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HAP: Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques

e combustion incomplete de matiere organique fossile ou pyrolyse

HAP Légers . ‘

* ped volatils Naphﬂ:alunﬁ Anthracene Phenanthrene

 hydrophobes

e ubiquitaires

S5 o o

Chrysene Benzn[a]pyrme
HAP Lourds

e toxiques : risques de cancers



Biodégradation bactérienne

m Utilisation des HAP comme sources de carbone
et d’énergie
m HAP a 2 ou 3 cycles:

m Hspeces du genre Pseudomonas
m Genes, protéines et régulation étudiés
m HAP a 4 cycles ou plus

m Bspeces des genres Mycobacterinm ou Sphingomonas

m Genes, protéines et régulation a étudier



Biodégradation des HAP par les bactéries :
cas du naphtalene et du phénanthrene
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o Etape initiale catalyséee par une enzyme
de type dioxygénase
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e La voie de dégradation du
phénanthrene rejoint celle du naphtalene
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Biodégradation des HAP par les bactéries :

cas du pyrene
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Le systéeme dioxygénase

NAD(P)H, H* : ‘

Réductase Ferrédoxine Di
NAD(P)* 10xygenase



Structure de la naphtaléne
dioxygénase

Kauppi et al. Structure (1998)



Mycobacterium sp. 6PY1

m Bacille, Gram™, actinomycete

m [solée pour sa capacité a croitre sur pytene comme
unique source de carbone et d’énergie

Densité bactérienne
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m Capable de croitre sur phénanthrene, benzoate et
acctate



Inductibilité de Pactivité de
minéralisation du pyréne

Pyrene

Benzoate
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Les enzymes de dégradation du pyrene sont induites par les HAP et le benzoate



Induction de protéines par le pyrene

Pyrene
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Stratégie de clonage

Pyrene
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Oligonucléotides dégeénérés

Analyse des
séguences



Geénes codant des dioxygénases dans
le génome de 6PY1

Locus pdol
Locus pdo2 [

Locus pdo3



Southern blots avec sondes pdoA71
et pdoB1




Similitudes des génes de
dioxygénases chez les mycobactéries

Mpycobacterium sp. 6PY1

___pdoD _ pdoA3 4
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Comparaison du locus pdoZ2 avec les
oenes phd de Nocardioides sp. KP7
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Arbre phylogénétique de sous-unités

o de dioxygénases
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Alignement des sous-unités o de
Pdol, Pdo2 et Pdo3 avec NdoB
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Acides aminés ligands du centre
Fer-Soufre et du fer ferreux

Le centre [2Fe-2S] d’une
sous-unité o serait
connecte au centre
catalytigue de la sous-
unité o adjacente par
I”intermediaire de Asp,s
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Mesure de P’activité dioxygénase
in vivo

> agueuse sur

Incubation 6h u Dépo6t phase
colonne C18US

Culture en M9 + huile

de silicone avec HAP

v

Analyse par CPG-SM
en mode SIM




Activité dioxygénase de Pdol

Phénanthrene —— 3,4-phénanthrene dihydrodiol + 9,10-phénanthrene dihydrodiol
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Sélectivité de Pdol
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Pdol oxyde préférentiellement des HAP a 3 ou 4 cycles



Activité dioxygénase de Pdo2
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Activités catalytiques de Pdol et Pdo2

pyrene Pyrene-4,5-dihydrodiol
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Sélectivité de Pdo?2
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Purification de Pdol

pPDO1

1. Fraction soluble
2. DEAE Cellulose
3. Sulfate ’ammonium 1M

4. Q-HyperD




Purification de His -Pdo2

- ) rdoA2 pdoB2 pVDO?2
Prac hs (His),

r

1. DEAE Cellulose
2. TALON

3. DEAE Cellulose
4. Q-HyperD




Spectre d’absorption UV-visible
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Masse moléculaire de Pdo2

MM = 198 kDa

4
1,2 1,3 1.4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2

Vel/Vo

Pdo2 est un hétérohexamere de type o;3;
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Régulation de la synthése des
dioxygénases Pdol et Pdo2

m Cultures de Mycobacterium sp. 6PY1 sur acétate, benzoate,
phénanthrene ou pyrene

m Analyse par immuno-détection de Pdol et Pdo2

PdoAl

PdoA2
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Catabolisme du pyrene

Identification des enzymes des premieres étapes
de la dégradation
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Sélectivité de Pdol et Pdo2
100’0%1% 
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Sélectivité des dioxygénases
Role des résidus de la poche de liaison du substrat

ISPa.

ARCEAS] 158 aa

201 202 204 205 206 208 209 224 251 253 260 295 297 307 310 352 358
NdoB N F GDAMHVFGLVHNILSUFW
PdoA1/A3 N F GDAMHT- GL Y F NPMEF F
PdoA?2 N F GDSHT- GL Y F NUPFF F



Régulation

m Ftude de la transcription des genes codant les
dioxygénases:
m Northern blot, RT-PCR

® [ocalisation des promoteurs

m Construction de fusions transcriptionnelles avec des
genes rapporteuts

m Recherche de protéines de régulation
m BExpériences de retards sur gel

m [solement de mutants de régulation
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