASM 1
405_SBP 430_ASM 430_SBP 405 _Avi

7 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 1 5 1487_ASM 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1
405_SBP 430_ASM 430_SBP 405 _Avi
1487 Avi 1489 _ASM 1489 Avi 1490 _ASM } ) )

7 1490 Avi 405 ASM 405 _Avi 1 5 1487_Avi 1489_ASM 1489_Avi 405_ASM 405_Avi 1
1490 _ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_Avi ) ) ) )

7 405_SBP 430 ASM 430 SBP 1 5 1487_Avi 1489_Avi 1490_Avi 405_ASM 405_Avi 1

7 1487_ASM 1487_SBP 1489_SBP 1490_ASM 1 5 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi 1
1490_Avi 1490_SBP 430_SBP 405_ASM

6 1487_ASM 1487_SBP 1490_ASM 405_ASM 1 5 1487_ASM 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1
405_Avi 405_SBP 405_ASM

6 1487_ASM 1487_SBP 1490_Avi 405_ASM 1 5 1490_ASM 1490_SBP 405_SBP 430_ASM 1
405_Avi 405_SBP 430_SBP

6 1487_ASM 1487_Avi 1489_Avi 405_ASM 405_Avi 1 5 1487_ASM 1487_SBP 1489_Avi 1490_SBP 1
405_SBP 405_Avi

6 1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1 5 1487_ASM 1487_Avi 1489_ASM 1489_Avi 1
405_Avi 405_SBP 405_Avi

6 igg%’g"’,‘ 1489_Avi 1490_ASM 405_ASM 405_Avi 2 5 1487 ASM 405_Avi 430_ASM 430_Avi 430_SBP 1

6 1489_Avi 1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 1 s 1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1489 _Avi 1
405_Avi 405_SBP 1490_ASM

6 1489_Avi 405_ASM 405_Avi 405_SBP 430_ASM 1 5 1487_ASM 1487_SBP 1490_SBP 430_ASM 1
430_SBP 430_SBP

6 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM 2 5 1487_ASM 1487_Avi 1489_Avi 1490_Avi 1
405_Avi 405_SBP 1490_SBP

6 1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 1490_ASM 1 5 1487_ASM 1489_ASM 1490_ASM 1490_Avi 1
405_ASM 405_SBP 1490_SBP

6 1487_ASM 1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP 2 5 1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi 1490_ASM 1
405_ASM 405_SBP 1490_Avi

112



Nb de Nb de prot. Nb de Nb de prot.
sécrétomes | Nom des sécrétomes dans sécrétomes | Nom des sécrétomes dans
dans le grp l'intersection | dans le grp l'intersection

6 1487_ASM 1487_SBP 1490_SBP 405_ASM 1 5 1487_Avi 1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1
405_SBP 430_SBP 1490_SBP

6 1487_ASM 1490 ASM 1490_Avi 1490 _SBP 1 5 1487_Avi 1490_ASM 1490 _Avi 1490 _SBP 1
405_ASM 405_SBP 430_ASM

6 1487 _SBP 1490_ASM 1490_Avi 1490 SBP 5 5 1490_ASM 1490_SBP 430_ASM 430_Avi 5
405_ASM 405_SBP 430_SBP

6 1487_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1 4 1489 _Avi 405_ASM 405_Avi 405_SBP 2

405_ASM 405_SBP

1487 _Avi 1487_SBP 1489_ASM 1489_Avi
405 ASM 405 Avi

=

1490_ASM 405_ASM 405_Avi 405_SBP

1490_SBP 405_ASM 405_Avi 405_SBP

1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP

1487_ASM 1487_SBP 405_ASM 405_SBP

1490_ASM 1490_SBP 430_ASM

1487_SBP 1490_Avi 405_ASM 405_SBP

1490_ASM 430_ASM 430_SBP

1490_ASM 1490_SBP 405_ASM 405_SBP

430_ASM 430_Avi 430_SBP

1487_ASM 1489_Avi 405_ASM 405_Avi

405_ASM 405_SBP

1487_Avi 1489_Avi 405_ASM 405_Avi

1487_ASM 405_ASM

1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 405_ASM

1487_SBP 405_ASM

1487_ASM 1489_ASM 1489_Avi 405_ASM

1489_Avi 405_ASM

1487_SBP 1489_SBP 1490_ASM 405_ASM

1490_ASM 405_ASM

1489 ASM 1489 Avi 1490 ASM 405_ASM

405_Avi 405_SBP

1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_ASM

1487_SBP 405_SBP

1487 Avi 1487_SBP 1489_Avi 405_SBP

1487 _ASM 405_Avi

1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP 405_SBP

1489_Avi 405_Avi

1487_SBP 1490_ASM 405_SBP 430_ASM

1490_SBP 405_Avi

1490 ASM 1490 Avi 1490 SBP 405_SBP

1487_ASM 1487_SBP

1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 405_Avi

1487_ASM 1487_Avi

1490_SBP 405_Avi 430_ASM 430_SBP

1487_ASM 1489_ASM

1487 _ASM 1487 SBP 1490_Avi 430_SBP

1487_ASM 1490_ASM

1487_ASM 1489_ASM 1489_Avi 1489_SBP

1487_ASM 1490_SBP

1487_ASM 1489_ASM 430_ASM 430_SBP

1487_ASM 430_SBP

1487_ASM 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP

1487_SBP 1489_SBP

NP |IN|P|IP[W[WIN|W|R|RP[NDNO[AO|RP|W|IN|[N[(R|PO] -

1487_SBP 1489_SBP 430_ASM 430_SBP 1487_Avi 1489_Avi 13
1487_SBP 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1487_Avi 1490_SBP 1
1489_Avi 1490_ASM 1490_Avi 1490_SBP 1489 _ASM 1490_Avi 1
1490_SBP 430_ASM 430_Avi 430_SBP 1489_Avi 1490_ASM 1
405_ASM 405_Avi 405_SBP 1489_Avi 1490_Avi 1
1487_ASM 405_ASM 405_SBP 1489 _Avi 430_SBP 1
1490_ASM 405_ASM 405_SBP 1489_Avi 430_Avi 1
1490_SBP 405_ASM 405_SBP 1490_ASM 1490_SBP 3
1489_Avi 405_ASM 405_Avi 1490_ASM 1490_Avi 2
1490_ASM 405_ASM 405_Avi 1490_ASM 430_ASM 1
1487_ASM 1487_Avi 405_ASM 1490_Avi 1490_SBP 2
1487_ASM 1489_ASM 405_ASM 1490_SBP 430_ASM 1
1487_ASM 1489_Avi 405_ASM 1490_SBP 430_SBP 1
1487_Avi 1490_ASM 405_ASM 430_ASM 430_SBP 31
1489_ASM 1489_Avi 405_ASM 430_ASM 430_Avi 1
1490_ASM 1490_SBP 405_SBP 405_ASM 20
1490_Avi 1490_SBP 405_SBP 405_SBP 6
1487_Avi 1489_Avi 405_Avi 405_Avi 8
1487_Avi 1490_Avi 405_Avi 1487_ASM 18
1487_ASM 1487_Avi 1487_SBP 1487_SBP 3
1487_ASM 1487_SBP 1489_ASM 1487_Avi 5
1487_ASM 1487_SBP 1489_Avi 1489 _ASM 5
1487_ASM 1487_SBP 1490_SBP 1489_SBP 1
1487_ASM 1487_Avi 1489_Avi 1489_Avi 34
1487_ASM 1490 _ASM 1490_SBP 1490_ASM 4
1487_Avi 1487_SBP 1489_Avi 1490_SBP 14
1487_SBP 1489_Avi 1490_Avi 1490_Avi 5
1487_SBP 1490_ASM 1490_SBP 430_ASM 12
1487_Avi 1489_Avi 1490_Avi 430_SBP 18
1487_Avi 1490_ASM 1490_Avi 430_Avi 4

RPlRPr|IP|IP|IP[PI[RP[(RP|IP|IRP|IRP|IRP[RPIRP[RPININ[I[NINININININININININININININININININININDINININININININDINDININ|W|[Ww[w|[w|

W W W[ W[ W[W| W W[ W[W[W|W|W[W[W|W|W|W[([WwW[WwW|W|WwW|Ww[ww|Ww|w|[h~[r|r|A|R[(r(r|p|D|R[r(rD|R|R[(r|dp|D]RR[r|dID|Pd[+ o

1489_ASM 1490_ASM 1490_SBP

I I I B e I e B I e I e B (e I I I N e B Il N e I N e N N N e e e e R e e N N L A e R N R N R Y R R R
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Abstract

Lignocellulosic biomass is considered as a promising alternative to fossil resources. This abundant and renewable
feedstock, derived from plant cell wall, is composed of polysaccharides and aromatic polymers linked together to
form a highly resistant structure. Its transformation into bioethanol or other products requires the degradation of
polysaccharides into fermentable sugars, using enzymes such as cellulases, hemicellulases and lytic polysaccharide
monooxygenases (LPMOs). These enzymes are secreted by biomass-degrading microorganisms, such as bacteria and
filamentous fungi. The most commonly used is Trichoderma reesei, a fungal species that is known for its efficient
secretion of cellulases, but has a low diversity of other enzymes. Enzymatic hydrolysis is still a bottleneck for the
cost-effective utilization of lignocellulosic biomass, and needs to be optimized. Providing activities that are missing
in T. reesei using enzymes produced by other fungal organisms is a promising approach, which has been

implemented during this PhD project.

Using a proteomic approach, different Aspergillus strains were studied in order to find enzymatic activities that
could improve the hydrolysis of pretreated biomass. For this purpose, 5 strains were grown on 3 inducers, and the
protein content of these different secretomes was determined by mass spectrometry. The secretomes were then
tested for their ability to improve hydrolysis yields by supplementing a T. reesei cocktail. Analysis of the protein
content of some of the best-performing secretomes revealed the presence of a protein belonging to a putative
family of LPMO. Several proteins of this family were recombinantly produced and tested on different substrates in
the presence of redox partners. Oxidative cleavage of cellulose was demonstrated, leading to the creation of a new
LPMO family, called AA16. The pretreatment of cellulosic substrates by AA16 LPMOs resulted in a significant
improvement of their hydrolysis by a cellulase from T. reesei, demonstrating their potential interest for

biotechnological applications in biorefineries.
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Résumé

L’'une des alternatives envisagées pour remplacer les ressources fossiles est utilisation de biomasse
lignocellulosique. Cette ressource abondante et renouvelable, issue de la paroi des végétaux, est composée de
polysaccharides et de polymeéres aromatiques liés entre eux qui lui conferent une grande résistance. Aujourd’hui, la
biomasse lignocellulosique est transformée en bioéthanol via un procédé dont 'une des étapes clé est la
dégradation des polysaccharides en sucres fermentescibles. Pour cela, des enzymes, notamment des cellulases,
hémicellulases et « lytic polysaccharide monooxygenases» (LPMO) sont utilisées. Ces enzymes sont sécrétées par
des organismes dégradeurs de la biomasse tels que ’ascomycete Trichoderma reesei, un champignon filamenteux
capable de sécréter de tres grandes quantités de cellulases, mais qui possede une faible diversité enzymatique.
L’hydrolyse enzymatique restant a ce jour une étape trés coliteuse, il est nécessaire d’en améliorer encore les
rendements. L’apport d’activités enzymatiques manquantes chez T. reesei a partir d’autres organismes fongiques

est une approche prometteuse, qui a été développée dans le cadre de ce projet de theése.

Différentes souches du genre Aspergillus ont été étudiées afin d’y trouver des activités enzymatiques permettant
d’améliorer U’hydrolyse de biomasses prétraitées. Pour cela, 5 souches ont été cultivées en présence de 3
inducteurs, et le contenu protéique de ces différents sécrétomes a été déterminé par spectrométrie de masse. Les
sécrétomes ont ensuite été testés pour leur capacité a supplémenter un cocktail de T. reesei en améliorant ses
rendements d’hydrolyse. L’analyse des protéines contenues dans quelques sécrétomes performants a révélé la
présence d’une protéine appartenant a une famille putative de LPMO. Plusieurs protéines de cette famille ont été
produites de maniére recombinante et testées sur différents substrats en présence de partenaires redox. Une
activité de clivage oxydatif de la cellulose a été démontrée, permettant la définition d’une nouvelle famille de
LPMO fongiques, nommée AA16. Le prétraitement de substrats cellulosiques par les LPMO AA16 entraine une
amélioration significative de leur hydrolyse par une des cellulases de T. reesei, ce qui démontre l’intérét potentiel

de cette nouvelle famille d’enzymes pour des applications biotechnologiques dans le domaine des bioraffineries.



