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Introduction



Les xylanases sont des enzymes hydrolytiques basées sur des propriétés physico-
chimiques, structure, mode d'action et les spécificités du substrat et sont classées en diverses
familles glycosides hydrolases (GH) (Mendonca et al., 2023). 1,4-B-xylanase est une enzyme
qui dégrade le xylane, un composant majeur des parois cellulaires végétales (Chaudhary et al.,
2023). Malgré les recherches approfondies sur les microorganismes producteurs de 1,4-B-
xylanase, relativement peu d’études ont été menées sur la caractérisation de cette enzyme
dans le genre Clostridium (Rogers et al., 1992; Kosugi et al., 2002; Zverlov et al., 2005; Ng
et al.,, 2015; Hernandez et al., 2021). Ainsi, la bactérie Clostridium paraputrificum a été
choisie pour cette étude en raison de son potentiel biotechnologique lié a la production de
I’enzyme, la 1,4-B-xylanase.

En effet, en raison de leur capacité a catalyser les réactions d'hydrolyse,
d'estérification et de transestérification, les xylanases sont également des enzymes
multifonctionnelles avec de nombreuses applications industrielles; dans le domaine de
I’industrie des pulpe et papiers et I’industrie alimentaire, les aliments pour animaux, la
production de biocarburants et bien d'autres (Laguna, 2019). Afin de faciliter I'intégration
optimale des enzymes de xylanase dans les processus industriels a grande échelle, il est
essentiel de comprendre en détail le mécanisme d'action enzymatique.

1,4-B-xylanase (E.C 3.2.1.8) appartiennent a la famille des glycosides hydrolases
(GH10) qui contient aujourd'hui plus de 7626 entrées dans la base de données Carbohydrate-
Active Enzymes (CAZy, www.cazy.org). Il existe seulement 10 structures protéiques
tridimensionnelles résolues de 1,4-B-xylanase et qui sont disponibles dans cette base de
données dont 365 sont caractérisées (base de données de CAZy consultée le 15/05/2023).

En raison de I'importance de la structure et de la fonction des xylanases bactériennes et
de la difficulté des techniques expérimentales telles que la cristallographie aux rayons X ou la
résonance magnétique nucléaire (RMN) pour identifier la structure tertiaire des protéines, en
raison de la longue durée et le cout €élevé, ainsi que de leur inadéquation pour certaines
protéines (Bakli et al., 2020), durant les derniéres décennies, la modélisation structurale par
homologie et l'analyse in silico ont bénéficié de l'utilisation d'outils bioinformatiques qui
offrent ainsi une approche alternative pour prédire la structure 3D des protéines et pour
examiner les caractéristiques qui y sont liées, en termes de structure et de fonction, avec une
validation améliorée (Dahlstrom, 2015; Mohamad Sobri et al., 2020; Hoda et al., 2021).

Dans cette étude, nous avons utilisé une approche in silico pour examiner les
propriétés physicochimiques générales ainsi que la structure primaire, secondaire et tertiaire

de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum. De plus, nous avons effectué une analyse
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fonctionnelle qui comprenait I'étude des interactions protéine-protéine, la recherche de motifs

et I'analyse du site actif de cette enzyme.
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1 Xylane
1.1 Définition du xylane

Le xylane est une structure majeure polysaccharide qui se trouve dans les cellules
végetales, et aussi est le deuxiéme polysaccharide le plus abondant dans la nature (Bhardwaj
et al., 2019). Il est le composant le plus important pour 1’hémicellulose qui est un complexe
de glucides polymériques composé du xylane, xyloglucane, glucomannane,
galactoglucomannane et d’arabinogalactane et représente environ un tiers du carbone
organique renouvelable sur la terre (Shallom and Shoham, 2003). Ces derniers avec la
cellulose (1,4-B-glucane) et la lignine (un polyphénol complexe compose) constituent les
principaux constituants polymériques des parois cellulaires végétales qui sont en contact par
des liaisons covalentes et non covalentes avec le xylane qui se trouve a I’interface entre la
lignine et la cellulose, et assure la cohésion des fibres et I’intégrité de la paroi cellulaire (Beg
etal., 2001).

Le xylane est le polysaccharide hémicellulosique le plus abondant. 1l constitue jusqu'a
30 % de la paroi cellulaire des plantes annuelles, 15 a 30 % des feuillus et 7 a 10 % des
résineux (Singh et al., 2003).

1.2 Synthése du xylane
Le xylane est synthétisé dans l'appareil de Golgi grace a l'activité concertée de

plusieurs classes d'enzymes (Smith et al., 2017) . Les glycosyltransférases (GTs) catalysent la
formation des liaisons glycosidiques du squelette et des substituants de sucre, les groupements
acétyle sont ajoutés par les oacétyltransférases du xylane (XOATS) de Trichome
Birefringence Like (TBL) et le GlcpA est méthyléthérifié par le glucuronoxylane enzymes
méthyltransférases (GXMT / GXM) (Laouana et al., 2021). Chacun de ces processus dépend
d'un apport de substrats donneurs et du transit requis dans la lumiére de Golgi a partir du
cytosol (Ebert et al., 2015). En effet, de nombreuses lignées mutantes présentant des
anomalies de la paroi cellulaire ont été trouvées défectueuses dans les transporteurs
membranaires de Golgi ou des enzymes responsables du métabolisme du substrat, plutot que
les enzymes directement impliquées dans la synthese. Les glycosyltransférases impliquées
dans la synthése du xylane utilisent des sucres liés a l'uridine diphosphate (sucres UDP)
comme substrats donneurs (Curry et al., 2023).

La biosynthése du xylane parmi les hémicelluloses unique car le squelette est

synthétisé dans la lumiere de Golgi par des glycosyltransférases. Il a été confirmé
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biochimiquement que le xylane irrégulier 10 (IRX10) ou la xylane synthase 1 (XYS1) ont une

activité B-1,4 xylosyltransférase (Jensen et al., 2014) (Figure 1).
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Figure 1 :Mécanisme de biosynthése et d'acétylation du xylane :

(@) le saccharose synthétisé a partir de la photosynthése est la principale source d'UDP-
glucose ( UDP-G), qui sert de substrat a la synthése de divers intermédiaires impliqués dans la
synthese de la chaine latérale ou du squelette du xylane. Le Golgi est le site réel de la synthese
du xylane, de sorte que tous les substrats sont transportés vers le Golgi via différents
transporteurs membranaire. L'acétyl-CoA, un donneur de groupe acétyle pour I'acétylation du
xylane, est synthétisé dans différents compartiments cellulaires, c'est-a-dire les microbodies,
les mitochondries et les plastes ainsi que dans le cytosol d'ou il est transporté vers Golgi via
des protéines d’acétylation réduite du parois (RWA) et incorporeé plus tard au xylane.

(b) Mécanisme moléculaire de l'acétylation du xylane adapté de (Laouana et al., 2021) la
fixation de l'acétyle au xylane implique une attaque nucléophile des électrons de paires isolées
du groupe xylane OH sur les atomes de carbone du groupe acétyle pour donner du xylane

acetylé.

1.2.1 Glycosyltransférases et autres enzymes impliquées dans la synthése du xylane
Plusieurs enzymes ont été impliquées dans la synthese du xylane (Figure 2) montre un

schéma de vue d'ensemble de la biosynthése du xylane. Deux membres de la famille
glycosyltransférase 43 (GT43), xyleme irrégulier IRX 9 et IRX14, et un membre de GT47,
IRX10, codent xylosyltransférases putatives nécessaires a la synthese de la colonne vertébrale
en xylane (Rennie and Scheller, 2014). Les substitutions GIcA sur les xylanes dans la paroi
cellulaire secondaire d'Arabidopsis est introduite par I’action de la substitution de l'acide
glucuronique du xylane GUX1 et GUX2, tous deux membres de la famille GT8 (Mortimer et
al., 2010). En effet, I’étude de Bromley et coll a montré que GUX1 est responsable de I'ajout
de GIcA a des résidus de xylose régulierement espacés, tandis que GUX2 ajoute du GICcA a

des résidus de xylose étrangement espacés (Bromley et al., 2013).
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Figure 2 : la synthése du xylane dans I’appareil de golgi par des protéines membranaires
de type Il ancrées par un seul domaine transmembranaire N-terminal et avec leurs
domaines catalytiques dans la lumiére de Golgi.

Certaines protéines, telles que IRX10, devraient manquer d'un domaine
transmembranaire. Les substrats sont synthétisés a la fois dans le cytosol et dans la lumiére.
L'UDP-GIcA est transporté dans le Golgi par un transporteur inconnu et converti en UDP-
Xyle par 'UDP-Xyl Synthase (UXS). Une autre isoforme d'UXS est présente dans le cytosol,
et 'UDP-Xyle synthétisé la peut également étre transporté dans le Golgi. Les flux relatifs a
travers ces deux voies distinctes sont inconnus. L'UDP-Xyle est converti en UDP-Arap a
I'intérieur du Golgi par I'épimérase UDP-Xyle (UXE) et I'UDP-Arap est converti en UDP-
Araf par la protéine mutase réversiblement glycosylée (RGP), située sur la membrane externe
de Golgi. Vraisemblablement, les transporteurs doivent déplacer UDP-Arap hors et UDP-Araf
dans le Golgi, mais ces transporteurs n'ont pas encore été identifiés. Certaines isoformes de
I'épimérase cytoplasmique UDP-Glc (UGE) peuvent également contribuer & la conversion de
I'UDP-Xyle en UDP-Arap. Les acyltransférases BAHD dans le cytosol sont impliquées dans
la synthese du xylane et transferent vraisemblablement I'acide férulique a un intermédiaire, tel
que I'UDP-Araf, qui est ensuite transporté dans le Golgi et transféré sur le xylane par des
protéines inconnues. L'acétate est probablement ajouté au xylane par la protéine Trichome
Birefringence-like 29 (TBL29). Les protéines d'acétylation de paroi réduite (RWA) sont
également impliquées dans l'acétylation et peuvent servir de transporteurs d'acétyl-CoA.
L'adénosylméthionine S, le substrat de la méthylation du xylane, est synthétisé dans le cytosol
et doit également étre transportée dans la lumiere. Non représentés sont des transporteurs de
coproduits tels que le CoA et la S - adénosyl homocystéine, qui doivent étre éliminés du Golgi
et recyclés dans le cytosol. L'UMP est éliminée du Golgi par les transporteurs de sucre

nucleéotidique, qui fonctionnent comme des antiporteurs (Rennie and Scheller, 2014).

1.2.2 Glycosyl hydrolases impliquées dans la synthése du xylane
Le xylane d'herbe en général contient moins de branches dans le tissu plus agé, on pourrait

s'attendre a ce que les glycosyl hydrolases soient impliquées dans la modification des
substitutions de xylane en tant que plante mature. Les extraits de plantes présentent des
activités trans-p-xylanase, xylosidase et arabinosidase, indiquant que les plantes modifient
leur xylane apres synthese (Frankova and Fry, 2011). Les Glycosyl hydrolases sont également
impliquées dans la formation de dicot xylane: xylanase, les xylosidases sont impliquées dans

le remodelage du xylane, et une B-xylosidase a été propose pour jouer un role dans la flexion
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de la tige et la formation du bois de tension chez le peuplier en remodelant le xylane (David,
2017).

1.3 Structure et distrubition de xylane
Un hétéropolysaccharide complexe et hautement ramifié, le xylane varie en structure

entre différents especes végétales, et la chaine de squelette homopolymeére des unités -D-
xylopyranosyle liées en 1,4 peut étre substitué a des degrés divers par du
glucuronopyranosyle, du 4-O-méthyl-D-glucuronopyranosyle,groupes a-L-arabinofuranosyle,

acétyle, féruloyle ou p-coumaroyle a chaine latérale (Kulkarni et al., 1999) (Figure 3).

(a)
-4-0-Me-GlcUA .
endo-1.4-B-xvlanase ‘00H  @-D-glucuronidase acetylxylan
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Figure 3 :a) Structure du xylane et sites de son attaque par des enzymes xylanolytiques.
L’épine dorsale du substrat est composée de résidus de xylose liés au 1,4-p. Ac., groupe
acétyle; a-araf. a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GlcUA, a-4-O-méthylglucuronic acide;
pco / (b) Hydrolyse du xylo-oligesaccharide par la B-xylosidase (Collins et al., 2005).

Le xylane est distribué dans plusieurs types de tissus et de cellules et est présent dans
une variété d’espéces de plantes (Kulkarni et al., 1999). Du xylane linéaire non substitué a
également été souligné dans I'alfa herbe, tabac et certaines algues marines (Barry and Dillon,
1940). Ces derniéres contenant du xylopyranosyle résidus liés par des liaisons 1,3-B et 1,4-B
(Percival and Chanda, 1950). Similaire aux autres polysaccharides d'origine vegétale, le
xylane a une grande polydiversité et polymolécularité, le degré de polymérisation dans les

xylanes est également variable (Sunna and Antranikian, 1997).
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1.4 L’hydrolyse enzymatique du xylane
En raison de I'hétérogénéité et de la nature chimique complexe du Xxylane, sa

dégradation compléte nécessite l'action d'un complexe d’enzymes hydrolytiques aux
spécificités et modes d'action divers. Ainsi, il est compréhensible que les cellules impliquées
dans la dégradation du xylane produisent une variété de protéines spécialisees dans la
dégradation des polymeres (Auer, 2016).

Le systeme enzymatique xylanolytique qui réalise I'hydrolyse du xylane est
normalement composé d'un complexe d'enzymes hydrolytiques, y compris I'endoxylanase
(endo-1,4-B-xylanase, CE 3.2.1.8), B-xylosidase (xylane-1,4-B-xylosidase, CE 3.2.1.37), a-
glucuronidase  (a-glucosiduronase, = CE  3.2.1.139),  a-arabinofuranosidase  (a-
larabinofuranosidase CE 3.2.1.55), glucuronidase (a-glucosiduronase, CE 3.2.1.139), o-
arabinofuranosidase (a-larabinofuranosidase, EC. 3. 2. 1. 55) et I'acétylxylane estérase (E. C.
3.1.1.72) (Ammarkhodja and Djafour, 2017; Beg et al., 2001). Toutes ces enzymes agissent
en cooperation pour la conversion du xylane en ses sucres constitutifs (MERDOUD and
MAKHLOUF, 2020). Les endoxylanases sont les xylanases les plus importantes en raison de
leur implication directe dans le clivage des liaisons glycosidiques et en libérant des

xylooligosaccharides courts (Ammarkhodja and Djafour, 2017) (Figure 4).
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Figure 4 :Structure du xylane montrant les liaisons qui sont attaquées par I’enzyme
xylanolytique spécifique pour I’hydrolyse compléte du xylane & ses constituants
(Bhardwaj et al., 2019).
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Le xylane, étant un polymere de masse moléculaire élevée, ne peut pas penétrer dans
la paroi cellulaire. Les fragments de faible masse moléculaire jouent un réle clé dans la
régulation de la biosynthese des xylanases. Ces fragments comprennent le xylose, le
xylobiose, les xylooligosaccharides, les hétérodisaccharides du xylose et glucose et leurs
isomeres positionnels (Beg et al., 2001). Ces molécules sont libérées du xylane par I’action de
petites quantités d'enzymes produites de maniere constitutive (Czerwiec, 2020). La xylanase
catalyse 1’hydrolyse aléatoire du xylane en xylooligosaccharides, tandis que la B-xylosidase
libére des résidus de xylose a partir des extrémités non réductrices des xylooligosaccharides.
Cependant, une degradation compléte nécessite I'action synergique de l'acétyl estérase pour
éliminer les substituants acétyliques de la squelette D-xylose lié au B-1,4 du xylane (Alio,
2020) (Figure 5).

Xylanase Xylanase Xylanase B
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H 0 H/——O H O
O NoH HAY OS NoH HAY, O NoH HA ©
H OH H OH H OH

H

H ~O.OH
H

] OH Hl

Oy

OH

Xylose

Figure 5 :Démonstration de I’hydrolyse du xylane complexe en xylose par des xylanases
(Richhariya et al., 1992).

1.4.1 1,4-B-xylanases (EC 3.2.1.8)
Des Différentes enzymes avec leurs fonctions respectives participent a I'nydrolyse du

xylane qui le transforme en unités monomeres, dont I'enzyme principale est les endo-ester-1,
4-xylanases (Richhariya et al.1992). Elles peuvent cliver les liaisons glycosidiques du xylane.
Les endo-xylanases sont regroupées en deux catégories : débranchant (arabinose libérant) et
non débranchant (arabinose non libérant) (Bastien-Uluis, 2012).

Ces enzymes peuvent étre différenciées en fonction de leurs produits finaux qui sont
libérés aprés dépolymérisation du xylane, par ex. xylose, arabinose, xylobiose et xylotriose.
Ils peuvent étre regroupés en deux familles GH10 et GH11. Les enzymes relévent de la

famille GH10 tandis que la famille G11 comprend uniquement des enzymes fongiques et
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bactériennes (Lafond et al., 2014). La famille GH10 est composée d'ester-1,4-endoxylanase
en majorité avec peu de céram-1,3-endoxylanase. L’Endoxylanases de champignons et les
bactéries sont exclusivement des protéines de sous-unités uniques qui varient largement en
poids moléculaire de 8,5 a 85 kDa (Polizeli et al., 2005).

1.4.2 B- Xylosidases (EC 3.2.1.37)
Une autre enzyme de débranchage du xylane qui appartient a la famille des hydrolases,

on peut citer les exo-1,4-D-enménosidases qui hydrolysent les 1,4-D-seméno-
xylooligosaccharides et xylobiose de I'extrémité non réductrice. Endoxylanases liberent du
xylose lors de la dégradation du xylane, mais ils ont aucune activité contre le xylobiose qui
peut étre facilement hydrolysé par les céramo-xylosidases. Ce sont des enzymes plus
volumineuses ayant un poids moléculaire allant de 60 a 360 kDa et peut étre des protéines

monomeres, diméres ou tétrameres (Dar and Dar, 2021).

1.4.3 &- Glucuronidases (EC 3.2.1.1)
Les glucuronidases sont nécessaires pour cliver la liaison 1,2-glycosidique entre le

xylose et 1’acide D-glucuronique ou son éther 4-O-méthylique (Chellappan et al., 2023). Leur

poids moléculaire est moins de 100 kDa.

1.4.4 &- L-Arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55)
Les arabinofuranosidases ont la capacité de cliver la partie terminale non réductrice

des arabinanes, arabinogalactanes et arabinoxylanes. Ces enzymes sont classées en deux
groupes avec leur mode spécifique d'action: exo-enanthate-L-arabinofuranoside (EC 3.2.1.55)
qui est actif contre les p-nitrophényl-a-L-arabinofuranosidases et sur les arabinans ramifiés ou
comme arabinans linéaires sont dégradés par I'endo-1,5-intérne-L-arabinase (EC 3.2.1.99)
(Bouchat, 2022). La taille de cette enzyme peut atteindre jusqu'a 495 kDa et est également
trouvée dans monomere, dimére, tétramere, hexamere et les formes octamériques (Richhariya
et al.1992).

1.45 Esterases (EC 3.1.1.6)
Les estérases acétylxylanes rompent la liaison ester entre le xylose dans le xylane et

I'acide acétique. lls peuvent aussi débarrassez des acides phénoliques comme l'acide férulique
(féruloyl estérase) et l'acide p-coumarique (p-coumaryl estérase). Panne d'acétylxylane,
élimination du féruloyle et du p-coumaryle les groupes du xylane sont favorables a
I'élimination de la lignine (Sharma and Sharma, 2017). Ils peuvent contribuer a la
solubilisation de la lignine par hydrolyse les liaisons ester entre la lignine et les

hémicelluloses (Richhariya et al.1992).
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2 1,4-p-Xylanase
2.1 Définition

1,4-B-xylanase est une enzyme hydrolytique qui clive de maniére aléatoire le squelette
B 1,4 du polysaccharide de paroi cellulaire végétale complexe xylane (Bouchat, 2022). Il
existe diverses formes des xylanases, présentant des repliements, des mécanismes d'action,
des spécificités de substrat, des activités hydrolytiques (rendements, taux et produits) et des
caractéristiques physico-chimiques variables (Bousmia and Maba, 2021).

Des microorganismes tels que les bactéries, actinomycetes, levures et les champignons
produisent des enzymes, comme 1,4-B-xylanase qui est une enzyme de débranchement,
capable d'hydrolyser les hémicelluloses. En effet, pour obtenir une compréhension complete
des meécanismes de dégradation du xylane par les xylanases produites par ces
microorganismes, ainsi que de leur potentiel pour étre utilisées dans le bioblanchiment de la
pulpe et la péte, des études supplémentaires sont nécessaires. Les xylanases sont une
alternative importante a l'utilisation de composés chlorés toxiques, qui présentent des risques
environnementaux et de santé liés a la libération de halogenes organiques adsorbables (Walia
etal., 2017).

2.2 Structure et mode action
1,4-B-xylanase est une enzyme essentielle qui permet de décomposer le xylane, un

composant majeur de I'hémicellulose, en sucres monomeres. Cette dépolymérisation
enzymatique nécessite I'action combinée de plusieurs enzymes, notamment 1,4-p-xylanase, la
-xylosidase, la -glucuronidase, la -arabinofuranosidase et l'acétylxylane estérase. 1,4-B-
xylanase et les -xylosidases jouent un role crucial dans la dégradation du xylane en coupant au
hasard le squelette du xylane et en hydrolysant les xylo-oligosaccharides pour former des
monomeéres de xylose (Basit et al.,, 2020). Les autres enzymes sont responsables de
I'élimination des groupes latéraux, tels que les groupes de glucuronide et d'arabinofuranose,
ainsi que les groupes acétyle et ester de l'acide férulique et p-coumarique. Ces enzymes ont de
nombreuses applications biotechnologiques dans la conversion de la biomasse en produits tels

que les biocarburants et les produits chimiques renouvelables (Basit et al., 2020).

2.3 Ladifférence entre la xylanase et 1,4-p-xylanase
La principale différence structurale entre la 1,4-béta-xylanase et la xylanase est

I'emplacement du site catalytique. Dans la 1,4-béta-xylanase, le site catalytique est situé au
fond d'une fente profonde a l'extrémité C-terminale du repliement sous forme de tonneau

(B/a)8, alors que dans la xylanase, le site catalytique est situé a la surface de l'enzyme.
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2.4 Classification de xylanase
Les xylanases, comme des glycosides hydrolases, sont capables de catalyser

I'nydrolyse des glycosides liaison (B-1,4) des xylosides, conduisant & la formation d'un
hémiacétal de sucre et a la correspondance aglycone libre (composé non sucré restant apres le
remplacement du glycoside par un atome d'hydrogéne) (Brusa, 2015).

Les xylanases ont été classées d’au moins trois maniéres (Liu and Kokare, 2023) :

- abase du poids moléculaire, point isoélectrique (pl).
- abase de structure cristalline.
- abase des propriétés cinétiques ou la spécificité du substrat et le profil du produit.

La xylanase a été classée en deux groupes en fonction de sa masse moléculaire et de
son point isoélectriqgue : HMWLI (poids moléculaire élevé, point isoélectrique bas) et
LMWHI (poids moléculaire faible, point isoélectrique élevé). Cependant, certaines exceptions
a cette classification ont été observees. Un systeme plus approprié incluant la structure
primaire et la comparaison du domaine catalytique avec des caractéristiques mécanistiques a
été introduit pour mieux comprendre la xylanase (Kennely and Rodwell, 2017).

En effet, les informations génomiques, la structure cristalline 3D et les informations
fonctionnelles concernant la xylanase dans les familles GH sont disponibles dans la base de
données CAZy dédiée aux enzymes glucidiques actives.

CAZy est une base de données hautement organisée et basée sur la connaissance des
enzymes qui jouent un role clé dans la dégradation, la modification, et assemblage de liaisons
glycosidiques dans les glucides et des glycoconjugués. Elle se compose de la génomique,
I’annotation des séquences, les classifications familiales, des informations structurales
(structures tridimensionnelles) et fonctionnelles sur enzymes actives sur les glucides,
provenant de ressources accessibles au public, comme le Centre National d'Information sur la
Biotechnologie (NCBI), UniProt, PDB et Brenda etc (Lombard et al., 2014). En effet, les
principales familles de GH associées a la xylanase sont 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26, 30, 43,
44,51, et 62 (Figure 6).
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Classification and characteristics of the GH families, according to the CAZy database

GH-1 GH-2 GH-3 GH-5 GH-10 GH-30
GH-A GH-A - GH-A GH-A GH-A
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Figure 6 :Classification et caractéristiques des familles GH de p-xylosidases et selon la
base de données CAZy (Saavedra-Bouza et al., 2022) modifié.

2.4.1 Les familles GH10 et GH11
Les xylanases de la famille GH10 (ou famille G) ont une masse moléculaire faible

avec un pl compris entre 8- 9. 5, tandis que ceux de la famille GH11 (ou famille F) ont une
masse moléculaire élevée et plus faible valeurs pl (Bouchat, 2022). La famille des glycosides
hydrolases 10 est composée d'endo-1,4-B-xylanases et d'endo-1,3-B-xylanases (CE 3.2.1.32).
Les membres de cette famille sont également capables d'hydrolyser les B-glycosides d'aryle de
xylobiose et de xylotriose au niveau de la liaison aglyconique. De plus, ces enzymes sont
hautement actives sur les xylooligosaccharides courts, indiquant ainsi de petits sites de liaison
au substrat. Les analyses cristalines de structure, les analyses cinétiques de I'activité sur des
xylooligosaccharides de différentes tailles et les analyses du produit final ont indiquees que
les xylanases de la famille 10 ont généralement quatre a cing sites de liaison au substrat
(Soumaya, 2014). Les membres de cette famille ont généralement une masse moléculaire
élevée et un faible pl (Belghait and Nedjhioui, 2019).
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Les membres de la famille GH11 présentent plusieurs propriétés intéressantes, telles
que la sélectivité élevée du substrat et I’efficacité catalytique élevée, la petite taille et la
variété d'optimum des valeurs de pH et de température, ce qui les rend adaptés a diverses
conditions et a de nombreuses applications (Paés et al., 2012). La famille GH11 est composee
uniquement des xylanases (EC 3.2.1.8), ce qui conduit a leur prise en compte en tant que
"vraies xylanases", car elles sont exclusivement actives sur des substrats contenant du D-
xylose. Les GH11 sont généralement caractérisées par un pl élevé, un faible poids
moléculaire, un double déplacement mécanisme catalytique, deux résidus de glutamates qui
agissent comme des résidus catalytiques et une structure de repliement jelly rol. (huit brins
arrangés en deux feuillets de quatre brins). En outre, les produits de leur action peuvent étre
hydrolysés par les enzymes de la famille GH 10 (Guyez, 2016).

Comme pour la famille GH10 de xylanase, ces enzymes peuvent hydrolyser l'aryle -
glycosides de xylobiose et de xylotriose au niveau de la liaison aglyconique, mais elles sont
inactives sur l'aryle cellobiosides, ces enzymes similaires a la famille GH8 sont les plus
actives sur les xylooligosaccharides (Collins et al., 2005).

2.4.2 Les familles GH5, GH7, GH8 et GH43
La famille GH5 appartient au clan GH-A, qui regroupe actuellement 19 familles GH

pour former le plus grand ensemble de familles GH apparentées sur le plan évolutif décrites
dans CAZy jusqu'a présent (Aspeborg et al., 2012). Les alignements structuraux entre les
membres des familles GH5 et GH10 ont montré que ces enzymes sont aussi structuralement
différentes au sein de la famille GH5 comme elles appartiennent a la famille GH10 des
enzymes, les deux familles sont donc classées en clan GH-A. Le concept de clan ou de
superfamille démontre une relation plus large entre familles de GHs, suggérant un ancétre
évolutif commun plus éloigné (Larson et al., 2003). L'activité de ces enzymes est affectée par
des substituants sur la chaine principale du xylane, et il est incapable de cliver les liaisons
adjacentes aux résidus substitués. Les études d'hydrolyse ont montré que les fragments
substitués les plus courts formés a partir de glucuronoxylane et les arabinoxylanes sont des
xylotrioses substituées, la substitution se trouve sur la partie interne du résidu de xylose. Par
conséquent, les produits géenérés par la famille GH5 sont plus courts que ceux produit par la
famille GH7 (Collins et al., 2005).

La famille GH8 (ou famille D) est composée de cellulases (EC 3.2.1.4) et contient
également des chitosanases (EC 3.2.1.132), des lichénases (EC 3.2.1.73) et des endo-1,4-B-
xylanases (EC 3.2.1.8). Cette famille de xylanase hydrolyse le xylane en xylotriose et
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xylotétraose et est la plus active sur les oligosaccharides xyloiques a longue chaine comme les
xylanases de la famille GH11, une grande fente de liaison au substrat contenant au moins six
résidus de liaison au xylose, avec le site catalytique au milieu, a été proposée (Collins et al.,
2002). Cependant, contrairement aux xylanases des familles GH10 et GH11, les enzymes de
la famille 8 se sont avérées catalyser I'hydrolyse avec l'inversion de la configuration
anomérique et dans les conditions utilisées (Collins et al., 2005).

Les familles de GH7 et GH43 ne contiennent que quelques enzymes présentant une
activité xylanase qui ont été identifiées et étudiees. La famille GH7 a des caractéristiques
communes avec les xylanases des familles GH10 et la famille GH11 qui ressemble a la
famille précédente, la famille GH7 ont un poids moléculaire élevé et un faible pl, ainsi qu'un
petit site de liaison au substrat, contenant environ quatre sous-sites, avec le site catalytique au
milieu (Collins et al., 2005).

2.5 production de xylanase
Pour répondre a des besoins industriels spécifiques, une xylanase optimale devrait

avoir des propriétés spécifiques, telles que la stabilité sur une large gamme de valeurs de pH
et de températures, une activité spécifique élevée et une forte résistance aux cations
métalliques et aux produits chimiques (Qiu et al., 2010). Certains champignons et bactéries
ont la capacité de produire la xylanase en optimisant leurs parameétres. (Tableaul et 2).
(Richhariya et al.1992).

Tableau 1: la xylanase produite par les bactéries a des paramétres optimisés (Richhariya
et al.1992).

Microorganisms Substrate Incubation period Temperature pH
Bacteria

Bacillus badius 5 Corn cobs 48 hrs 50°C 9.0
Bacillus pumilus MTCC 8964 3 Maltose 48 hrs 40°C 6.0
Bcillus arseniciselenatis Wheat bran 72 hrs 45°C 8.0
DSM-15340 31

Bacillus subtilis 47 Xylose 48 hrs 40°C 9.0
Bacillus subtilis (BS7)% Wheat bran 48 hrs 50°C 8.0
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Tableau 2: la xylanase produite par les champignons a des parameétres optimisés
(Richhariya et al.1992).

Microorganisms Substrate Incubation period Temperature pH
Fungi

Penicillium sclerotiorum® Wheat bran 120 hrs 30°C 6.5
Penicillium sp. ZH30 43 Wheat bran 72 hrs 30°C 5.3
Aspergillus niger 32 Wheat straw 120 hrs 30°C 6.0
Aspergillus niger %’ Rice bran 144 hrs 35°C 6.5
Aspergillus niger 8 Wheat bran 96 hrs 35°C 5.6

La plupart des xylanases répertoriées ne possédent pas toutes les caractéristiques
requises par l'industrie (Verma and Satyanarayana, 2012). Les enzymes natives ne sont pas
suffisantes pour répondre a la demande, en raison des faibles rendements et de
I'incompatibilité des procédés de fermentation industriels standard (Ahmed et al., 2009). Par
conséquent, des approches moléculaires doivent €tre mises en ceuvre pour concevoir des
xylanases avec les caractéristiques requises (Verma and Satyanarayana, 2012). L'expression
hétérologue est le principal outil de production de xylanases au niveau industriel (Ahmed et
al., 2009). L'ingénierie des protéines par la technologie de I'ADN recombinant pourrait étre
utile pour améliorer les caractéristiques spécifiques des xylanases existantes (Verma and
Satyanarayana, 2012). La génie génétique et la technologie de I'ADN recombinant permettent
I'expression a grande échelle des xylanases dans des systémes hotes d'expression de protéines
homologues ou hétérologues. Comme les applications industrielles nécessitent des enzymes
moins chéres, I'élévation des niveaux d'expression et la sécrétion efficace des xylanases sont
vitales pour assurer la viabilité du procédé (Beg et al., 2001).

Les données disponibles sur les séquences d'acides aminés, les données
cristallographiques aux rayons X, la dynamique moléculaire et la conception informatique des
xylanases fournissent des informations qui authentifient la relation entre la structure et la
fonction des xylanases (Motta et al., 2013).

Toutes ces méthodes aident a la conception des xylanases necessaires dans les
processus industriels, telles que I'amélioration de la stabilité des xylanases a des temperatures
plus élevées et a des pH alcalins (Verma and Satyanarayana, 2012). Pour tenter ces processus

a des fins commerciales, des génes codant pour plusieurs xylanases ont été clonés chez des
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systemes hdtes homologues et hétérologues (Pérez et al., 2002). Les xylanases recombinantes
ont montré des propriétés équivalentes ou meilleures que les enzymes natives, et les génes de
la xylanase des microorganismes anaérobies ont également été exprimés avec succes dans des

hotes qui peuvent étre utilisés dans I'industrie de la fermentation (Ahmed et al., 2009).

2.6  Utilisations industrielles des xylanases
Les xylanases sont considérées comme un outil important dans de nombreux secteurs

industriels tels que la fabrication de pates et papiers, transformation des aliments pour
animaux, clarification des boissons et production de biocarburants a partir d'agro-résidus. Les
principales applications des xylanases sont discutées ci-dessous la (figure 7).

2.6.1 Industrie des pulbes et papiers
L'industrie des pates et papiers a recherché nouvelles méthodes biotechnologiques

utilisées pour le remplacement des produits chimiques utilisés dans le processus de fabrication
du papier. En papier industrie, le blanchiment du papier nécessite I'élimination de la lignine a
partir de pulpes Pour obtenir éclairci et completement fini livre blanc, le processus le plus
important est la suppression de lignine. Le blanchiment est le traitement des fibres
cellulosiques avec des produits chimiques en éliminant la faible quantité de résidus lignine
présente apres la cuisson sans décliner le poids moléculaire de la cellulose. Le blanchiment est
de deux types — Chimique et biologique. Le blanchiment chimique implique I’utilisation
d'agents chlorés Cl,, CIO, et hypochlorite a température plus élevée (170°C) avec des
conditions alcalines qui provoque des problémes environnementaux ainsi que des rejets

mutants cancérigenes et puissants (Ferrandin-Schoffel, 2021).

2.6.2 Industrie alimentaire
En raison de leur utilité potentielle dans la production de pain, l'utilisation des

xylanases dans I’industrie alimentaire comme dans les produits laitiers, les jus, le lait de soja,
la production de biére et de pain est bien documentée (Helal, 2017). Les xylanases
hydrolysent les hémicelluloses présentes dans le blé, aidant a la redistribution de la teneur en
eau et laisser la pate moelleuse et facilitez le pétrissage (Passicousset, 2019). Les Xylanases
améliorent la qualité du pain, augmenter le volume du pain, augmentent la quantité
d'absorption d'eau et ameliorent également la résistance a la fermentation (Hatanaka, 2012).
Les xylanases sont des enzymes qui transforment l'eau insoluble hémicelluloses sous une
forme soluble qui se lie de I'eau dans la pate. En conséquence, la rigidité de la pate est réduite
alors que le volume est augmenté (Collins et al., 2005). Pendant la fabrication de la biére, les

xylanases hydrolysent la longue chaine des arabinoxylanes en oligosaccharides inférieurs qui
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diminuent la viscosité de la biére et par conséquent elimine sa texture boueuse (Castonguay,
2005).

2.6.3 Aliments pour animaux
Les xylanases sont appliquées pour améliorer la digestibilité et la valeur nutritionnelle

des aliments pour animaux (Dickner-Ouellet, 2018). Pour améliorer la digestibilité des
aliments pour ruminants et pour faciliter le compostage, les xylanases sont utilisées dans le
prétraitement des cultures fourrageres (Shah and Vishwa, 2019). Les enzymes de Xylanase
associées a d’autres enzymes telles que cellulases, pectinases, protéases, amylases, phytases,
lipases, glucanases et les galactosidases sont utilisees pour améliorer I'alimentation animale
digestibilité. Elles peuvent hydrolyser les arabinoxylanes chez les animaux ingrédients

alimentaires, abaissant la viscosité des matieres premieres (Akpinar et al., 2009).

2.6.4 Production de biocarburants
Les xylanases associées aux autres enzymes hydrolysantes telles que les ligninases, les

xylosidases, les glucosidases, les mannanases et les glucanases sont utilisées dans la
production de biocarburants comme éthanol et xylitol lignocellulosiques a I'aide de microbes
et leurs enzymes (Bouchat, 2022). La Production d'éthanol a partir des ressources
renouvelables ont suscité un grand intérét ces dernieres années comme carburant de
remplacement (Velut, 2021). La méthode biologique de la génération d'éthanol nécessite tout
d'abord une délignification, c'est-a-dire élimination de la lignine et libération des celluloses et
hémicelluloses. Les prochaines étapes comprennent la dépolymérisation de polymere
glucidique (Celluloses et hémicelluloses) en sucres libres et enfin formation de pentoses et

d'hexoses mixtes qui produisent de I'éthanol ou bioéthanol (Paés et al., 2012).
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Figure 7 : La xylanase comme outil écologique dans différentes industries (Bhardwaj et
al., 2019).

3  Clostridium paraputrificum
3.1 Définition

Clostridium paraputrificum est une bactérie & Gram positif en forme de batonnet
appartenant au genre Clostridium. C'est une bactérie anaérobie, ce qui signifie qu'elle ne peut
survivre qu'en l'absence d'oxygéne (Allen, 2021). C. paraputrificum se trouve dans le sol,
I'eau et les voies intestinales des humains et des animaux. Cette bactérie est opportuniste et
peut provoquer des infections telles que la gangrene gazeuse, les infections des plaies et la
bactériémie (Allen, 2021).

3.2 Historique
Clostridium paraputrificum a été découvert pour la premiére fois par un

microbiologiste allemand, Heinrich Blaschko, en 1895, et était initialement connu sous
différents noms, notamment Bacillus putrificus, Clostridium putrificum et Clostridium
septicum. La bactérie a ensuite éte identifiée comme un organisme commun dans les voies
intestinales des prisonniers du sud de la Californie, lors d'une étude menée par John H.
Litchfield et Kj Carpenter au début des années 1900 (Markel, 2020). Par la suite, il s'est
également avéré présent dans les matieres fécales des vaches et des porcs (Laurence et al.,
2018). C. paraputrificum a été associé a diverses maladies, notamment la septicémie, les

abces et les infections intestinales. 1l est également connu pour produire une toxine pouvant
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provoquer une intoxication alimentaire (Baron, 1996). En 2009, une étude a été menee au
Japon pour étudier la prévalence de Clostridium paraputrificum chez les patients atteints
d'une maladie inflammatoire de I'intestin. Les chercheurs ont découvert que la bactérie était
présente chez une proportion plus élevée de patients atteints de colite ulcéreuse que chez ceux
atteints de la maladie de Crohn (Berg et al., 2012). La recherche sur C. paraputrificum a
contribué a la reconnaissance de son réle dans diverses maladies et au développement de
stratégies pour détecter et contrdler sa transmission chez les animaux et les humains. La
bactérie a également servi d'organisme modele pour étudier divers aspects de la physiologie et

de la pathogenese bactériennes (Kwon et al., 2018).

3.3 Cractéristiques
3.3.1 Morphologie

C. paraputrificum est une bactérie en forme de batonnet dont la taille varie de 0,5 a 2,5
micrometres de longueur et de 0,5 a 1,0 micrometre de largeur. C'est une bactérie a Gram
positif, ce qui signifie qu'elle retient la tache violette cristalline pendant le processus de
coloration de Gram (Shinha and Hadi, 2015). Les spores de C. paraputrificum sont ovales et
situées de maniéere centrale ou subterminale et aussi sont tres résistantes aux facteurs de stress
environnementaux tels que la chaleur, les produits chimiques et les radiations (Le Bourhis et
al., 2005) (Figure 8).
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Figure 8 : Coloration de Gram de I'hémoculture montrant des batonnets Gram-positifs
avec des spores. (Shinha and Hadi, 2015).
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3.3.2 Ecologie
C. paraputrificum est largement répandu dans I'environnement, y compris le sol, lI'eau

et les excréments d'animaux. Il peut également étre trouvé dans le microbiome intestinal
humain (Allen, 2021). C. paraputrificum est capable de fermenter une grande variété de
glucides, y compris le glucose, le fructose, le maltose et le lactose. Il produit plusieurs
produits métaboliques, y compris l'acide acétique, I'acide butyrique et I'nydrogene gazeux
(Guellout, 2019).

3.3.3 Pathogenése
C. paraputrificum est un pathogene opportuniste, ce qui signifie qu'il peut provoquer

des infections chez les personnes dont le systeme immunitaire est affaibli ou chez celles qui
ont subi des interventions chirurgicales (Alhosny, 2018). Il peut provoquer des infections
telles que la gangréne gazeuse, les infections des plaies et la bactériémie. Le potentiel
pathogene de C. paraputrificum est largement attribué a sa capacité a produire plusieurs
toxines puissantes, y compris la toxine alpha, la toxine béta et la collagénase (Kemdji and
Meftahi, 2021).

Le diagnostic des infections a C. paraputrificum repose sur des techniques de culture
microbiologique. Les infections a C. paraputrificum sont traitées a l'aide d'agents
antimicrobiens et, dans les cas graves, une intervention chirurgicale peut également étre

nécessaire (Wiley, 2016).

3.4 Production de xylanase par Clostridium paraputrificum
Il a été démontré que la bactérie de Clostriduim paraputrificum produit des diverses

enzymes utiles dans la biotechnologie et les applications industrielles. L'une de ces enzymes
est la xylanase, une enzyme importante dégradant les glucides qui clive les liaisons béta-1,4
entre les résidus de xylose dans le xylane, un composant majeur des parois cellulaires
végétales (Iram et al., 2020). La production de xylanase par C. paraputrificum a été étudiée
dans diverses conditions. Dans une étude de (Cunha et al., 2018) il a été constaté que la
production maximale de xylanase se produisait lorsque la bactérie était cultivée dans un
milieu contenant du son de blé comme seule source de carbone. L'ajout de sources d'azote
telles que la peptone et I'extrait de levure a également augmenté I'activité de xylanase et le pH
et la température optimaux pour l'activité de xylanase se sont avérés étre respectivement de 6
et 50 °C (Mayeur and Moulin, 2017).

Il a éte démontré que la xylanase produite par C. paraputrificum a diverses

applications industrielles. Il a été utilisé dans I'industrie des pates et papiers pour améliorer le
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processus de blanchiment de la pate de bois (Giridhar et Reddy, 2019). La xylanase a
également été utilisée dans l'industrie de I'alimentation animale pour améliorer la digestibilité
des aliments a base de plantes pour le bétail (Quesada-Salas et al., 2022).

En plus de ses applications industrielles, la xylanase produite par C. paraputrificum a
également éteé etudiée pour ses avantages potentiels pour la santé. Une étude de ont découvert
que la xylanase produite par cette bactérie peut dégrader les glucides complexes présents dans
le lait maternel humain, entrainant la libération d'oligosaccharides qui peuvent favoriser la
croissance de bactéries bénéefiques dans l'intestin, la xylanase produite par C. paraputrificum a

des diverses applications industrielles et sanitaires (Tank et al.2018).
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1. Récupération des sequences protéiques
La séquence FASTA de 1,4-B-xylanase de Clostridium paraputrificum, identifiée sous

le numéro d'acces AOA174B8H3, a été obtenue depuis la base de données Uniprot (the

Universal Protein resource) (https://www.uniprot.org) (Consortium, 2022). Cette sequence a

été utilisée comme sequence requéte pour toutes les analyses bioinformatiques.

2. Analyse des propriétés physico-chimiques
A Tlaide du serveur ExPASy ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html)

(Gasteiger et al., 2005), une analyse a été réalisée sur diverses propriétés physicochimiques de
la séquence protéique de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum. Cette analyse a permis
d'évaluer, entre autres, la composition en acides aminés, la composition d'indice aliphatique
(Al), le point isoélectrique (pl), l'indice d'instabilité (I1), le nombre de résidus chargés
positivement et négativement, I'hydrophilie moyenne globale (GRAVY) et le coefficient
d'extinction (CE).

Le taux d'occupation des chaines latérales aliphatiques d'une protéine est mesuré par
I'indice aliphatique (Al), qui est connu pour influencer la stabilité thermique de la protéine
(Panda and Chandra, 2012).

Le point isoélectrique (pl) est le pH auquel la charge nette d'une protéine/peptide est
égale a zéro, ce qui signifie qu'elle ne migrera pas dans un champ électrique (Smoluch et al.,
2016).

L'indice  GRAVY, abréviation de Grand average of hydropathicity, quantifie
I'nydrophilie ou I'nydrophobicité d'une protéine, autrement dit son affinité pour I'eau, a l'aide
de I'échelle de (Kyte and Doolittle, 1982).

De son coté, l'indice d'instabilité (Il) procure une estimation de la stabilité d'une
protéine en calculant une somme pondérée des dipeptides qui sont plus souvent observés dans
les protéines instables que dans les protéines stables, selon une méthode de prédiction
d'instabilité régionale mise au point par (Guruprasad et al., 1990).

Le coefficient d'extinction (CE) permet d'évaluer la concentration molaire d'une
solution a partir de la mesure de son absorbance (Scientific, 2012).

Pour évaluer I'hydrophobicité de la séquence d'acides aminés de la protéine cible de C.
paraputrificum, l'outil EXPASY ProtScale (https://web.expasy.org/protscale/) a été utilisé, en
s'appuyant sur I'échelle d'hydrophobie de Kyte et Doolittle (Kyte and Doolittle, 1982).
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3. Prédiction de la solubilité protéique
La prédiction des hélices transmembranaires dans les protéines et dans 1,4-p-xylanase

est souvent realisée a l'aide de [l'outil en ligne SOSUI (http://harrier.nagahama-i-
bio.ac.jp/sosui/) (Mitaku et al., 2002).

4. Analyse de la structure secondaire
Les deux logiciels bioinformatiques; le logiciel en ligne de prédiction de la structure

secondaire protéique basé sur PSI-BLAST, PSIPRED 4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)
(Buchan and Jones, 2019) et le logiciel en ligne, Self-Optimized prédiction Method with

Alignment, qui est hébergé dans le serveur Network Protein Sequence Analysis (https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) (Combet et al., 2000)

ont été deployés pour la prédiction de la structure secondaire de la protéine, y compris les
hélices a, les brins B, les brins étendus, les coudes P et les boucles de la séquence d'acides
aminés de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum. De plus, l'analyse de prédiction de la
structure secondaire de cette protéine a été effectuée en utilisant des paramétres par défaut
(largeur de fenétre 17 ; seuil de similarité 8 ; numéro d'état 4) a été soumise via le programme
en ligne SOPMA.
5. Analyse de la structure tertiaire
5.1 Prediction de la structure tertiaire

Nous avons utilisé le logiciel en ligne SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/) (Waterhouse et al., 2018) pour effectuer une modélisation

afin de prédire la structure tridimensionnelle de la sequence de 1,4-B-xylanase de C.
paraputrificum. Il s’agit d’une modélisation par homologie qui est une technique de
modélisation moléculaire.

En effet, selon la disponibilité de modeéles structuraux pour une séquence protéique
donnée, la modélisation peut étre effectuée par modélisation comparative ou d’homologie, ou
par threading qui implique l'identification de I'adéquation structurale entre un repliement
protéique et une séquence spécifique.(Singh et al., 2016).

La modélisation moléculaire par homologie est une méthode qui permet de prédire la
structure tridimensionnelle d'une protéine en utilisant une séquence similaire a celle d'une
protéine dont la structure a deja été déterminée expérimentalement par cristallographie aux
rayons X ou par résonance magnétique nucléaire (RMN) et qui est répertoriée dans la base de
données Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/) (Pellequer, 1999).
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La modélisation par homologie est une méthode hautement précise qui a pour but de
produire des modeéles structuraux fiables de protéines et elle est largement utilisee dans de
nombreuses applications biologiques. (Bordoli et al., 2009).

5.2 Raffinement
Le raffineur de structure protéique a haute résolution, ModRefiner

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) a été utilisé pour améliorer la qualité

physique de la structure tridimensionnelle prédite de la protéine 1,4-p-xylanase de C.
paraputrificum (Xu and Zhang, 2011).

5.3 Validation
Le serveur danalyse et de Vérification structurelle, SAVES v6.0

(https://saves.mbi.ucla.edu) de I’outil d'analyse PROCHECK (Laskowski et al., 1993) a aidé a

évaluer la qualité stéréo-chimique des modéles structuraux tridimensionnels, prédits et

raffinés, de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum par le diagramme de Ramachandran.

Aprés le raffinement et la validation, le logiciel graphique moléculaire PyMOL,
version 2.5.4 (DeLano, 2019), a été employé pour visualiser et optimiser le modele structurale
tridimensionnel de la protéine 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum.

6. Analyse fonctionnelle
6.1 Interactions protéine-protéine

La base de données STRING (Search Tool for the Retrieval of Inter- acting
Genes/Proteins) version 11.5 (http://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2023) a été utilisee
pour construire un réseau d'interaction protéine-protéine, en incluant différentes interactions
protéiques connues et prédites. Cela nous a permis d'étudier les interactions fonctionnelles de
protéine 1,4-B-xylanase de la bactérie C. paraputrificum avec d'autres protéines potentielles.

6.2 Recherche de motifs protéiques
Une requéte de la séquence de la protéine d'intérét a été soumise a I'outil de recherche

MOTIF finder (http://www.genome.jp/tools/motif/), en sélectionnant la base de données

d'annotation Pfam, pour analyser les motifs fonctionnels communs et déterminer les familles
auxquelles appartient la protéine 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum.

6.3 Analyse du site actif
La préediction des sites de liaison des ligands (sites actifs) de I’enzyme 1,4-B-xylanase

de C. paraputrificum a été realisee a 1’aide du serveur COFACTOR
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTORY/), qui est basé sur 1’analyse des structures

des modeles générés, les séquences protéiques et les interactions protéine-protéine (Zhang et
al., 2017).
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Résultats et discussion

1. Analyse des structures primaires
En effectuant une recherche avec les mots-clés "xylanase Clostridium paraputrificum”,

nous avons extrait la séquence d'acides aminés de I'enzyme 1,4-B-xylanase de Clostridium
paraputrificum au format FASTA a partir de la base de données Uniprot
(https://www.uniprot.org/), qui est une ressource universelle de protéines. Les principales

caractéristiques de cette protéine sont récapitulées dans le tableau 3.

Tableau 3: Caractérisation de la séquence récupérée de 1,4-p-xylanase de Clostridium
paraputrificum.

Numéro Nombre Poids
d’accession d’aa moléculaire (Da)
AO0A174B8H3 284 32053.37

2. Analyse des propriétés physico-chimiques
Les caractéristiques physico-chimiques telles que le point isoélectrique (pl), le nombre

de résidus chargés négativement "Asp (-R)", le nombre de résidus chargés positivement "Arg
(+R)", le coefficient d'extinction (EC), l'indice d'instabilité (I1I), la demi-vie, l'indice
aliphatique (Al) et la grande moyenne d'hydropathie (GRAVY) ont été évaluees pour
I'enzyme 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum et sont données dans le tableau 4.

Tableau 4: Caractérisation de la séquence récupérée de 1,4-p-xylanase de Clostridium
paraputrificum.

Numero Pl | -R |+R| EC Il | Demi-vie | Al | GRAVY
d’accession

A0A174B8H3 523 | 41 29 | 41285 | 33.15 | 30 heures | 88.52 -0.254

La protéine cible présente une valeur théorique de point isoélectrique (pl) de 5,23, ce
qui suggere qu'elle est de nature acide. Son indice d'instabilité (1) est de 33,15 (<40), ce qui
la classe comme étant une protéine stable. Le coefficient d'extinction molaire ou coefficient
d'absorption molaire (EC) mesure la capacité d'une protéine a absorber la lumiere (McNaught
and Wilkinson, 1997). Sa valeur était de 41285. La valeur élevée de I'indice aliphatique (Al),
qui s'éléeve a 88,52, indique que cette protéine est thermostable, c'est-a-dire qu'elle présente
une stabilité a des températures élevées. Ce résultat est cohérent avec une étude expérimentale
menée sur la bactérie thermophile Clostridium thermocellum, ou une endo-1,4-B-xylanase
(Xyn10D) thermostable a été caractérisée. Cette enzyme a montré une activité maximale a
une température optimale de 80 ° C (Zverlov et al., 2005) . De plus, la thermostabilité de 1,4-
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B-xylanase a été démontrée chez une bactérie thermophile, Thermotoga petrophila, qui
maintient son activité enzymatique a des températures allant de 80 a 95 C° (ul Haq et al.,
2012). Le paramétre de la grande moyenne d'hydropathie (GRAVY) évalue les interactions de
la protéine cible avec I'eau. Une valeur négative de GRAVY suggére que cette protéine est
hydrophile, c'est-a-dire qu'elle a une affinité pour les moélcules d’eau. Par ailleurs, en utilisant
I'algorithme de Kyte et Doolitle, I'outil bioinformatique en ligne EXPASy ProtScale a permis
de prédire les positions minimales et maximales des résidus hydrophobes dans la séquence
protéique de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum, ainsi que les scores hydrophobes

correspondants Tableau 5.

Tableau 5: Score hydrophobe et position de 1,4-p-xylanase de Clostridium
paraputrificum a l'aide de I'outil ProtScale.

Numéro d’accession Position Score
Min Max | Min Max
A0A174B8H3 263 | 221 |-2.589 | 2.300

3. Prédiction de la solubilité protéique
Le serveur SOSUI permet la prédiction de la solubilit¢ par le calcul de

I'nydrophobicité moyenne et détermine si la protéine est soluble ou transmembranaire. Ainsi,
toute partie hydrophobe de la protéine est marquée comme région transmembranaire. Par
conseéquent, SOSUI a prédit que la séquence de la protéine cible était soluble non
transmembranaire.

4. Prédiction de la structure secondaire
Selon I’analyse du serveur par la méthode SOPMA en utilisant ses parametres par

défaut (largeur de la fenétre, 17; seuil de similarité, 8; et nombre d'états, 4), I'hélice a était la
plus prédominante (111), suivie par les boucles (Random coils) (105), brins B (Extended
strand) (53) puis les coudes B (B-turn) (15) dans notre séquence protéique d’intérét.

Tableau: Prédiction de la structure secondaire de 1,4-B-xylanase de Clostridium

paraputrificum par SOPMA

a-helix Extended strand B-turn Random coils

39.08% 18.66% 5.28% 36.97%

En outre, la structure secondaire de la proteine 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum a
été prédite par le serveur PSIPRED 4.0. Les résultats de ce serveur étaient en accord avec les

résultats obtenus par SOPMA avec une confiance élevée (Figure 9).
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Figure 9: Prédiction de la structure secondaire de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum
(AOA174B8H3) par le serveur PSIPRED 4.0.(A) Representation graphique. (B) Diagramme
d'annotation de séquence. Les couleurs représentent les eléments de structure secondaire des
protéines (jaune pour les brins B, rose pour les hélices a et gris pour les boucles). La confiance
de la prédiction observée dans toute la structure secondaire prédite était élevée, indiquant une
grande fiabilité de cette prédiction.
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5. Analyse de la strcture tertiaire
5.1 Prediction de la structure tertiaire

La prédiction de la structure tridimensionnelle de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum
a été réalisée en utilisant la modélisation par homologie, car la structure de cette protéine
n'était pas disponible dans la base de données PDB. Dans ce cadre, le serveur SWISS-
MODEL a été utilisé pour générer un modele tridimensionnel de la protéine. Les résultats de
cette prédiction structurale sont indiqués dans le tableau 6. SWISS-MODEL a suggéré le
modele 3hxk.1.A (Crystal Structure of a sugar hydrolase (YeeB) from Lactococcus lactis,
Target KR108). Ainsi, le modéle structural de la protéine 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum
avait une identité de 35.20 % et de couverture de 88%.

Tableau 6: Prédiction de la structure tertiaire de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum
par SWISS-MODEL.

Numéro d’accession | Modéle | Identity (%) | Coverage (%0)
AO0A174B8H3 3hxk.1.A 35.20 88

5.2 Raffinement
Le raffinement des modéles est une étape importante pour améliorer la qualité des

modeles structuraux prédits, afin de se rapprocher de la précision expérimentale pour les
études informatiques ultérieures. Dans le cas de la protéine 1,4-B-xylanase de C.
paraputrificum, le modéle 3D prédit par SWISS-MODEL a été raffiné en utilisant le
programme en ligne ModRefiner (Adiyaman and McGuffin, 2019). Aprés le raffinement, la
structure tridimensionnelle prédite est a été visualisée et optimisée en utilisant le logiciel de
visualisation moléculaire PyMOL (Figure 10). 1l s'agit d'une étape cruciale pour la validation

et l'interprétation des résultats de I'analyse structurelle et fonctionnelle de la protéine.
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Figure 10: Structure 3D prédite de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum (AOA174B8H3)
produite par SWISS-MODEL, raffinée par le serveur ModRefiner et visualisée par le
logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.5.4. Prédiction de la structure secondaire de la
protéine cible montrant 1'hélice a (rubans vert), les feuillets B (fléches jaunes) et les boucles

(bleu).

5.3 Validation

Apreés le processus de raffinement structural, la qualité stéréochimique du modéle initial et du
modele raffiné de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum a été évaluée a l'aide du diagramme de
Ramachandran. Cette évaluation a été effectuée en utilisant le programme PROCHECK sur le
serveur SAVES v6.0, qui permet d'analyser et de vérifier la qualité structurale des modéles
protéiques (Figure 11).
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Figure 11 : Validation de la structure par le diagramme de Ramachandran du modele
de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum (A0A174B8H3) de PROCHECK (serveur SAVE
v6.0) . A. modele initial. B. Modéle raffiné. Les régions les plus favorisées sont marquées
comme A, B et L (rouge). Les régions supplémentaires autorisées sont marquées comme a, b,
| et p (jaune), les régions généreusement autorisées sont marquées comme ~a, ~b, ~I et ~p
(jaune clair) et les régions non autorisées (blanc). Tous les résidus non glycine et non proline
sont représentés par des carrés noirs pleins, tandis que les glycines (non terminales) sont

représentées par des triangles noirs pleins.

Le diagramme de Ramachandran présente les pourcentages de résidus présents dans

les différentes régions pour les deux modéles protéiques prédits (initiaux et raffinés) de 1,4-B-

xylanase de C. paraputrificum. Ces valeurs ont été rapportées dans le tableau 7.

Tableau 7: La validation de la prédiction de la structure tertiaire originale et

raffinée de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum par les diagrammes de Ramachandran.

Identifiantde | Type Region | Region autorisée Region Region non
la protéine du favorisée | supplémentaire | généreusement autorisee
(UniProt) modéle (%) (%) autorisée (%) (%)

Initial 79.7 17.0 2.5 0.8

AOA174B8H3

Raffiné 85.0 12.6 2.4 0.0

6. Analyse fonctionnelle

6.1 Interactions protéine-protéine

L'analyse de la fonction biologique de la protéine cible a identifié dix partenaires potentiels

dans le réseau d'interaction protéique en utilisant la base de données STRING (Search Tool

for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) v11.5. Les résultats ont montré que la protéine
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de requéte (représentée par le noceud rouge, AUJC01000003) avait dix protéines partenaires
avec des scores de confiance allant de 0,588 a 0,732. Cela indique I'existence d'un réseau
fonctionnel parmi I'ensemble des protéines de la bactérie C. paraputrificum. L'analyse a
également identifié la protéine d'interaction la plus proche, NadE (Nad (+) synthéthase
dépendante de la glutamine), qui catalyse ’amidation dépendante de I’ATP de la deamido-
NAD pour former du NAD, et utilise la L-glutamine comme source d’azote. Cette protéine
avait un score de 0,732. D'autre part, la protéine d'interaction la plus éloignée,
AUJC01000003 genel398 (dont lI'annotation n'est pas disponible), avait un score de 0,6009.
L’analyse des interactions protéine-protéine de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum
(AOA174B8H3) générée par STRING est présentée a la (figure 12) et au (tableau 8).

AUJC01000006_gene2797

AUJC01000007_gene3114

AUJCO1 _gene1392
— \ "

AUJC01000003_gene1396
= L AUJC01000005_gene793

= . -
¥ nadE R
5 ——

L AUJC01000001_gene2230 | ) \

N
6—_’{ \\ W AUJC01000004_geneS04

% ‘ L AUJC01000003_gene1399
A
Figure 12: Analyse du réseau d'interaction protéine-protéine pour la 1,4-p-xylanase de

_AUJC01000001_gene2185
C. paraputrificum (AOA174B8H3) détectée via la base de données STRING . Le nceud
rouge (de C. paraputrificum) et d'autres nceuds représentaient ses partenaires fonctionnels
prédits de C. paraputrificum (tableau 8).

\
\

JAUJC01000003_gene1398
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Tableau 8: Partenaires protéiques fonctionnels prédits de la xylanase de C.
paraputrificum (AOA174B8H3).

Node Annotation Score
AUJC01000003_genel396 Annotation non disponible 0.732
AUJC01000001_gene2185 Annotation non disponible 0.726
AUJC01000004_gene504 Annotation non disponible 0.703

Nad (+) synthéthase dépendante de la glutamine; 0.700
catalyse I’amidation dépendante de I’ATP de la

nadE deamido-NAD pour former du NAD. Utilise la L-

glutamine comme source d’azote
AUJC01000006_gene2797 Annotation non disponible 0.661
AUJC01000003 genel392 | Annotation non disponible 0.639
AUJC01000005_gene793 Annotation non disponible 0.611
AUJC01000003_genel1398 | Annotation non disponible 0.609
AUJC01000003 gene1399 | Annotation non disponible 0.588
AUJC01000001_gene2230 Annotation non disponible 0.588

6.2 Recherche de motifs protéiques
L'étude fonctionnelle de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum sur le serveur MOTIF

finder a détecté 9 motifs fonctionnels (Figure 12).
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Result of MotifFinder

Number of found motifs: 9 %
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PAE 91..137(0.15) | Detail ]PFO3283, Pectinacetylesterase

Figure 13: Résultat du MOTIF finder montrant le motif fonctionnel de 1,4-p-xylanase de
C. paraputrificum.

6.3 Analyse du site actif
Le serveur COFACTOR a permis de déterminer les résidus d'acides aminés du site

actif de I'enzyme cible de C. paraputrificum. Selon cette analyse, les résidus impliqués dans le
site actif sont la tyrosine 42, I'alanine 114, I'alanine 153, la phénylalanine 182 et la valine 219
(Figure 13).

Le score "BS-score" est une mesure de la similarité locale entre le site de liaison prédit
dans la structure de la requéte et le site de liaison du modéle, en termes de séquence et de
structure. Pour 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum, le score BS-score était de 1,11, ce qui est
supérieur a 0,5. Cela indique une correspondance locale significative entre le site de liaison

prédit et le site de liaison du modéle.
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Figure 14: Sites de liaison des ligands de 1,4-p-xylanase de C. paraputrificum
(AOA174B8H3) prédits par COFACTOR et visualisés par le logiciel de graphisme
moléculaire PyMOL 2.5.4. (A) montrant les sites de liaison de ligand (tyr 42, ala 114, ala
153, phe 182, val 219 ). (B) Vue de surface de la protéine avec son ligand dans le site actif. Le
sphére et stick représentent le ligand (rouge). Sites de liaison du ligand (bleu) avec la structure
du modéle (vert).

Les résultats obtenus pour la recherche de motif protéique et I'analyse du site actif de
1,4-B-xylanase de C. paraputrificum sont comparables a I'étude in silico de xylanase de
Pseudomonas putida (Bakli et al., 2022) dans les acides aminé tyrosine et alanine. Par
ailleurs, nos résultats sont en accord avec travaux sur 1,4-B-xylanase de Clostridium
thermocellum (Ji et al., 2023) montrant les acide amine de site actif qui sont I’alanine et le
phénylalanine.

La recherche sur la 1,4-B-xylanase d'Aspergillus niger (Krengel and Dijkstra, 1996)
indique que les acides aminés du site actif different de notre étude, et la validation de la
structure par le diagramme de Ramachandran via le serveur PROCHECK (SAVEV6.0) montre

des différences également.

De plus, les résultats de I'étude sur la structure tridimensionnelle de 1,4-p-xylanase
d'Aspergillus niger a révélé que le résidu de Tyrosine était, entre autres, impliqué dans les
interactions du site actif de cette enzyme avec son substrat (Krengel and Dijkstra, 1996).
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L'étude présentée ici porte sur I'analyse structurale et fonctionnelle de 1,4-p-xylanase
de C. paraputrificum, une enzyme complexe impliquée dans la dégradation du xylane et
produite par de nombreux micro-organismes tels que les champignons et les bactéries. Les
xylanases ont des applications dans divers domaines industriels, notamment l'industrie des
pates et papiers, lI'industrie alimentaire, la production d'aliments pour animaux et la production
de biocarburants. L'analyse in silico des caractéristiques physico-chimiques d'une protéine est
donc importante pour avoir une meilleure compréhension théorique de I'enzyme d'intérét.
Cette étude est la premiere analyse des propriétés physico-chimiques, de la structure et de la
fonction de 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum, permettant ainsi d'acquérir des
connaissances précieuses sur cette enzyme et contribuant dans sa future utilisation dans
diverses applications industrielles.

La caractérisation in silico de I'enzyme 1,4-B-xylanase de C. paraputrificum a révélé
plusieurs propriétés essentielles. Cette enzyme présente une nature acide, une grande
thermostabilité et une forte hydrophilie. La structure secondaire de la protéine est
principalement composée d'hélices o, de brins B étendus, de boucles (random coils) et de
coudes B (B-turns). En outre, la modélisation structurale par homologie et des analyses
fonctionnelles ont été réalisées pour approfondir notre compréhension de cette enzyme.

Par ailleurs, notre étude démontre I'avantage de I'utilisation des outils bioinformatiques
pour la sélection d'enzyme répondant aux propriétés physico-chimiques, a I'nydrophobicité, la
structure et la fonction recherchées. Cette approche est particulierement utile pour les
protéines dont les structures cristallines tridimensionnelles ne sont pas encore disponibles.

En somme, cette étude de caractérisation bioinformatique fournit une méthode
prometteuse pour la sélection et la conception d'une xylanase possédant les propriétés
physico-chimiques, hydrophobiques, structurales et fonctionnelles souhaitables pour répondre
aux besoins des secteurs industriels.

De plus, notre étude permet d'identifier théoriquement les caractéristiques de I'enzyme
1,4-B-xylanase de C. paraputrificum, qui pourraient étre testées expérimentalement dans
différentes conditions industrielles telles que des pHs, des températures, des niveaux de
salinité, de pression osmotique, d'agents réducteurs, de la présence d'ions, de solvants
organiques, de métaux lourds, etc.

Ces outils bioinformatiques suggérés pour identifier I’enzyme 1,4-p-xylanase de C.
paraputrificum sont nécessaires pour prédire les caractéristiques structurales et fonctionnelles,
ce qui facilite I'analyse expérimentale des protéines, y compris leur expression et purification,

étude fonctionnelle, cinétique enzymatique et étude structurale.
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Résumé

1.4-B-xylanase (EC 3.2.1.8) est une enzyme qui clive de maniére aléatoire le squelette 1,4-f du
polysaccharide de paroi cellulaire végétale complexe xylane. Cette enzyme est utilisée dans divers
secteurs industriels tels que I’industrie des pulpes et papiers, I’industrie alimentaire, des aliments pour
les animaux et la Production de biocarburants. Cette enzyme, produite par des champignons et des
bactéries, clive le squelette B 1,4 du polysaccharide de la paroi cellulaire végétale complexe xylane.
Cependant, peu de connaissances existent sur 1.4-B-xylanase bactérienne. La bactérie Clostridium
paraputrificum présente plusieurs caractéristiques prometteuses pour l'industrie et la valorisation de la
biomasse végeétale.

Cette étude a utilisé différentes méthodes de bioinformatique pour effectuer des analyses physico-
chimiques, analyser la structure secondaire, étudier les propriétés structurales telles que la
modélisation par homologie, le raffinement et la validation du modeéle, ainsi que réaliser des analyses
fonctionnelles de 1.4-B-xylanase de C. paraputrificum. Cette enzyme a démontré sa stabilité thermique
et son caractére acide.

La présente étude est la premiére analyse in silico contribuant a la compréhension des propriétés
structurales et fonctionnelles de cette enzyme, ce qui pourrait favoriser sa production et son utilisation
dans divers secteurs industriels.

Mots clés : 1.4-B-xylanase, xylane, Clodtridium paraputrificum, analyse in silico, modélisation par
homologie

Abstract

1.4-B-xylanase (EC 3.2.1.8) is an enzyme cleaving randomly the B 1,4 backbone of the complex plant
cell wall polysaccharide xylan. This enzyme is used in various industrial sectors such as the pulp and
paper industry, the food industry, animal feed and biofuel production. This enzyme, produced by fungi
and bacteria, cleaves the B 1,4 backbone of the complex plant cell wall polysaccharide xylan.
However, little is known about bacterial 1.4-p-xylanase. The bacterium Clostridium paraputrificum
has several promising characteristics for plant biomass industry and valorization, including versatile
metabolism and adaptability to harsh environmental conditions.

This study utilized various bioinformatics methods to conduct physicochemical analyses, analyze the
secondary structure, investigate structural properties such as homology modeling, model refinement,
and validation, as well as perform functional analyses of the 1.4-3-xylanase from C. paraputrificum.
This enzyme has demonstrated its thermal stability and acidic nature.

The present study is the first in silico analysis contributing to the understanding of the structural and
functional properties of this enzyme, which could promote its production and use in various industrial
sectors.

Keywords : 1.4-B-xylanase, xylan, Clodtridium paraputrificum, in silico analysis, homology
modeling
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