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Descriptif du sujet de thèse et méthodes envisagées 

Les carraghénanes sont des galactanes sulfatés présents uniquement dans la matrice extracellulaire 
des algues rouges. Sous l'égide du laboratoire LBI2M (SBR Roscoff), le génome de l'algue rouge 
carraghénophyte Chondrus crispus a été séquencé1. Son contenu a révélé plusieurs enzymes pouvant 
être impliquées dans la biosynthèse des carraghénanes, notamment des sulfotransférases (ST), qui 
ajoutent des groupements sulfate à des accepteurs en utilisant le donneur de sulfate 
3'phosphoadenosine-5'phosphosulfate (PAPS). 
Ce projet doctoral portera sur les 10 ST identifiées dans le génome de C. crispus. Notre hypothèse 
principale est que ces ST seraient actives sur les carraghénanes. Nous posons donc les questions 
suivantes : (i) Si ces ST sont bien actives sur les carraghénane quelles sont leurs spécificités exactes? 
(ii) Comment ces ST interagissent avec leurs substrats au niveau structural ? (iii) Après avoir déterminé 
les spécificités fines des ST par une analyse structure / fonction, comment ces nouvelles données 
expérimentales modifieraient notre compréhension de la voie biosynthétique des carraghénanes et 
de l’évolution des matrices extracellulaires eucaryotiques en général. Ce dernier point prend tout son 
relief sachant que les ST des algues rouges sont homologues des ST impliquées dans la biosynthèse 
des glycosaminoglycanes de la matrice extracellulaire des animaux1. 
Le projet se focalisera sur la caractérisation structurale et biochimique de ces ST. Les protéines 
recombinantes seront produites dans Escherichia coli et purifiées par des méthodes 
chromatographiques. En cas d'échec, les protéines seront soumises à des essais de production dans la 
levure. Les ST peuvent agir soit sur des précurseurs d'oligo-carraghénanes, soit au niveau d'une chaîne 
de carraghénane mature. Les ST devraient donc être plus actives sur des substrats partiellement ou 
totalement désulfatés. L'équipe Glycobiologie Marine (GM) possède les outils enzymatiques 
nécessaires pour produire les substrats oligosaccharidiques permettant de tester avec succès les 
activités et les spécificités des ST2. Les oligo-carraghénanes ainsi obtenus seront désulfatés par 
hydrolyse enzymatique à l'aide de sulfatases2 et utilisés comme molécules substrats. La présence d'un 
groupement sulfate résultant d'une activité ST sera mise en évidence en utilisant des méthodes 
analytiques telles que la chromatographie liquide haute pression (HPLC), l'électrophorèse de glucides 



assistée par fluorophore (FACE) ou par l'électrophorèse de carbohydrates natifs en gels de 
polyacrylamide (C-PAGE). Afin d'analyser la spécificité des ST, la position des groupements sulfates 
dans les produits obtenus pourra aussi être déterminée en utilisant d'autres techniques comme la 
chromatographie liquide en couche mince (TLC), la spectrométrie de masse et la résonnance 
magnétique nucléaire du proton (RMN 1H). Des études de mutagenèse dirigée sur les ST seront aussi 
effectuées. Notamment les acides aminés du site actif seront mutés pour établir leur rôle dans la 
catalyse et/ou la reconnaissance des substrats. Des expériences de calorimétrie seront menées pour 
caractériser les paramètres thermodynamiques des interactions protéine-glucide. Enfin, la 
cristallographie aux rayons X permettra de déterminer la structure 3D des ST, notamment en 
complexes avec leurs substrats, produits ou inhibiteurs. Ces études structure / fonction permettront 
de mieux comprendre les déterminants moléculaires de la reconnaissance des oligo-carraghénanes 
par ces ST. 
La caractérisation de ST actives sur les carraghénanes devrait révéler des systèmes de reconnaissance 
de polysaccharides complexes hautement spécialisés. Les résultats obtenus devraient améliorer notre 
compréhension des voies de biosynthèse des carraghénanes et permettre une meilleure 
compréhension de l'évolution des matrices extracellulaires. En effet les homologues les plus proches 
des ST d’algues rouges sont les ST animales impliquées dans la biosynthèse des glycosaminoglycanes 
sulfatés (héparane, chondroïtine), suggèrant que la biosynthèse des polysaccharides sulfatés est une 
voie ancestrale commune entre les animaux et les algues rouges1. Cette observation soulève la 
possibilité intéressante de développer une boîte à outils unique d'enzymes modifiant la paroi cellulaire 
algale avec la possibilité future de concevoir rationnellement la biosynthèse et la modification 
d'oligosaccharides (sulfatés) ayant un fort potentiel bioactif. 

1. Collen J et al. Proc Natl Acad Sci U S A 2013. 
2. Ficko-Blean et al. Nature Communications, 2017 

 

Stratégie de publication 

Il y a très peu d’enzymes d’algues caractérisées. Ce projet de thèse sera la première étude sur des 
sulfotransférases d’algues, ayant à la fois un impact fondamental (compréhension de voie de 
biosynthèse de polysaccharides pariétaux) et biotechnologique (enzymes de modification de 
polysaccharides sulfatés). Ces travaux seront publiables dans les journaux internationaux généralistes 
(e.g. PNAS), de biochimie (e.g. Journal of Biological Chemistry, Glycobiology) ou de biologie végétale 
(e.g. Plant Cell, New Phytologist). 
Nous avons une « boîte à outils » d’enzymes bactériennes marines uniquement disponibles au sein de 
l'équipe de Glycobiologie Marine (e.g. kappa-, iota- et lambda-carraghénases, 3,6-anhydro-D-
galactosidases, sulfatases spécifiques des carraghénanes)2. Ces enzymes seront utilisées pour produire 
des oligosaccharides substrats (sulfatés ou non-non-sulfatés) pour les ST. La préparation enzymatique 
de tels substrats pour des ST sera publiée indépendamment dans des journaux de glycobiologie ou de 
glycochimie (e.g. Carbohydrate Polymer, Carbohydrate Research). 
 

  



Faisabilité en trois ans avec échéancier 

Comme la production recombinante de protéines eucaryotes est difficile, une procédure de clonage à 
moyen débit à partir d’ADNc sera utilisée pour tous les gènes de ST de C. crispus afin de maximiser le 
nombre de constructions pour les essais de surproduction de protéines. Au cours de la thèse, l'accent 
sera ensuite mis sur les ST qui auront été exprimée sous forme soluble lors des essais de surexpression 
de protéines. 
Un facteur limitant est la disponibilité commerciale limitée des substrats oligo-carraghénanes. 
Néanmoins, les algues rouges, en particulier les sporophytes et les gamétophytes de C. crispus, sont 
facilement récoltables à la Station biologique de Roscoff. Une technique d'extraction chimique douce 
mise au point au laboratoire sera utilisée d'obtenir des carraghénanes purs, ayant une structure native 
préservée. 

 

Profil du candidat recherché 

Activités: 
Conduire toutes les expériences en biologie moléculaire, en production de protéines recombinantes 
et en biochimie pour des analyses structure / fonction. 
 
Le projet portera surtout sur la production de protéines eucaryotes. Le candidat devra donc avoir une 
expérience dans la production de protéines en système hétérologue bactérien et/ou dans la levure.  
 
Des compétences en biologie moléculaire (clonage, mutagenèse dirigée, PCR, électrophorèse) sont 
demandées. La caractérisation des protéines sera effectuée par des techniques structurales et 
biochimiques. Des compétences en biochimie (e.g. HPLC, calorimétrie) et/ou cristallographie des 
rayons X seraient donc un atout. 
 
De bonnes compétences en communication scientifique (anglais) sont nécessaires. 

 

Financement hors salaire (missions, séminaires, fonctionnement, …) 

Gurvan MICHEL a coordonné récemment le projet ANR Blue Enzymes (ANR-14-CE19-0020, 2015-2019) et le 

projet Algolife pour la SBR (projet financé par BPI France, 2014-2019). Il est actuellement le coordinateur du 

projet ANR Breaking Alg (ANR-18-CE43-0003). Le sujet de thèse proposé est proche thématiquement de ces 

projets qui s’intéressent aussi à des enzymes spécifiques des polysaccharides d’algues. L’équipe GM possède 

donc les fonds propres pour assurer le fonctionnement, les missions et les participations à des congrès du futur 

doctorant. 

Disponibilité du matériel nécessaire le cas échéant 

A la Station Biologique de Roscoff il y a des plateformes technologiques en microscopie, séquençage, 
transcriptomique, protéomique, bioinformatique, et cristallisation des protéines. La SBR est 
idéalement située sur la côte nord de la Bretagne et les algues rouges sauvages y sont facilement 
récoltables. 
Au sein de l'UMR8227, le groupe GM est un leader international dans le domaine des enzymes 
spécifiques des polysaccharides de macroalgues, couvrant de multiples approches : biochimie, 
structures des protéines, glycobiologie, génomique et génétique. Le groupe GM dirige la plateforme 
cristallographique de la SBR et bénéficie d’un accès régulier à SOLEIL, le synchrotron Français. Les 
collaborations externes sont également en place pour la caractérisation structurale des 
oligosaccharides (collaboration avec la plateforme BIBS, INRA Nantes). 


