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Introduction

La couleur est un parameétre important de notregptian du monde. Outre son
caractére esthétique évident, elle joue un réleontapt dans notre vie, elle influence nos
humeurs. On observe qu’un véritable langage dekewmus’est développé sur la base de
cette constatation. Ce langage est utilisé paptlagipaux acteurs de la consommation
(publicitaire, médias ...)

L’industrie alimentaire n’est pas en reste. A Igetce du consommateur face a
I'apparence du produit, I'industriel répond par eifiort de controle de ces parametres.
Pour ce faire, certains aliments sont enrichis &g molécules colorantes telles que les
caroténoides.

La synthése chimique de ces molécules est cependarguse. L'origine biologique
de ces pigments s’avere étre une alternative sgérde. Outre cet aspect visuel, les
caroténoides présentent également un intérét omal reposant essentiellement sur leurs
propriétés antioxydantes. Leur domaine d’applicatisétend alors aux industries

cosmeétiques et pharmacologiques.

Mis & part I'identification de nouveaux pigments,détermination de leurs voies de
biosynthese est un enjeu majeur pour les applitatign effet, la connaissance d’'un grand
nombre d’enzymes de la caroténogénese permet ddiendes voies de biosynthese chez

les micro-organismes ou les plantes. Cette apprpehnmet d’aboutir a des organismes
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présentant une caroténogénese orientée vers laughima de caroténoides d'intérét

spécifique voir de nouveaux caroténoides.

Ce travail de thése s’inscrit dans cet effort denp@hension de voies de
biosynthese des caroténoides aromatiques synthétizdr des bactéries non
photosynthétiques.

Dans ce cadre spécifique, seule la derniere étsgte a éclaircir, celle transformant
les caroténes en xanthophylles, I'étape d’hydrdigma a I'origine de la production de

caroténoides aromatiques hydroxylés.

Une premiere partie sera consacrée a l'introduchidaiographique. Apres avoir
défini la notion de caroténoides, on s’intéresserieurs fonctions biologiques et aux
organismes producteurs. La voie de biosynthésecalegénoides sera ensuite présentée,
depuis les étapes primaires communes a tous lemismes caroténogénes jusqu’aux
étapes plus tardives notamment les réactions dématipn. Puis une classe particuliere
d’enzymes intervenant dans ces réactions seradintey les cytochromes P450. Un état
des connaissances sur la caroténogénése des &ciériés étudiéesBrevibacterium
linens Streptomyces mediolanMycobacterium aurumterminera cette introduction

bibliographique.

Les résultats sur les travaux réalisés pendahekets’articulent en deux parties.
La premiére consacrée a I'étude des productionpidesents bactériens puis a leur
caractérisation biochimique notamment au moyenaligses HPLC et LCMS.

La seconde est consacrée a I'étude de l'étape wbkythtion dans la voie de
biosynthése. Une approche bioinformatique estseélien complément d’expériences
d’inhibitions in vivo et de mutagénese. L’ensemble de ces outils eBhéesidentifier le
substrat, le type d’enzyme et le géene impliquéssdarnréaction d’hydroxylation : étape

finale de la caroténogénése étudiée.
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Introduction Bibliographique

1- Généralités sur les caroténoides

1.1- Définition

Les caroténoides sont des molécules lipidiquesrtgaat a la famille des terpenes.
Les terpenes représentent une grande classe deosésn@ fonctions tres variées.
L’appartenance a cette catégorie est alors étahlieles criteres de structure et de
biosynthese. L'unité de base de ces structured’iegpréne composé a 5 atomes de
carbone (C5). Les terpénes sont issus de la coati@mgi’au moins deux isoprénes. La
classification en monoterpéene, diterpéne ou téfratee dépend du nombre d’isopréne
condensé. Les terpénes les plus connus sont cepangables du principe odoriférant des
végétaux comme le limonene pour le citron, le mantlu le camphre. Les caroténoides
sont dans la catégorie des tétraterpénes, caraément issus de la condensation de 8
unités C5. Les caroténoides sont des composési@use hydrocarbonée généralement
composés de 40 atomes de carbone (structure enr@did)il existe aussi des structures en
C30 ou C50. Les caroténoides hydrocarbonés appreti¢ a la sous famille des carotenes.
lIs peuvent étre modifiés par un groupement fomct@ oxygéné, on parlera alors de
xanthophylles [3]. Il existe une variété importanke caroténoides, spécialement parmi
ceux synthétisés par les bactéries. On compte @@ug00 structures différentes [115].
Plusieurs éléments interviennent dans cette digersi
- Tout d’abord le nombre de carbone constituant leekqte de la molécule peut varier

de 30 a 50 avec une majorité pour les structuré34én
- Ensuite ces pigments peuvent étre a structureilenéa cyclique. Les cycles, au
nombre de un ou deux, se situent aux extrémités lécule.

- Le type de cycle rencontré sur ces structuresuesdussi variable, il peut s’agir de

cyclep, € ou aromatique.
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- Enfin le dernier élément permettant cette diverdééstructure est la présence ou non
d’atome d’oxygéne dans la molécule. Ces atomesydémnxe peuvent étre présent sous
forme de fonction hydroxyle, cétone, époxy ou meyhdls sont généralement insérés
aux extrémités de la molécule gu’elle soit a strreetyclique ou non. Les groupements
hydroxyles des cycle@ peuvent ensuite étre glycosylés, phénomene obsewe la
zéaxanthine cheZrwinia herbicola[101].

La couleur est I'élément caractéristique de ceoubes, elle peut varier du jaune au
rouge. Ces molécules doivent leur couleur a leagtesye de doubles liaisons conjuguées
créant un chromophore et permettant ainsi I'absorgde la lumiéere visible entre 400 nm
et 500 nm. Le degré de conjugaison du chromophetermine les caractéristiques
d’absorption du caroténoide [20]. Il faut un minimwe 7 doubles liaisons conjuguées a
un composé pour absorber la lumiére visible (cag-daroténe). Au dela de 7, plus le
nombre de double liaison conjugué est importants ple Anax (longueur d’onde
d’absorbance maximal&u caroténoide est grand et plus sa couleur tersl lgerouge

foncé.

1.2- Fonctions Biologiques

Chez les organismes photosynthétiques, les caiidEnmterviennent au niveau de
I'antenne photo-collectrice qui permet le transtit’énergie lumineuse a la chlorophylle.
La photosynthése est alors efficace sur un plgelaventail de longueurs d’onde.

Pour expliquer leur biosynthése par des organistoasgphotosynthétiques, on suggere un
réle de régulation de la fluiditt membranaire. M#iatérét de ces pigments tient
également a leurs propriétés anti-oxydantes [8]r k&ructure permet de piéger les espéces
réactives de l'oxygene protégeant ainsi la cell@et effet antioxydant présente un
avantage pour toutes les especes aérobies guselst ou non photosynthétiques.

Certains caroténoides sont des éléments nutntifsoitants pour ’'homme et les
animaux puisqu’ils servent de précurseurs a laniita A, le rétinol. En effet, la premiére
étape dans la formation du rétinol est le clivagdéaddouble liaison centrale fucarotéene,
ce qui permet I'obtention de deux molécules denaktijui, aprés réduction, donneront la
vitamine A [2 , 9]. En outre, les caroténoides isetaégalement impliqués dans la

prévention de certaines maladies. Leur effet bguéfia été montré dans les maladies de
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'ceil dont la DMLA (Dégénérescence Maculaire Liée I'dge), les maladies
cardiovasculaires, certains cancers et I'érythénduif par la lumiére. L’'action des
caroténoides dans la prévention de ces maladiag §ée a leur pouvoir anti-oxydant.
Enfin les caroténoides auraient un réle dans lalaéign du systeme immunitaire et dans

la protection de la stabilité génomique [32].

1.3- Organismes producteurs

Les caroténoides sont synthétisés par les orgasigietosynthétiques, depuis la
bactérie a photosynthése anoxygénique a la cyat@hm(pour les procaryotes), les algues
et les plantes supérieures (pour les eucaryotes)nBme de nombreux organismes non
photosynthétiques, certaines bactéries et champsgisgnthétisent ces composés [37].
Chez les plantes, les caroténoides sont claireatesrvables par la couleur qu’ils donnent
aux fruits (tomate), fleurs et racines (carottéy.slont également présents dans les tissus
verts mais leur couleur est masquée par celle dehlarophylle, il faut attendre la
dégradation de celle-ci, a 'automne, pour obsecesrpigments.

Les animaux sont incapables de synthétiser degécaioles. Leur présence chez
certains organismes comme les crustacés, insgussons, et les oiseaux résulte d’'une

absorption alimentaire [5, 81].

Les caroténoides aromatiques sont peu représeatés abtte grande classe de
pigments. lls ont d’abord été découverts dans hgeomarineReniera japonica qui
contient entre autre l'isoréniératéne [132]. Eresuies caroténoides aromatiques ont éte
identifiés chez plusieurs especes bactériennemiPas bactéries non photosynthétiques,
on retrouve uniquement des actinomycetes avee antresBrevibacterium linen$s6],
Mycobacterium aurum Mycobacterium phlei Mycobacterium tuberculosig[129],
Streptomyces coelicolpiStreptomyces odoriferStreptomyces mediolanstreptomyces
lividans [59]. Ces actinomycetes pour lesquels seulemeid tyenres bactériens sont
représentés, synthétisent tous de I'isoréniérat€hez les bactéries photosynthétiques, la
synthese d'isoréniératéne est limitée aux bactébasmes (Chlorobiaceae) comme
Chlorobium phoebacteroidesi Chlorobium phoevibrioided’autre type de caroténoides
aromatiques, I'okénone et le chlorobactene sonthgyisés par des bactéries pourpres

(Chromatiacea) ou vertes (Chlorobiaceae) [68].
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2- Biosynthese des caroténoides

La biosynthése des caroténoides dérive de la iossa générale des isoprénoides,
I'embranchement de ces deux voies se fait au nideagahytoene.

Quelque soit I'organisme considére, les premiétapes de la biosynthese des
caroténoides sont communes. Les enzymes interenst cette voie de biosynthése sont
codées par des genes natéssuivie d'une lettre. Ces génes sont regroupédusstec dit

clustercrt.

2.1- La synthése d’lsoPentenyl Pyrophosphate : IPP

Les isoprénoides sont des métabolites présentstalam$es organismes vivants, leur
précurseur biologique universel est lisopentenyfophosphate. Jusqu'au début des
années 1990, on considérait la voie de l'acide Ioéigue comme la seule voie de
biosynthese permettant la formation d’'IPP [21]. #aine seconde voie, celle du
deoxyxylulose phosphate, totalement différente algorlemiére fut découverte chez les

eubactéries et les organismes eucaryotes phot@igibs [95].

2.1.1- La voie de I'acide mévalonique

La synthése d’'IPP par la voie de I'acide mévaloeigst surtout utilisée par les
champignons. Des expériences de marquage radjcadtimontré que les champignons et
les levures utilisaient uniquement la voie du nhé@&vate pour la production d’'IPP [29].
Les différentes étapes de cette voie de biosynthést présentées dans la figure 1. Le
mévalonate est formé par trois acetyl-CaiA I'hydroxymethylglutaryl-CoA. Les étapes
successives impliquent deux réactions de phosptmgl menant a I'acide mévalonique
pyrophosphate. Le mévalonate pyrophosphate sufititerune décarboxylation a I'origine

de la formation d’isopentenyl pyrophosphate.
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Figure 1: Synthése d’IPP par la voie de I'acide mévaloeiqu

2.1.2- La voie du deoxyxylulose phosphate (voie mév  alonate-
indépendente)

Cette voie découverte dans les années 1990, ssinpé& comme une alternative a la
voie du mévalonate [97]. Dans cette voie, le praeur de I'IPP n’est plus le mévalonate
mais le glycéraldéhyde phosphate et le pyruvatgtilisation de glucose marqué (Glucose
3C) a permis d'identifier cette voie chez les euédes [96], I'algue vert&Scenedesmus
obliquus[107] et les plantes supérieures [70].

La premiére réaction de cette voie de biosynthEge 2) conduit a la formation de
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate par la condensadiopyruvate avec le glycéraldehyde-
3-phosphate sous l'action de la deoxyxylulose phatpsynthase thiamine dépendante. Le
produit de cette premiére réaction est ensuitestoamé en 2C-methyl-D-erythritol-4-
phosphate par la deoxyxylulose phosphate réduotnésase. La réaction suivante
permettent la formation de 4-diphosphocytidyl-2-@thylérythritol par une réaction CTP-
dépendante (référence 4 citée [99]). Ce compob#é snsuite une phosphorylation en
position 2, puis la libération du CMP. Le 2-C-métbyeérythritol 2,4-cyclodiphosphate est
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alors formé. Les réactions ultérieures menant sytdhése d’IPP sont restées inconnues

plusieurs années.

(6{0)
O o 2 HO
)]\ | _L, O oP
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oPP
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dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP) 4-diphosphate

Figure 2 : Synthése d’IPP par la voie du deoxyxylulose phase.

Il faut attendre les années 2001 et 2002 pour dtenlas dernieres étapes de cette
voie de biosynthese. Les travaux de Hesthal. [47] sur des souches recombinantes d’

Escherichia colisurexprimant le géngcpE montrent I'implication de ce dernier dans la
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transformation du diphosphate cyclique en 1-hydidxyethyl-2-(E)-butenyl 4-
diphosphate. Enfin les travaux de Rohdgthel. [94] révélent le rble de la protéine LytB
dans la conversion du 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-byte4-diphosphate en IPP et en
DMAPP et ainsi élucident la toute derniere réactde la voie du déoxyxylulose
phosphate. Il existe également une enzyme, l'isepghdiphosphate-isomérasdif,
capable de convertir I'lPP en diméthylallyl pyrogpbbate (DMAPP) et inversement.

Si la voie du mévalonate est considérée comme uaigy il faut aussi admettre que
la voie alternative du déoxyxylulose phosphatel@agfement représentée dans la nature
[30]. Ces voies ne sont pas exclusives car certamnismes ont la possibilité d’utiliser la
voie du mévalonate ainsi que celle du deoxyxylujgsaesphate (Tableau 1).

Ainsi, chez les plantes supérieures, il apparakidtence des 2 voies pour la
synthese d'IPP. L'IPP utilisé pour la synthese sligsols cytoplasmiques provient de la
voie du mévalonate, alors que I'IlPP nécessaire aytdhése des isoprénoides liés au
chloroplaste (caroténoides, chaines prenyl desapiylles et plastoquinone-9) est issu de
la voie du deoxyxylulose phosphate [70]. La présedes deux voies est également

reportée pour la synthése d’IPP clstzeptomyces sp60].

Organismes Mévalonate Déoxyxylulose
Bactérie v Ou v
Archaebactérie v

Champignon v

Algue v Et/ou v
Plantes supérieures : Compartiment plastidique v
Compartiment cytosolique v

Protozoaire v v
Animaux v

Tableau 1: Distribution des voies mévalonate et deoxyxydelphosphate pour la biosynthese
d’isoprénoides. Tableau présenté dans I'articlEidenreichet al [30].

Pour résumer, les archaebactéries, certaines euieact les levures, les
champignons, certains protozoaires et animauxsetitila voie du mévalonate. Cependant
beaucoup de bactéries et les algues vertes proddifeP uniquement par la voie du

deoxyxylulose phosphate. L'utilisation des deux egoia été établie chez les
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Streptomycetes, certaines algues, des diatoméeameawnast les plantes supérieures. Enfin
certains microorganismes parasites semblent inéegpale synthétiser les précurseurs des
isoprénoides. Ces derniers doivent donc étre cepabltiliser les terpenoides provenant

de leur héte.
2.2- De I'IPP au phytoéne

La voie de biosynthése générale des isoprénoit@sésentée dans la figure 3.
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Figure 3 : Voie de biosynthése générale des isoprénoides [3

Tous les isoprénoides dérivent de la condensaggiusgieurs unités IPP.
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lIs sont formés aprés isomérisation de I'lPP en DNPApar des condensations
successives entre les carbones 1’ et 4 avec descabed d’'IPP. La liaison carbone est
formée entre le carbone 4 de I'IPP et le carbode to-substrat allylique. Pour toutes ces
réactions prényl transférase on observe un méuarnidgentique de « head-to-tail joining »
[99]. Le premier intermédiaire issu de cette comsdéion est le géranyl pyrophosphate
(GPP). Ce composé est a I'embranchement de la ésmtlles monoterpénes. La
condensation d’'une nouvelle molécule d'IPP aveGRP donne lieu a la formation de
farnesyl pyrophosphate (FPP). Ce composé est leumm@ur d'une multitude
d’isoprénoides différents (bactériochlorophylldsiquinones, hopanoides, stérols etc...) et
également des caroténoides en C30, les apocamsnah synthése de ces caroténoides a
30 atomes de carbone commence par la condensai@ PP en diapophytoene sous
I'action de la diapophytoéne synthase Crt M. Lepdmhytoéne (C30) subit ensuite 4
désaturations successives sous I'action de la pigpoéne désaturase Crt N [123]. Cette
voie de biosynthese a été observée hphylococcus aureubactérie productrice de
4,4’-diaponeurosporene [131].

La réaction suivante dans la voie générale de btbege des isoprénoides est la
syntheése de géranylgéranyl pyrophosphate (GGPHg-Eegeut étre réalisée a partir de
deux substrats différents selon I'organisme comsid€hez les plantes supérieures c’est le
DMAPP qui est condensé avec plusieurs IPP [99]isamae chez beaucoup de bactéries le
GGPP est issu de la condensation d’'un IPP avePRedeus I'action de la GGPP synthase
(codée par le genert E). Le géranylgéranyl pyrophosphate est le dernmnposé
commun a la voie de biosynthese générale des i3oiples et des caroténoides.

La réaction suivante est la premiére réaction §ipéei a la branche caroténogéne du
métabolisme des isoprénoides. Elle est communasalés organismes C40 caroténogéne
[3]. Cette réaction correspond a la condensatiodedex molécules de GGPP sous l'action
de la phytoene synthase (codée par le génB pour les bactéries ou le gépsypour les
eucaryotes). Le produit de cette réaction est {ggaime, premier composé C40 considéré
comme un caroténoide malgré son absence de cougegenecrt B d’Erwinia uredovora
a été surexprimé chez. coli. Le produit du gene, la phytoene synthase a ensié
purifiée et étudiéen vitro. De ces expériences il apparait que le phytoénthétise in
vitro est présent sous la forme de deux isomeres : dgislphytoene et le toutrans
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phytoéne. De plus sa synthese requiert des cofaatsgentiels comme I'ATP associé avec
soit le Mrf* soit le Md* [80].

2.3- Désaturations successives du phytoéne

Le phytoéne est le premier composé en C40 préaurdes caroténoides. Son
appartenance a la famille des caroténoides reposguament sur un critere de
biosynthése. En effet comme la majorité des membeesette famille, il est issu de la
condensation de 8 unités IPP. Mais ce composé pa&stun vrai caroténoide dans la
mesure ou il n’absorbe pas la lumiére visible. Bjeil posséde 9 doubles liaisons, seules
trois sont conjuguées ce qui est insuffisant peaercun chromophore. Le phytoéne est
incolore, il absorbe dans I'U.V. a 285 nm [20]. @fd’obtenir un systéme de double
liaisons conjuguées permettant I'absorption dansgdible, le phytoéne va subir plusieurs

désaturations successives (Fig.4).

b oo
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Figure 4 : Désaturations du phytoene. Les caroténoidesarda phytofluéne sont colorés.
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Sur cette étape de désaturation du phytoéne, ohdieiger les organismes qui

synthétisent des caroténoides en deux groupes :

les organismes a photosynthése oxygeénique : lesobgatéries, les algues et les
plantes supérieures. Pour ces organismes la pleyttésaturase, codée par le gérte

P oupdsréalise deux désaturations menant-@arotene. Ces réactions sont stimulées
par le NAD, NADP et I'oxygene [103] et inhibées pgausieurs types d’herbicides
comme le Norflurazon [61]ou I'lsoxaflutole [85]. Ags la formation du-carotene,
une deuxieme désaturase intervient pour permeitferination du lycopene. Cetfe
carotéene désaturase réalise deux deshydrogénaimtessives introduisant deux
doubles liaisons : une en position 7,8 @oarotene et l'autre en position 7°,8 du
neurosporéene. A partir des cyanobactédembaenaet Synechocystisdeux genes
différents codant ld-caroténe désaturase ont été clonés. La désatdrAsabaena
codée par le génert Qa (aussi appel@dg est apparentée aux désaturases de type
bactérien codées par les gewmesl. Tandis que celle d8ynechocystisodée par le
genecrt Qb (ou crt Q2) est assez similaire a celle codée par le gen® ainsi que

celle des plantes codée par le ged€[99].

les bactéries a photosynthése anoxygénique, léérlescnon photosynthétiques et les
champignons. Chez ces derniers, la phytoene déasatwodée par le gewet | est
capable d’effectuer quatre désaturations succesdiwedésaturase Crt | utilise le FAD
comme co-facteur [33] et est inhibée par la dipk@mine. Le lycopene, le produit
final de ces déhydrogénations comporte ainsi 1bldsuiaisons conjuguées.

On compte quelques exceptions a ces 4 désaturation®ffet chezRhodobacter
capsulatuset Rhodobacter sphaeroidesa désaturase Crt | effectue seulement 3
déhydrogénations. Le neurosporene est alors, dwedanx especes Bdodobacterle
substrat des réactions plus tardives dans carad@esg (réactions d’oxygénation
détaillées page 20) [4]. Une autre exception estametrée avec le champignon
Neurospora crassadont la désaturase Al-1 réalise 5 désaturationsessives. Cette
enzyme peut ainsi désaturer le lycopéne pour genére3,4- dihydrolycopeéne,
caroténoide intermédiaire dans la synthese ducioeUyi5].
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Il apparait ainsi d’'importantes différences ente tésaturases des organismes a
photosynthese oxygénique (Crt P) et les désatudeesautres organismes (Crt ). Ces
différences portent sur le nombre d’étapes de désains effectués, le type de co facteur
utilisé, la sensibilité a différents inhibiteurs lat spécificité de substrat (plus importante
avec Crt P que Crt 1) [112].

Une derniere désaturase reste a présenter ; it slada diapophytoéne désaturase
qui est I'équivalent phytoéne désaturase pour &sténoides en C30. La diapophytoene
désaturase retrouvée ch8&z aureuspermet la synthese de 4,4’-diaponeursosporene en

insérant 3 doubles liaisons a partir du diapopmegagéig. 5) [131].
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Figure 5: Désaturations dans la voie de biosynthése dapbténoides (C30).

Cette désaturase codée par le gerteN utilise le FAD comme cofacteur et est
inhibée par la diphénylamine. Ces caractéristicpoes proches des phytoénes désaturases
bactériennes (Crtl). De plus, des expériences depl&mentation ont montré que cette

diapophytoene désaturase est également capablésdaurkr le phytoene. Par ailleurs la
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phytoene désaturase &e capsulatusemble capable de réaliser de déhydrogénation du
diapophytoene. Il apparait ainsi une grande siitélagntre les phytoenes désaturases
bactériennes (Crt | ; pour les caroténoides en @40 diapophytoéne désaturaseSie

aureus( Crt N ; pour les caroténoides en C30) [92]

C’est a partir des produits de la désaturationtidggne : neurosporéne et lycopéne
que la voie de biosynthése des caroténoides seedivi plusieurs branches qui donnent
lieu a cette grande variété de caroténoides. lagsegtsuivantes seront nommees étapes

tardives de la caroténogénése et sont a l'origimkdliversité des caroténoides.

2.4- Cyclisation du lycopéne

Tous les caroténoides ne sont pas cycliques, lisation du lycopéne n’est donc
pas une reéaction universelle dans la caroténogéness est commune a tous les
organismes produisant des caroténoides cycliqués.cansiste a introduire un cycle a
chaque extrémité de la molécule de lycopéne. Léedptroduit peut étre de tyge € ou
v ; selon la position de la double liaison dansyldes (Fig. 6). Les cycles les plus communs
sont les cycles de typg. Les cyclese sont uniqguement retrouvés chez les plantes et
certaines algues [27]. Cependant une étude réeergpporté la présence de cyelehez

des caroténoides de la cyanobacteriechlorococcus marinu$l14].

Z N

SN

cycle 3 cycle € cycle y

Figure 6 : Différents cycles obtenus apres cyclisationsed@&mités du lycopéne.
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Les enzymes qui permettent ces réactions sont éggpeles cyclases. Il en existe
plusieurs catégories selon le type de cycle folmé.lycopenes-cyclases sont a 'origine

des cycle$ tandis que les lycopénrecyclases sont a l'origine des cyckeg-ig. 7).

S N N G 2 S VL - N

P Yo Yo Yo Y VN2 G Y

. lycopéne S cyclase
lycopéne ¢ cyclase
AT T S \I
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lycopéne & cyclasi/ lycopéne 3 cyclase
NP T S S N 2
XY™™ ) )
zéaxanthine
violaxanthine

lactucaxanthine néoxanthine

l

lutéine

Figure 7 : Biosyntheése des caroténoides cycliques.

Ces deux types d’enzymes permettent d’insérer san@ment un cycle a chaque

extrémité de la molécule de lycopéne. Plusieursbtoamsons sont alors possibles (Fig. 7):

- L’insertion d’'un premier cyclgy sous l'action de la lycopengcyclase permet la
formation dey-carotene. La lycoperfecyclase peut ensuite utiliser ce carotene comme
substrat et former ainsi un caroténoide a deuxecfcl le B-caroténe. L’action
successive de lycopeifiecyclase a 'origine de la formation ¢idcaroténe correspond
au cas le plus classique.

- Le d-carotene synthétisé sous l'action de la lycopeéwgclase peut ensuite étre le

substrat d’'une lycopérecyclase et ainsi former un caroténoide possédacycie de
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chaque type : ti-caroténe. Ce carotene est le précurseur d’'un gphtfile trés connu,
la lutéine.

- L’action successive de la lycopeneyclase permet d’obtenir un caroténe possédant 2
cycles e. Ces caroténoides sont peu représentés dans uee.n&n les retrouve
uniquement a I'état de trace chez les plantessedltpues. La laitukactuca sativeest
une des rares especes a produire un caroténoideedaos deux cycles :

lactucaxanthine en des quantités non négligeabgs [

2.4.1- Lycopéne B-cyclase

Il existe plusieurs types de lycopéfeyclase [58]. Chez les bactéries, cette enzyme
est monomérique et codée par le geneY. Le deuxieme type de lycopeifecyclase
retrouvé chez les plantes et les cyanobactériedsétpar le genert L.

Les deux types d’enzymes Crt Y ou Crt L sont cagmlolintroduire deux cycle$
pour former lep-caroténe ou bien un seul cydkepour former la-caroténe (si elles
utilisent led-carotene comme substrat). La structure primaireededeux cyclases est tres
différente. Cependant des petites séquences c@aseont pu étre repérées : une séquence
pour la liaison des cofacteurs, et deux séquermeseasus. Elles partagent également un
profil hydropathique révélant des zones transmendiras. On estime alors que ces
similarités sont le résultat d’'une évolution comente de différentes enzymes essentielle a
leur fonction [129].

La lycopenef-cyclase Crt Y d’Erwinia uredovoraa été surexprimée ché& coli
puis purifiée. L’activité lycopene cyclase de cettezyme est ainsi caractérisée comme une
réaction en deux étapes. Dans cette réaction, des é@xtrémités de la molécule de
lycopene sont cyclisés en cyclgsonone et le caroténoide monocycliguecaroténe est
un intermédiaire. De plus, le neurosporéne et hydroxy-lycopéne peuvent également
étre cyclisés par Crt Y effrzéacarotene et hydroyyearotene. Cependant Crt Y ne peut
convertir ni le 1,1’-dihydroxylycopene, ni le pralypéne ni méme |é-carotene. Les
cofacteurs impliquées dans cette réaction sont AM soit le NADPH [104]. La
lycopene cyclase peut étre inhibée par différentappsés comme : le dimethylamino-
benzenediazonium fluoroborate (DDF), le dimethytphaziridinium (DPA), le
methylphenoxytriethylamine (MPTA) ou la nicotine?]1
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Les cyclases Crt Y et Crt L semblent montrer lesne spécificités de substrats. La
lycopenep-cyclase Crt L issue de la cyanobactéBgnechoccocus spnhibée par le
MPTA est capable de convertir le lycopéne et lerosuorene erp-carotene etp-
zéacarotene mais ne peut cycliset-rotene. Il semble alors que la désaturationod-8
7'-8’ soit nécessaire a la cyclisation [26].

Outre ces deux principaux types de lycop@reyclase (Crt Y et Crt L) on peut
trouver quelques cas patrticuliers. Chez les bast@iGram positifBrevibacterium linens
[57] et Mycobacterium aurunfil29], la lycopeng-cyclase est un hétérodimere codé par
les génescrt Yc et crt Yd Cette cyclase permet l'introduction de deux ey@ a
I'extrémité de la molécule de lycopéne et permasiala formation de3-carotene. Les
génescrt Yc et crt Yd sont contigus et seraient issus de la duplicatiom gene. Ce
nouveau type de cyclase serait également a I'ariginon autre type de cyclase rencontré

chez les champignons.

Chez les champignons, on ne retrouve pas de gérespondant aux géneg Y ou
crt L. La cyclisation du lycopéne est réalisée par ureyme bifonctionnelle : phytoéne
synthase et lycopéne cyclase. Ce type d’enzyme &rpudentifié chez le basidomyceéte
Xanthophyllomyces dendrorho(mdée par le genet YB) [126]; les zygomyceteslucor
circinelloides(codée par le germar RP [125] etPhycomyces blakesleeanigedée par le
génecar RA [6]; 'ascomyceteNeurospora crassgdcodée par le genal-2) [7]. Les
produits des génext YB car RP, car RA et al-2 possédent tous, deux domaines bien
définis. Le premier, localisé dans la partie cagbterminale, est responsable de l'activité
phytoene synthase et serait proche des phytoengquléne synthases des autres
organismes caroténogénes. Le deuxieme domaindistbckans la partie amino-terminale
est responsable de I'activité lycopene cyclased@meaine ne présente pas d’homologie
avec les lycopénes cyclases Crt Y et Crt L maisis@roche de la lycopene cyclase
hétérodimérique d®. linens Le domaine lycopéne cyclase dériverait de la idafbn
d’un géne issu d’un ancétre commun aux champigabaB. lineng[6].

Les lycopenesp-cyclases d'archaebactérigdalobacterium salinarium[87] et

Sulfolobus solfataricug48] sont capables de convertir le lycopene [Enaroténe.



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 31

L’analyse de leur séquence a montré une forte hogimlavec la lycopene cyclase
hétérodimérique et la lycopene cyclase retrouvéz ¢bs champignons. Les homologies

de structures primaires de ces cyclases sont stiséempar la figure 8.

Yc Yd
Bactérie (Actinomycetes) | .| - | TN |
Champignon _:- | Domaine phytoene synthase
Archaebactérie H BN B

Figure 8 : Schéma des structures primaires des lycopérdasey bactériennes hétérodimériques, des
champignons et des archaebactéries [48].

L’accumulation de ces cas particuliers, initialetneercus comme des exceptions, a
conduit a considérer I'existence d’'un nouveau tgee lycopénep-cyclase. Apres les
cyclases Crt Y et Crt L, I'ensemble des trois cyelprésentées dans la figure 8 constitue

alors un troisiéme type de cyclase.

2.4.2- Lycopéne eg-cyclase

Les caroténoides sont souvent étroitement liéphdéosynthése. Par conséquent les
mémes caroténoides sont retrouvés au hiveau desbhnawees photosynthétiques des
plantes supérieures. On trouve typiquement les t@aotdes suivant :p-carotene,
violaxanthine, néoxanthine, zéaxanthine (carot@wid deux cycle§) et la lutéine
(caroténoide a un cycfeet un cycleg). Les cycles sont uniquement retrouvés chez les
plantes et quelques algues [27]. Les enzymes reaptes de la formation de ces cycles
sont alors identifiées chez ces organismes.

Le premier géne codant une lycopéreyclase a été identifié chézabidopsig[25],
plante possédant également un gene codant uneélyedpcyclase. Les séquences
primaires des deux enzymes présentent 36% d’ideatitc6% de similarité. De plus la
lycopenee-cyclase s’avere similaire en séquence aux lycogeogclases des autres
organismes photosynthétiques. Une étude compaddgseleux enzymes a montré qu’elles
utilisaient le méme substrat: le lycopene. La p@we B-cyclase comme déja vu
précédemment peut insérer deux cy@gmur former Ig3-carotene tandis que la lycopéne
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e-cyclase ne peut insérer qu'un seul cyelgour former ded-caroténe (caroténoide
monocyclique). L'action combinée des deux enzymdsame la formation d-carotene
(caroténoide avec un cydleet un cycles). Malgré une forte similarité avec la lycopeire

cyclase, la lycopenecyclase est incapable d’'insérer deux cyeles

Une autre lycopene-cyclase issue de la laituectuca sativaa fait I'objet d’'une
étude en 2000 [24]. La séquence en acide amin&ttie enzyme est identique a 77% a
celle dArabidopsis Cependant la cyclase de la laitue est capahirodiuire deux cycles
e. Elle transforme ainsi le lycopéne eftaroténe (précurseur de la lactucaxanthine). Des
expériences de mutagenése ont montré qu'un seudlurésst responsable de la

détermination du nombre de cyclemsére.

Enfin, un autre type de lycopénecyclase a été identifié chez la cyanobactérie
Prochlorococcus marinuMED4. Cette cyclase est bifonctionnelle : elle tpeatalyser la
formation de cyclgd comme celle de cycle Elle permet ainsi 'accumulation simultanée

chezE. colidea- B- - ete-caroténe [114].

2.5- Désaturation des cycles

Apres les différentes étapes de désaturation dedine polyéne des caroténes et les
différents types de cyclisation des extrémitégxiste une derniére modification pouvant
survenir sur ces molécules hydrocarbonées : latwtési@n de cycles. Cette désaturation
s’effectue sur des cyclgsionone et aboutie a la formation de caroténoétematiques.
Cette derniere réaction demeure peu usuelle étanhéd la rareté des caroténoides
aromatiques. La désaturase responsable de la fomdgs cycles aromatiques identifiée
chez plusieurs actinomyceétes est codée par legéhk

Tout d’abord découverte ch&treptomyces griseS9], cette désaturase permet la

transformation d{i-carotene en isoréniératene vigiesoréniératene (Fig. 9).
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Figure 9 : Voie de biosynthése menant a la formation detéaoide
aromatique : isoréniératéne.

L’enzyme codée par le gewet U posséde deux activités car dans cette désaturation
deux types de réactions différentes sont mis enTeut d’abord une activité désaturase
qui introduit deux doubles liaisons supplémentaidess chacun des cycles et permet
I'aromatisation de chaque cycle. Ensuite I'enzyme & dispose d’'une activité méthyl
transférase afin de transférer le groupement mékbyh position C1 a la position C2 (ou
C1’ a C2' pour l'autre extrémité de la molécule).

L’analyse de la séquence en acide aminé de Cnnditgne de ces deux activités.

- D’'une part, concernant l'activité désaturase, lqus@ce possede deux régions
conservees retrouvées dans les différents typeaméene désaturase (Crt I, pds).
L’'une est localisée dans la partie amino-termimdlBautre dans la partie carboxy-
terminale.

- D’autre part, concernant l'activité méthyl transige, la séquence comprend un
motif typique de méthyl transférase.

Cette enzyme Crt U appartenant a un nouveau typaméene désaturase a ensuite
été identifiee chez d’autres actinomycetgsevibacterium lineng57] et Mycobacterium
aurum [129]. Chez ces deux especes, I'enzyme Crt U pegomme précédemment

présenté, la formation d’'isoréniératéne a partip-@aroténe.
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2.6- Formation des xanthophylles

Dans certains cas, la caroténogénése s’arréte laviecmation de carotene. Dans
d’autres, les caroténes synthétisés subissentXymgimation aboutissant a la formation de
xanthophylles. Ces carotenes qu’ils soient lin&ame cycliques, donneront ainsi naissance
a des xanthophylles linéaires ou cycliques. Leshaphylles linéaires sont toutefois plus
rares que leurs homologues cycliques. L'oxygénmdhiit dans ces réactions peut étre
sous la forme de groupement hydroxyle, methoxylecatbonyle (plus rarement sous
forme d’époxyde). Malgré la forte représentations deanthophylles, les réactions
impliquées dans leur formation sont beaucoup mdbies connues que les réactions

primaires de la caroténogénese.

2.6.1 Les xanthophylles linéaires

Les xanthophylles linéaires, sont essentiellemegmthgtisés par des bactéries
photosynthétiques pourpres du geRteodobacterLa caroténogénése chez deux especes
R. sphaeroide®t R. capsulatusa été largement étudiée [3 , 5, 112]. Elle néweds
produit de 7 génes rassemblés dans un clustea opérons multiples. Ce cluster est
localisé dans un large cluster contenant les gemglgqués dans la photosynthése. Il s’agit
des génes de biosynthése des bactériochlorophgtledes apoprotéines de I'antenne
photocollectrice et du centre réactionnel [63].nHdes 7 genes utiles a la caroténogénése,
trois (crt E, crt B, crt I) sont impliqués dans les étapes primaires de oalie de
biosynthese menant a la formation de neurosporeng gue les 4 autres genest (A, crt
C, crt D, crt F) interviennent dans les étapes tardives de ladawvgénése [108] présentées
dans la figure 10.

On peut distinguer deux types d’enzymes impliquisass ces réactions ; celles qui
introduisent un atome d’oxygene : Crt C, hydroxyseporéne synthase (hydratase) et Crt
A, spheroidéne monooxygénase (monooxygénase)les agli n’'introduisent pas d’atome
d’'oxygene : Crt D, methoxyneurosporene désaturagerteF, hydroxyneurosporene O-

méthyltransférase.
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Figure 10: Biosynthése de xanthophylles acycliques drleadobacter

Rhodobactersynthétise des xanthophylles acycliques a paudirndurosporene.
L’ajout d’'un groupement hydroxyle a I'extrémité ldemolécule est effectué par le produit
du genecrt C codant une hydroxyneursoporéne synthase. Lesulésans ultérieures sont
réalisées par la méthoxyneurosporene désaturageD)CrLe genecrt F code une
hydroxyneurosporene O-méthyltransférase responsatde la O-méthylation des
caroténoides aboutissant au methoxyneurosporese spheroidéne. Enfin, I'enzyme Crt
A catalyse I'oxygénation du spheroidéne en sphérmde. Tous ces caroténoides ne sont
pas synthétisés dans les mémes conditions. Le gigaee et I'hydroxyspheroidéne sont
synthétisés en condition anoxygénique tandis querésence d’oxygene moléculaire
permet la synthese de spheroidenone. Il a été ganie I'oxygéne du groupement
methoxy du spheroidéne provient d’'une molécule W'€zet oxygene est introduit par un
processus d’hydration au niveau de la double Imi€d-C2. La methylation ultérieure

permet I'apparition du groupement methoxy du spkiéree. Dans le cas de la fonction



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 36

cétone du spheroidenone, il a été montré que l'eémggprovient ici de I'oxygene
moléculaire [133] il s'agit alors d’'une réaction deonooxygénation catalysée par la
sphéroidene monooxygénase (Crt A).

La bactérie photosynthétique pourfabrivivax gelatinosugst également capable
de synthétiser des xanthophylles acycliques. L&tdd la sphéroidene monooxygénase a
montré qu’elle pouvait accepter une large variééubstrat. Ainsi, I'utilisation combinée
de Crt A et Crt F permet d’obtenir de nouveaux taroides [88].

2.6.2 Les xanthophylles cycliques

Bien que les xanthophylles cycliques et leurs glig®s soient majoritairement
représentés parmi les caroténoides, leur biosyatt&meure moins bien connue.

Ces xanthophylles dérivent pour la plupartBdecarotene, auquel plusieurs fonctions
peuvent étre introduites et engendrer une multilelearoténoides différents. On compte
a ce jour, 5 types d’enzymes impligués dans la&bion de xanthophylles cycliques
(tableau 2).

Geéne Enzyme Fonction introduite
crt X zéaxanthine glucosylase glycoside

zep zéaxanthine époxydase €poxy

crtZ B-carotene hydroxylase hydroxyle

p450 B- oug-carotene hydroxylase hydroxyle

crt W, bkt B-C-4-oxygénase cétone

Tableau 2: Différentes enzymes impliquées dans la formation
des xanthophylles cycliques.

La S-caroténe hydoxylase Crt Z dans la synthése deanflaire

La B-caroténe hydroxylase codée par le gerieZ, est 'enzyme la plus répandue
dans la biosynthese des xanthophylles cycliquesru® son nom lindique elle utilise le
B-carotene comme substrat pour introduire un grogmerydroxyle en position 3 ou 3’

du cyclep-ionone produisant ainsi frcryptoxanthine puis la zéaxanthine (Fig. 11).
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Figure 11: Hydroxylation duB-caroténe par Ig-carotene hydroxylase (Crt Z).

Les clusters de la caroténogéness) (ont été initialement identifiés chez deux
bactéries non photosynthétique&rwinia uredovora[51] et Erwinia hervicola [73],
bactéries productrices de  xanthophylles cycligeéaxanthine et zéaxanthifie-
diglucoside). Les 6 genes nécessaires a cettedeol@osynthése sont rassemblés dans le
clustercrt. Parmi eux, on retrouve les genes impliqués demsdactions primairesc(t B,
crt E, crt 1), le genecrt Y responsable de la cyclisation du lycopeng-earoténe et enfin
deux génes spécifiques a la formation des xantHigshyLe genecrt Z codant unef-
carotene hydroxylase permet la synthése de zéaransielon la voie présentée par la
figure 11. Le genert X est a l'origine de la formation de zéaxanthreiglucoside par
glycosylation de la zéaxanthine. L’étuttevitro de I'hydroxylase dE. herbicola[52], a
montré que cette enzyme est liée a la membrane @tegpossede une masse molaire de
22 kDa.

La voie de biosynthése des caroténoides chez lgérlmacon photosynthétique
Flavobacterium sp.(R1534) est semblable a celle décrite chgwinia. La synthése
s’arréte a la production de zéaxanthine. L’hydrasgl Crt Z présente environ 50 %
d’homologie avec celles rencontrées ckewinia [86].

La p-carotene hydroxylase identifiée chez la cyanob&c&ynechocystis sgPCC
6803) permet la synthése de zéaxanthine mais ggaiément impliqguée dans la synthése

de myxoxanthophylle [62].
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L’étude in vitro de deuxp-caroténes hydroxylases issues @apsicum annuum
(piments) réalisée par Bouviet al [14], apporte des informations essentielles ssr |
caractéristiques de cette enzyme Crt Z. Il appagradile est dépendante d’'une ferredoxine
et est inhibée par des chélateurs de fer. Les @mutsuggerent alors que le transfert
d’électron du NADPH vers I'hydroxylase est réalpa I'intermédiaire de la ferredoxine.
De plus cette réaction impliqgue un atome de fer @mtiver le processus d’insertion de
'oxygene. La comparaison de plusieurs séquence€rtieZ (procaryote et eucaryote
confondus) montre la présence de 4 motifs histidoeservés, également caractéristiques
des acides gras désaturases. Les résidus histiginees motifs sont indispensables a
I'activité enzymatique. lls seraient des ligandsfeluou bien participeraient au processus
de transfert d’électrons. Ainsi les carotenes hygases appartiennent a une nouvelle
classe de protéines a deux atomes de fer, prodesades gras désaturases dans leur

mécanisme d’action (Fig. 12).
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Figure 12: Mode d’action de I@-carotene hydroxylase [14].

C. annuum posséde une autre enzyme permettant l'introductim atome
d’oxygene sur une molécule @ecarotene, sous la forme d’'une fonction cétons:dgit
d’'une cétolase a l'origine de la formation de cétoténoides. Elle possede également une
époxydase (ZEP) qui agit sur les cyclgsdes caroténoides pour former des époxy
caroténoides comme la violalxanthine [13].

La plante Arabidopsis thaliana synthétise deux types de xanthophylles di
hydroxylés ; la zéaxanthine (deux cydi@<t la lutéine (un cyclg et un cycles) (Fig. 13).
Deux génes codant des hydroxylases de cyctas été identifiés. Ces enzymes nommeées
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B-hydroxylase 1 e3-hydroxylase 2 catalysent I'introduction d’un grempent hydroxyl en
position C3 ou C3’ d’un cycl@-ionone et permettent ainsi la synthese de zéaxentBn
revanche, ces hydroxylases ont une tres faiblevigictenvers les cycles [119]. Ces
hydroxylases sont du méme type queBiaarotene hydroxylase Crt Z décrite chéz
annuum En effet il s’agit d'une monooxygénase a deuxregs de fer non hémique.

L’hydroxylation du cyclee pour la synthese de lutéine est réalisée par sdne
hydroxylase codée par le gemagt 1. Cette enzyme appartient a un nouveau type
d’hydroxylase, jamais rencontré dans la caroténeggfusqu’alors puisqu’elle fait partie
de la famille des cytochromes P450 (monooxygénasies hémique). Ce P450, le CYP
97C1, permet I'hydroxylation du cycle de la zeinoxanthine et ainsi la formation de
lutéine [120]. Enfin Il existe une troisieme adiévif-hydroxylase chezA. thaliana
indépendante de$-hydroxylases 1 et 2. Cette activité serait duenaautre cytochrome
P450 CYP 97A3 identique & 49 % au CYP 97C1 [1130].1

M\(w
|

lycopéne & cyclase / Nf\copéne B cyclase
&)\/\)\/\/w M

| B hydroxylase (b1, b2) | £ hydroxylase (b1, b2)
W M\(\/\(\:@
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Figure 13: Hydroxylation des caroténoides chezhaliana.

L’hydroxylation des caroténoides chez cette platat ainsi étre réalisée par deux
types d’oxygénases différents : soit une monooxggéra fer non hémique de type

carotene hydroxylase Crt Z soit une monooxygéndsel@&mique (cytochrome P450).
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La B-caroténe cétolase dans la formation de I'astaxangh

Si certains organismes arrétent leur caroténogénéséormation de zéaxanthine d’autres
peuvent realiser des oxygénations supplémentdirastaxanthine est un cétocaroténoide
produit par beaucoup de bactéries marines et deoatgies. C’est un xanthophylle trés
oXxygéné, il posséde pour chacun de ses cyclesomaédn hydroxyle en position C3 ; C3’
et une fonction cétone en position C4; C4'. L'imma de la fonction hydroxyle est
réalisée par un@-carotene hydroxylase tandis que l'insertion ddolaction cétone est
réalisée par un@-carotene cétolase. Le mécanisme d’action de cétidase serait le
méme que celui de la carotene hydroxylase dédniez €. annuum14]. Les organismes
qui produisent ces caroténoides possedent alodecastypes d’'oxygénases. Parmi eux on
retrouve, les bactéries maringgrobacterium aurantiacurfil34] etAlcaligenesPC-1 [2],

la levureXanthophyllomyces dendrorho{28] et I'algue verteHaematococcus pluvialis
[72]. Les différentes voies de biosyntheses peaneta formation d’astaxanthine chez ces

organismes sont présentées dans la figure 14 [112].
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Figure 14: Différentes voies de biosynthéses pour la folonadle xanthophylles cycliques.
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Le clustercrt d’A. aurantiacumcomprend tous les génes nécessaires a la synthése
d’astaxanthine dont les deux gened Z et crt W, impligués dans les réactions
d’oxygénation des caroténoides [74]. f-maroténe hydroxylase codée par le gerieZ
présente environ 50% d’homologie avec celles d&cichez les deux espécekmvinia.
Comme nous avons pu le voir précédemment cetteokyldise catalyse I'introduction
d’'un groupement hydroxyl en position C3 ou C3’ daytle f-ionone pour produire de la
zéaxanthine (via I@-cryptoxanthine). Mais dans le cas de la syntlibagstaxanthine, il
apparait que I'enzyme Crt Z est également capdbigatiuire un groupement hydroxyl

sur un cycle 4-cét@-ionone (Fig. 15).
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o

Figure 15: Différents substrats de I'hydroxylase Crt Z.

On remarque que la Crt Z Efwinia présente également cette particularité bien

gu’elle ne synthétise pas d’astaxanthine.

L’enzyme codée par le gerset W est unep-carotene cétolase qui introduit une
fonction cétone en position C4 ou C4’ du cypl®none pour produire la canthaxanthine
via I'échinenone. Elle peut également utiliser yole 3 ou 3’ hydroxyB-ionone comme

substrat (Fig.16).
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Figure 16: Différents substrats de la cétolase Crt W.

Les produits des génest Z etcrt W a l'origine des réactions d’oxygénation dans la
voie de biosynthese de l'astaxanthine posseédenfaibdes spécificités de substrats
permettant la formation d’'une grande variété deotémoides intermédiaires cheg

aurantiacum(Fig.14).
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L’accumulation d’astaxanthine par I'algue verteaematococcus pluvialisst induite
en condition de stress. lfacaroténe hydroxylase isolée chez I'algue vertsemte 38 %
d’identité avec la Crt Z d€. annuum 32% avec celle &rwinia et 34% avec celle dA.
aurantiacum Les 4 motifs histidines impliqués dans la liaisanfer ainsi que la séquence
consensus caractéristigue de flacarotene hydroxylase Crt Z sont retrouvés dans la
séquence de I'hydroxylase isolée chzpluvialis. Cette hydroxylase possede la méme
spécificité de substrat que celle décrite précédemum (Fig. 15) [71]. LaB-caroténe
cétolase codée par le gebkt est uneB-C-4 oxygénase qui permet l'introduction d’'une
fonction cétone en position C4 ou C4’ des cydldsnone, mais contrairement a celle
codée par le genert W les cycles-ionone hydroxylés sont de mauvais substrats pour
cette cétolase [72]. Dans un premier temps}-tarotene est transformé en échinenone
puis en canthaxanthine sous l'action de la cétotamiee par le genbkt Ensuite la
canthaxanthine subit deux hydroxylations successiseus l'action de Ig-caroténe
hydroxylase Crt Z pour aboutir & I'astaxanthineg(Hi4).

Avec la levure X. dendrorhous la voie de biosynthese d’astaxanthine génere
également moins de caroténoides intermédiairesdgoe le cas dA. aurantiacum(Fig.
14). En effet, si I'hnydroxylase accepte indépendaminun cycle3-ionone ou un cycle 4-
cétof-ionone, on ne retrouve pas cette faible spédifidi substrat pour la cétolase. Les
genes responsables des réactions d’oxygénatioasnte ce jour pas connus. Cependant,
limplication du geneast (astaxanthine synthétase) a été récemment modags la
transformation d-carotene en astaxanthine. Ce géne coderait uryenenzes différente
des oxygénases vues jusqu'alors dans la caroté@sgépuisqu’elle serait de type
cytochrome P450. Toutefois, le mode d’action déecehzyme est encore inconnu [127 ,
128].

La synthese d’astaxanthine a partir ghecarotene nécessite I'action conjointe de
deux types d'oxygénases : une hydroxylase (CrttAd)ne cétolase (Crt W ou Bkt). La
cétolase Crt W @®. aurantiacumsemble la seule a pouvoir utiliser des cy¢lasnone
hydroxylés comme substrat. Cette particularité ogradune voie de biosynthese complexe
avec beaucoup d’intermédiaires. Dans tous les eaozymes nécessitent de 'oxygéne

moléculaire Q ainsi que la présence de fefH@4].
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Comme nous avons pu le voir avéc thaliang il existe un nouveau type
d’hydroxylase impliquées dans la caroténogénéesir@ht des caroténes hydroxylases
Crt Z), ce sont les monooxygénases de type P450ypgeed’enzyme n’a été identifié dans
la caroténogénese que tres récemment.

Ainsi d’autres organismes semblent également etililes P450 pour les réactions
d’oxygénations dans la caroténogéneése :

- Chez la levureX. dendrorhous[128] et l'algue verteH. pluvialis [105]
I'implication possible d’une monooxygénase de typgochrome P450 dans la
caroténogénése est mentionnée. Pour I'algue \Vkgesté montré que la synthese
d’astaxanthine est inhibée par [Iéllipticine. Cesuiéat permet d’évoquer
I'implication d’'un cytochrome P450 dans cette biaygse. Cependant que ce soit
pour la levure ou l'algue verte, aucune autre giéniau sujet de l'intervention de
ce type d’enzyme n’est disponible actuellement.

- La bactérie thermophil@hermus thermophilupossede un cluster regroupant des
genes de la caroténogénese sur un plasmide [111¢. $nthétise des
xanthophylles cycliques. Le produit final de cditesynthése est la zéaxanthine et
ses glycosides esterifiés [135]. Un cytochrome Pd&0a bactérie thermophile
Thermus thermophilusCYP 175A1 a été récemment étudié par des exu&sede
complémentation fonctionnelle ché& coli [11]. Ce P450 est capable d’ajouter
deux fonctions hydroxyles sur les cycfegonone dup-caroténe pour former de la
zéaxanthine. Il semblerait que ce P450, a la @iffée des hydroxylases Crt Z ne

puisse hydroxyler des cycles cétones.

C’est a partir des années 2000 que commence aaippda notion de P450 dans la
caroténogénese avec les étudeshHsupluvialis [105] et X. dendrorhoud128]. Mais les
preuves réelles d’'implication de ces enzymes neretrouvées que depuis un ou deux ans
avec les études sh: thaliana[120] etT. thermophilugl11].
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3- Les Cytochromes P450

Les cytochromes P450 représentent une superfaigillaonooxygénases, impliqués
dans le métabolisme oxydatif de nombreux composédsgenes (hormones stéroidiennes,
acides gras, vitamines) et exogenes (médicamesgscigles, polluants). Ces enzymes sont

présentes dans tous les organismes vivants qaigstseucaryotes ou procaryotes.

3.1- Nomenclature

On compte a présent plus de 3000 séquences deénoytoe P450 référencées selon
une nomenclature [79] basée uniquement sur le potage d’homologie entre les
séquences en acides aminés. Deux P450 appartiean@nmhéme famille s’ils possédent
une homologie de séquence supérieure a 40%. Sitomtiologie est supérieure a 55 % les
deux protéines font partie de la méme sous fanfltaur désigner un P450 on utilise le
terme CYP pourCYtochromeP450, en italique lorsqu’on fait référence au gehere
lettres capitales lorsqu’on fait référence a TADNNARNmM ou la protéine. Ce terme est
suivi :

d’'un nombre arabe qui désigne la famifieur les P450 bactériens ce nombre est supérieur
a100),

- d’une lettre pour désigner la sous famille,

- et enfin d’'un chiffre arabe pour identifier le genea lettre P apres un gene est

utilisée pour nommer un pseudogene.

3.2- Mise en évidence et Structure

Ce type d’enzyme identifié dans des microsomesoie én 1958 [55 , 36] est
considéré comme un pigment qui absorbe a 450 nprésence de monoxyde de carbone.
Ce pigment est ensuite caractérisé en 1964 par ®atusato [82], ou ils démontrent que
ce pigment est une hémoprotéine de type b.

Ainsi les cytochromes P450 sont composés d’unenehpiotéique de 400 a 500
acides aminés associé a un héme : noyau tétragpyediant un atome de fer par 4 liaisons

covalentes (Fe-protoporphyrine IX, Fig. 17).
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Figure 17:

Site actif du P450 cam. Le fer
I'héme est représenté en bleu foricé
les atomes d'oxygéne en rou
d’'azote en bleu clair et de soufre
jaune. Le squelette carboné
représenté en gris [109].

La cinquiéme liaison de coordination du fer esbi¢aavec le soufre d’'une cystéine
située dans la partie carboxy-terminale de I'apane. Enfin la sixieme liaison du fer est
formée avec un atome d’'oxygéne provenant d’'une cnt@éd’oxygene ou d’eau. Cette
liaison peut également se former avec un atometBate certains inhibiteurs.

Le principe catalytique du cytochrome P450 repasel’état d’oxydoréduction du
fer hémique. Les électrons permettant une modifinade I'état d’oxydation du fer sont

apportés par un systeme de transfert d’électrongagie selon les classes de P450.

Il existe une différence essentielle entre les R#tBflgine eucaryote (microsomiaux
et mitochondriaux) et ceux d’origine procaryoteslcytochromes P450 procaryotes sont
solubles a la différence de leurs homologues eotesyqui sont membranaires. Ainsi, la
séquence en acide aminé des P450 eucaryotes sgjrphde (environ 500 résidus) que
celle procaryotes (environ 400 résidus) car orotete dans la partie amino-terminale, une

séquence responsable de I'ancrage de ces protiEinsdes membranes.

3.3- Classification des systémes P450

Les P450 forment des complexes multienzymatiques bas réductases, I'ensemble
est alors appelé « P450-containing systems ». Q@tingiie alors 4 classes de P450
(Fig.18). Les deux principales classes sont leeByss de classe | et .

- Les P450 de classe | regroupent les P450 mitociaandet la majorité des P450
bactériens. lls sont associés a un systéeme defdrand’électrons a deux
composantes : une ferredoxine (FD) et une flavémmet (ferredoxine réductase a

FAD ; FDR) dépendante du NAD(P)H.
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Les P450 de classe Il sont présents dans les roioess et sont associés a un
systeme de transfert d’électrons a une composdhts’agit d'une NADPH
cytochrome P450 réductase (CPR) constituée devihdéls (FAD et FMN). Les

deux composants de ce systeme (P450 et réductagdiés a la membrane.
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Figure 18: Représentation des différentes classes de P450.
(http://www.chem.ed.ac.uk/chapman/p450.html#bm3).

Les P450 de classe lll comme le P450 Rkillus megaterium(P450 BM3)
utilisent les mémes cofacteurs que ceux de la eldsmais sont situés dans la
partie carboxy-terminale de I'apoprotéine du P4&0forment ainsi une seule et

méme protéine soluble.

Les P450 de classe IV récemment découvert Biremlococcusessemblent a celui
de B. megateriundans le sens ou I'ensemble P450 et cofacteursefdria aussi
une seule protéine. Cependant la nature des cedfacest différente. Il s’agit
d’une ferredoxine et d’une réductase a FMN dépeteddun NADPH. [28].
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Le parcours des électrons selon les classes ssivient :

Classe | : NAD(PMH — FAD — [2Fe-2S] — Heme — O,
Classe Il et III: NADPH — FAD — FMN — Heme — O,
Classe IV : NAD(PH - FMN — [2Fe-2S] — Héme — O

3.4- Cycle Catalytique

Les cytochromes P450 catalysent un grand nombrecaetions d’oxygénations
différentes, comme des hydroxylations, époxydatiausfoxydations. lls peuvent aussi
réaliser des réactions de réductions, déshalogésatiésalkylation ou désamination [41 ,
130, 83]. Cependant ils sont principalement corpaus l'insertion d’'un atome d’oxygéne

selon la réaction suivante (réaction de monooxytygEmea:

RH+0,+NADPH+H"  —— R-OH + NADP' +H,0

Cette réaction se produit en plusieurs étapes satisfas par la figure 19.
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Figure 19: Cycle réactionnel d’'un cytochrome P450.

La premiére étape correspond a la fixation du sabstu niveau du site actif de
'enzyme. Le substrat est de nature apolaire etag@es au site actif se fait par un canal
hydrophobe. Cette fixation entraine I'expulsion ldemolécule d'eau située sur 1&M8
liaison de coordination du fer hémique.

Au cours de I'étape suivante, le fer ferrique ésluit en fer ferreux grace a l'arrivée
d’un électron transmis par la réductase. Le saidréa cystéine reliée au fer hémique joue
un role essentiel dans ce transfert d’électron.

La troisiéme étape correspond a la fixation deyig@ne moléculaire sur la sixieme
liaison du fer hémique.

Ensuite un électron supplémentaire est incorpargéetonde réduction se produit. Le
dioxygene ferreux est réduit en complexe activéabbgpde réagir avec le substrat.

A la cinquieme étape, on assiste a une protonatiborigine de la libération d’'une

molécule d’eau et du clivage de la liaison dioxygéen



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 49

Au cours de la sixieme étape, le produit est forir@tome d’oxygene lié au fer est
transféré sur le substrat. La forme hydroxyléeuhsgat est générée.

Enfin le produit formé est libéré et le site acifrouve sa conformation initiale.

Ces réactions s’accompagnent de changements catformels importants.
L’acces du substrat au niveau du site actif dezlyeme se faitvia un canal hydrophobe.
Certains P450 présentent une flexibilité confororatielle importante au niveau de ce
canal qui permet I'acces de différents substratsiteuactif de I'enzyme. Cette plasticité est
a l'origine de la spécificité de substrat des PEE). De plus, I'arrivée du substrat dans la
poche hydrophobe entraine une modification de lafacmation de I'enzyme qui
déclenche le processus catalytique [75 , 43]. Eet e libérant le fer hémique de sa
molécule d’eau celui-ci devient alors disponibleup fixer 'oxygene moléculaire. Ce
changement conformationnel permettrait égalemaerteraction avec les partenaires redox
(pour les systemes P450 a plusieurs composan@s) A7].

L’élucidation des structures 3D des P450 gracecaistallographie a permis de faire
de grandes avancées dans la compréhension du sr@eacatalytique de ces enzymes. La
premiére structure de P450 apparait en 1985 avkx die P450cam (CYP 101) de la
bactériePseudomonas putidqui catalyse I'hydroxylation du camphre [89]. Aujd’hui
on compte une vingtaine de P450 différents doatrlacture 3D est connue.

3.5- Reéactions catalysées et les effecteurs

3.5.1 Les réactions catalysées

Les cytochromes P450 interviennent généralements ddas réactions de
monooxygénations et métabolisent une grande vat@&@omposés. Ainsi on retrouve ces
enzymes dans la biosynthése d’hormones stéroigegitaimine D, de I'acide rétinoique
mais aussi dans l'oxygénation des acides gras me$ tizs voies de biosynthéses de
métabolites secondaires. Outre leur implication sdém métabolisme de substances
endogenes, ils jouent un réle important dans lescgasus de détoxification de

xénobiotiques (médicaments, polluant, produitsgo&s). A ce titre ils sont abondamment
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représentés dans les tissus hépatiques des mamsnifdir représentent un enjeu
pharmaceutique et agronomique considérable [130].

3.5.2- Les effecteurs

Le cycle catalytiqgue d’'un cytochrome P450 traverses étapes trés vulnérables aux
inhibitions [84] :
1- laliaison du substrat,
2- la liaison de I'oxygéne moléculaire,
3- I'étape catalytique au cours de laquelle le substgpit un atome d’oxygéne.

Les inhibiteurs peuvent se lier de maniere révegsilguasi irréversible et
irréeversible. Il existe ainsi un grand nombre dibiteurs de P450.

Dans la suite de cette partie, nous allons nousecdrer sur les deux inhibiteurs
utilisés dans ce travail : le métyrapone et leytdtris généralement décrits comme des

inhibiteurs réversibles de cytochromes P450.

Le métyrapone
Ce composé est souvent utilisé pour mettre en geaein cytochrome P450. Le

métyrapone est un inhibiteur réversible qui sealitheme et a la région lipophile de la
protéine (site de fixation du substrat) [98] (F29).

I:I COOH-CH,-CH 4 7
- CH=—CH
2 2 _N\ N / ,
2 N F(e s —
N N
A COOH-CH,-CH, \ N | / CH,
NN
| _— /N CH, CH=CH,
CH
CH3 N | groupement prosthétique
3
o P450

métyrapone

apoprotéine

Figure 20: Représentation schématique du mode d’action élyrapone.
1-liaison au groupement prosthétigidiaison au site hydrophobe.
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Son caractére hydrophobe lui permet de se lier imean du site de fixation du
substrat, il s’agit d’'une inhibition compétitivee@nécanisme a lieu a forte concentration

car |'affinité est faible.

La paire d’électrons libres au niveau de I'hétéobeyazoté du métyrapone permet une
liaison avec le groupement prosthétique, l'inhditiest alors non compétitive. Cette
liaison intervient a faible concentration, I'affi@iétant forte.

Le tetcyclacis

H,C

AN
N_CH\<CH\CH—N
7

|
N\N—CH/ CH N

Cl

Figure 21: Formule du tetcyclacis

Le tetcyclacis (Fig. 21) est généralement utilisézcles plantes comme retardant de
croissance. Il inhibe de maniere tres spécifigue P450 impliqué dans la voie de
biosynthese des gibbérellines. Il intervient damgransformation du kaurene en acide
kaurenoique [91]. Cependant, & des concentratituss glevées, il peut étre utilisé pour
inhiber d’autres P450. En effet, le tetcyclaciségad été utilisé pour inhiber la synthése
vitro dep- cryptoxanthine [100].

La paire d’électrons libres de I'hétérocycle aahiéetcyclacis permet d’interagir avec
le fer hémique du P450, déplacant ainsi 'atomeyb@ne.

Il est possible que d'autres régions de la moléadent importantes dans le
mécanisme d’inhibition. Par des méthodes de mat&is moléculaire, il semblerait que
le tetcyclacis ait une structure proche de cellesdbstrat, le kaurene. Le tetcyclacis
interférerait alors avec la fixation du substrad][9.e mécanisme d’action du tetcyclacis

serait donc proche de celui du métyrapone.

Si les P450 peuvent étre inhibés par une grandét&ale composés, on connait
également des substances qui permettent d’indaisgithése de ces enzymes [66]. Ces
enzymes peuvent étre induite par leur propre satbgttans le cas des P450 non
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constitutifs) mais aussi par d’autres composésc@mait notamment le phénobarbital qui
permet d’induire les CYP 2B (eucaryote) mais aules P450 procaryotes. En effet, ce
xénobiotique, comme d’autres barbiturates, estldapdiaugmenter considérablement les
quantités de P450 présentes clgacillus megaterium{35 , 54 , 77]. Le mécanisme
d’action de cet inducteur n’est pas totalement id&jcil agirait sur la régulation

transcriptionnnelleyia de nombreux récepteurs nucléaires [116].

3.6- Modélisation en trois dimensions

L’analyse des séquences de cytochromes P450 téendigrieur grande diversité
[130]. Lors des alignements de séquences, lesiiéigtle séquence dépassent rarement les
20%. Cette caractéristique est en partie dle agudai ces enzymes métabolisent beaucoup
de substrats différents et utilisent différentstgraaires redox. Les régions de la protéine
responsables de la reconnaissance, de l'acceslatfidation du substrat représentent des
régions variables tout comme les régions impliqudaess le transfert d’électrons.
Cependant, l'analyse comparative de structures 3Dpeamis de dégager des
caractéristiques structurales communes a tousdlg8. En effet ces enzymes posséedent un

« noyau » structural conserve [38 , 39].

Ce noyau structural est composeé :
- d'un paquet de 4 hélices(hélices D, E, l et L),
- des hélices J et K,
- de 2 feuillets.

L’hélice | comporte un résidu conservé : une thnéenmpliquée dans l'activation
de I'oxygene. Cette thréonine est retrouvée damadéf (A/G)-G-x-(E/D)-T. L’hélice L
fait partie du site de liaison de I'hnéme. La séaqeecorrespondant a cette hélice est
facilement identifiable avec la présence du maftivant :
F-(G/S)-x-G-x-(H/R)-x-C-x-G-x-(I/L/F)-A,
dont la cystéine est directement liée au fer hémidw niveau de I'hélice K, on retrouve
un motif trés conservé : E-x-x-R. Les acides amith€se motif retrouvés coté proximal

seraient impliqués dans la stabilisation de ce wmogauctural. Il existe enfin un
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enroulement conservée appelémeandens localisé du coté proximal. On distingue le coté
proximal (coté héme — cystéine) du coté distal §doéme — 8" coordination du fer
hémique). Schématiquement on peut considérer quetéeproximal est impliqué dans la
reconnaissance du substrat tandis que le coté dgtplutdt impliqué dans la liaison avec
le partenaire redox. Le flux d’électron est obseatuéoté proximal vers le coté distal.

Le motif E-x-x-R semble impliqué dans la stabilisatdu noyau structural. Cependant sa
localisation coté proximal peut aussi laisser peasgne implication dans la liaison avec le

partenaire redox [66].

La figure 22 présente la structure 3D d'un P45(Q,[88r laguelle on peut observer

des éléments du noyau structural.

Figure 22: Structure 3D du P450 BMP [38].
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4- Les bactéries étudiées

Parmi les bactéries non photosynthétiques proaestrile caroténoides aromatiques
on retrouve exclusivement des actinomycetes posqukels seulement trois genres
différents sont représenté8revibacterium Streptomyce®t Mycobacterium Dans cette
étude nous avons donc choisi d’étudier la carotémége chez une espece de chacun de
ces genres. Les bactéries retenues BogXibacterium linensStreptomyces mediolaet

Mycobacterium aurum.

4.1- Brevibacterium linens

B. linensest une corynébactérie (bactérie en forme de ragssaram+, immobile,
non sporulante et aérobie. Aussi connue sous le dmraferment rouge », cette bactérie
intervient dans I'affinage des fromages a pate enetlcrolte lavée. Elle donne ainsi une
couleur orange a marron—orangeé a ces fromagese®siparametres peuvent influencer
la synthése de ces caroténoides comme la teneaxygene, I'exposition a la lumiére,
I'age de la culture et les conditions nutritionasl[15 , 76]. Les pigments de cette bactérie
d’intérét industriel ont fait d’'un intérét partice.

En 1961, Grecz et Dack [40] observaient la réacsipécifigue des pigments @
linens a I'ajout d’'une base forte comme le KOH 5M ou Na®GM. L'ajout d’'une seule
goutte d’'une base forte provoque un changemendeage coloration du orange (couleur
naturelle de la souche) au rouge vif et intenseelques années plus tard, les travaux de
Joneset al. [53] indiquent que cette réaction est certainentkrd a la présence d’'un
pigment caroténoide. En réalité cette réactionuast réaction spécifique de pigment de
type flexirubine [31]. Il s’agit d’une réaction (diréaction phénolate) entre la base forte et
le groupement phénol de ces pigments, induisanshift bathochromique de quelques
nanometres. Les pigments Belinensont été ensuite clairement identifiés par lesauxv
de Kohlet al [56], qui ont montré que la pigmentation orangecdtte bactérie est due a
trois caroténoides aromatiques : isoréniératendyydBaxyisoréniératene et 3,3-di-

hydroxyisoréniératene (Fig. 23).
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Figure 23: Caroténoides aromatiques produits palinens

Le séquencage et I'analyse fonctionnelle du clustiede B. linens[57] ont mis en

évidence la présence de tous les génes nécesséaregnthése d’isoréniératéne (Fig. 24).
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Figure 24: Clustercrt deB. linensprésenté dans la publication de Krubasik et Sandrfz/].
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Parmi les 11 genes retrouvés sur ce cluster, Btntlairement identifiés et sont
impliqués dans cette biosynthése. Les gédiesrt E, crt B, crt | interviennent dans les
étapes primaires de la caroténogéenese et doneerd la synthese de lycopene. Les génes
crt Yc et crt Yd codent un nouveau type de lycopéne cyclase, lympéyclase
hétérodimérique (déja présentée dans le paragsaphles lycopene cyclases de la partie
), elle permet la cyclisation du lycopéne @icarotene. Le genert U intervient quant a
lui dans la désaturation ditcaroténe en isoréniératene. Les 4 autres genes p&s de
fonction définie dans la caroténogénése dhidinens

Krubasik et Sandmann émettent I'hypothese de licagibn de 'ORF 10 dans la
caroténogénése, cependant ils n’excluent pas nas ljphtervention d’'une hydroxylase
hors clustecrt. Ainsi aucune information n’est réellement disfbaisur la formation des
dérivés hydroxylés de I'isoréniératéne. La derniéspe de la caroténogénése, la réaction

permettant la formation des xanthophylles cBelinensn’est donc pas connue a ce jour.

4.2- Streptomyces mediolani

S. mediolaniest une bactérie filamenteuse, a Gram positifiidante et aérobies.
mediolanj isolée d’'un échantillon de sol. Elle produit sraiaroténoides aromatiques :
isoréniératéne, 3-hydroxyisoréniératéne et 3,3\dlroxyisoréniératene [1]. Cette souche
forme un mycélium compact qui recouvre et pénetrgélose. Le mycélium végétatif est
lisse, de couleur jaune a orange alors que le nuyaoéérien est velouté de couleur jaune-
beige (aspect du coton). La nature du milieu inflieela couleur des mycélia de méme que
I'aération est un facteur important pour une bopneduction de caroténoides [1(H.
mediolanj ne produit pas de pigments extracellulaires,cE®ténoides restent liés a la
biomasse ; ils sont membranaires.

Le clustercrt de S. mediolanin’a pas été identifie. On dispose cependant de
plusieurs études sur le clustet deS. griseug59 , 106].S. griseusest une bactérie qui ne
produit pas de caroténoide en condition naturellle, possede un clustert cryptique
[106]. Le remplacement du promoteur contrdlant géses impliqués dans les étapes
primaires de la caroténogénése E, crt B, crt 1) permet I'expression compléte de tous
les génes du cluster et ainsi méne a la synthésaéhiératéne. L'analyse fonctionnelle de

ce cluster montre la présence des geéneg, crt B, crt I, crt Y etcrt U nécessaires a cette
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synthése (Fig. 25) [59]. La délétion des deux augrene<crt T et crt V n’affecte pas la
cette voie de biosynthese.

Pvull  BamHl BamHI Milut Miul Saudp Mot
Stul Stul Mot
Sall Sstl
| | L1 181 | Ll |
” crtB ey
= T [ r—
crtY Sy crtv gy EeE
et crt T crEp
gene Enzyme
crtE GGPP synthase
crtB Phytoéne synthase
crtl Phytoéne desaturase
crtY Lycopéne cyclase
crtU B-carotene desaturase (methyltransferase)
crtT Méthyltransférases
crtV Méthylesterase, déméthylases, oxygénases

Figure 25: Clustercrt deS. griseugprésenté dans la publication de Krigeal[59].

Streptomyces mediolaest aussi connue sous le homSieeptomyces griseus sbp.
griseus On peut alors considérer g8emediolanpuisse étre un mutant caroténogen&de
.griseusou inversement, et ainsi supposer la présence dustercrt similaire chezS.
mediolani Dans ce cas les géned T etcrt V n'ayant pas de fonction po@®. griseus
pourrait peut étre trouver un rble dans la synthées dérivés hydroxylés de
I'isoréniératene.

La voie de biosynthése de lisoréniératéne est@menque celle présentée p@ur
linens Etant donné qu&. griseuset S. mediolanisont des bactéries trés proches, on peut

supposer que cette voie de biosynthese est la pém&. mediolani

4.3- Mycobacterium aurum

M. aurumest une mycobactérie issue du sol. Elle est endate batonnet, a Gram
positif, immobile, non sporulante et aérobie. Teutes mycobactéries produisent des
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caroténoides. Certaines espéeces n’en accumulergquiplgues traces, elles sont dites non
chromogenes, d’autres synthétisent des caroténaftes induction par la lumiére ce sont
des especes photochromogenes corivmgaccae[49 , 122]. Enfin il existe des espéces
qui produisent ces pigments de maniere constitugiles sont alors qualifiees d’especes
scotochromogeéenes comrive aurum.

Les travaux sur l'identification des caroténoidesdpits et I'étude de leur voie de
biosynthese chekl. aurumont fait 'objet de nombreux travaux pouvant &reisés en

deux groupes. Chacun de ces groupes mene a undevbiesynthése différente:

Premieére voie :

- Levy-Frebaultet al en 1979 [65] induisent des mutations ciMzaurumA™ en
utilisant le N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidineMNNG). Les mutants de
pigmentations sont isolés et le contenu en cardadésoest analysé. Parmi les
mutants obtenus, on trouve un mutanizjAui produit les mémes caroténoides que
le sauvage mais en quantité supérieure. Cette\@igar permet de déduire que la
synthese de pigments chBkz aurumest soumise a une régulation. Cette étude a
permis de surcroit d’isoler 15 pigments différemtais tous ne sont pas identifieés
notamment les xanthophylles. Il apparait que lengigt majoritaire chell. aurum
est le leprotene. Ce dernier aveadearotene semble étre les produits finaux de la
caroténogénese. Le leprotene a été identifié pauite comme étant identique a
l'isoréniératéne [69]. Il semblerait que les xamthyglles produits ne dériveraient
pas du produit final (leproténe) mais d'un prodsgu d’'une étape plus précoce
dans la biosynthése ou bien seraient issus d’'wua@io@ non enzymatique avec les

carotenes.

- Une carte physique et fonctionnelle partielle depéron caroténogene de
Mycobacterium auruna été établie en 1993 [49] . Les genes nécessailas
synthése des carotenes sont dans un cluster de 1& karoténe majoritaire formé
par M. aurum est le leprotéene mais cette bactérie accumulexdathophylles
toujours non identifiés. Un intermédiaire de latbgse des xanthophylles semblent

avoir été isolé, ce pigment non identifié est nongné

Les travaux de Houssaini-lraqet al. tendent a confirmer I'hypotheése selon
lagquelle les xanthophylles ne dérivent pas du & ils proposent alors un autre
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point de départ a la synthése des xanthophylles xaathophylles chell. aurum
seraient synthétisés a partir du lycopéne. La deidiosynthése des caroténoides

proposée chell. aurum [49] est présentée dans la figure 26.
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Figure 26: Voie de biosynthése des caroténoides &heaurum d'apres Houssaini-Iragei al. [49].

- En 1993, Houssaini-lraquet al [50] ont localisé 3 génes intervenant dans la

caroténogénese :
crtl: permettant la formation du lycopéne a partiptytoéne,
cara: permettant la formation de carotene a partir du lycopene,

car Lep: permettant la formation du leproténe a panitytopéne.

Deuxiéme voie :
- Les récents travaux de Viveires al. [129] sur la caroténogénese Me aurum

remettent totalement en cause la voie de biosyathdes caroténoides

précédemment proposée. L’étude compléte du clagteleM. aurumA®, a permis

de montrer qu’il contient 8 genes organisés en agéxons (Fig. 27).
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Figure 27: Clustercrt deM. aurumprésenté dans la publication de Viveiedsl [129].

Ce cluster est similaire a celui & griseusL’analyse fonctionnelle de ce cluster
montre que les génast E, crt B, crt |, crt Y et crt U sont nécessaire a la synthese
d’isoréniératene. Tandis que les gendsT et crt V ne semble pas intervenir dans cette
voie de biosynthése. La voie de biosynthese deréigératene proposée ici est la méme
que celle déB. linenset S. griseusDans cette voie, le lycopene est cyclis§araroténe,

ce dernier subit ensuite une désaturation pounaltisoréniératéne (Fig. 28).

Dans ce schéma on remarque que le chlorobactémpanait plus, c’est |-
carotene (caroténe jamais identifié cizaurumjusqu’alors) qui serait le précurseur de
I'isoréniératene (leproténe). Cette étude est lampgre a évoquer lidentité des
xanthophylles produits : 3-hydroxy-isoréniératertede 3,3’-di-hydroxy-isoréniératene.
Ces travaux proposent une caroténogenese tresredifte de celle précédemment
envisagée. Cependant des points restent a éclamoiamment au sujet des dérivés
hydroxylés de l'isoréniératéne qui n'avaient pasoea été identifiés jusqu’alors. De plus

la nouvelle voie de biosynthése ne fait pas padesexanthophylles.
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Figure 28: Voie de biosynthése de caroténoides aromaticluezB. linens S. mediolanetM. aurum

Les trois bactéries étudiées produisent donc tolissgéniératéne et ses dérivés
hydroxylés. La connaissance de la voie de biosgetitle ces caroténoides s’arréte a la
formation d’isoréniératene (Fig. 28).

On précise que dans le casSlemediolaniil s’agit d'une hypothese émise suite a

I'étude du clustecrt de S. griseus

Pour connaitre la totalité de la voie de biosyrghéss caroténoides aromatiques
chezB. linens S. mediolaniet M. aurum il reste a identifier la réaction qui permet la

synthese des xanthophylles cycliques : dérivésdxyties de l'isoréniératene.
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A la différence des réactions primaires de la émogénese, on dispose de peu
d’'information sur la formation des xanthophyllesous avons vu que les réactions
d’hydroxylations dans la caroténogénése pouvaignt @ealisées par deux types
d’enzymes : dans la plupart des cas il s’agit d'umenooxygénase a fer non hémique (Crt
Z) mais on voit recemment I'apparition de monooxyages a fer hémique (P450) dans ces
voies de biosynthése. Cependant nous n’avons pasaiszance d’enzyme permettant
I'hydroxylation de caroténoides aromatiques. Esalms le B-caroténe, le substrat de
I'nydroxylation dans cette voie de biosynthése ?sMians ce cas la désaturase Crt U peut-
elle agir sur un cyclg-ionone hydroxylé ?

Dans ce travail nous proposons d’identifier le s@bsle la réaction d’hydroxylation
ainsi que le type d’enzyme impliquée dans la foromatdes dérivés hydroxylés de

I'isoréniératéne.
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Matériel et Méthodes

1- Les souches bactériennes

Les souche®Brevibacterium linensATCC 9175 etStreptomyces mediolaliTCC
33021 proviennent de I' « American Type Culture |€ion »(Manassas, VA, USA).
Quant a la souch#ycobacterium aurumA®, elle a été gracieusement fournie par le
Dr.Viveiros, (Université de Lisbonne, Portugal).sQeois souches sont stockées dans des
cryotubes stériles Nalgéne de 2mL contenant 0,8dmlglycérol a 20% et 0,8 mL d'un
milieu de culture liquide spécifigue a chaque seudtes cryotubes sont ensuite placés

dans l'azote liquide.
2- Milieux et conditions de culture
Les milieux
Les trois souches étudiées sont cultivées danertigsneyers de 250 mL contenant

50 mL de milieu de culture liquide.

* Milieu liquide pourB .linens

D(+) glucose (Carlo Erba) ........ccccceeeeevieeeeeennnnn. 20 g/L
Casamino acides (DifCOo) .........uvvvvvviiiicceeiieees 5g/L
Extrait de levure (Biokar)..........cccevvvvveevvvnnnnnnnnnn. 1g/L
Chlorure de sodium (Carlo Erba) ............ccomm.. 10 g/L
Potassium phosphate di-basique (Sigma).........5.g/L

B. linenspeut aussi étre cultivée sur Bouillon nutritif (k) a 8g/L.
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* Milieu liquide pourS. mediolani

D(+) glucose (Carlo Erba) ........cccceeveeeiieemeccnceeennn. 4 g/L
Extrait de malt (Merck) .........cccooeveeiiiiiieiniiiinnnn. 10 g/L
Extrait de levure (Biokar)...........cccoovvieieeeiiiiiiinnnnnns 4 g/L
CaCQ (Carlo Erba)......cccoeeeeeeeeeeiieeeeeeee e e 2 g/L

e Milieu liquide pourM. aurum
Bouillon nutritif (Merck) ...........eueiiiiiiicceiinn, 8 g/L
Glycérol 20% (Sigma)........cevvvveneeeeesmmmmmeennnnnnn. 20 MIL

Les erlens sont ensuite autoclavés a 120°C pe@2@aminutes.

Les conditions de culture

Les erlens sont ensemenceés avec 1mL de précytideu(ture : un erlen de 250 mL
contenant 50 mL de milieu de culture ensemencé &vaemntenu d'un cryotube). Les
cultures sont alors agitées a 150 rpm (table difigit thermostatée Unitron, Infors). Selon
la souche étudiée la température, comme la duremiltiere, varient ainsiB. linensest
cultivée a 25°C pendant 5 jourS, mediolaniest cultivée a 29°C pendant 5 jourshvet

aurumest cultivée a 37°C pendant 12 jours.

3- Détermination de la quantité de biomasse

L’objectif est de déterminer la quantité de matiseehe sur 15mL de culture. Pour
effectuer cette mesure, il est nécessaire de lavbiomasse (enlever le milieu nutritif),
puis de la sécher avant de la peser.

Les cultures sont homogénéisées a l'ultra-turaxdgen 20 secondes a puissance
moyenne. 15 mL de culture homogénéisée sont initiodans un tube a centrifugation et
centrifugés 15 minutes a 38Q0A l'issue de cette centrifugation, le surnagessitjeté et
le culot est repris dans 15 mL d’eau osmosée. dngealle centrifugation est réalisée dans
les mémes conditions que précédemment. Le surniagsiaéliming, le culot repris dans 2

a 3 mL d’eau osmosée et versé dans une coupeliegndfaum séche et pesée {mLa
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coupelle est alors introduite dans une étuve a @Q&%ndant au moins 24 heures, puis
refroidie au dessiccateur avant d’étre peség. (m

La quantité de biomasse est enfin déterminée farraule suivante :

(m, - m)x 1000
15

m=

m : biomasse (matiére séche) en gJ/L.

Les quantités de biomasse sont toujours estiméggierpoids sec par litre de culture.

4-  Extraction des pigments

L’extraction est pratiquée sur un culot cellulamealablement lavé, les pigments
sont ensuite dissous dans un solvant approprié.

La culture bactérienne est homogénéisée a l'ultraxt 15 mL sont prélevés et
versés dans un tube a centrifugation. Pendant bhites on centrifuge a 38Qp Le
surnageant obtenu est alors éliminé (absence deepig extracellulaires). Le culot repris
dans 5mL d’eau osmosée. Une nouvelle centrifugadians les mémes conditions est
réalisée. Le culot est repris dans 7 a 8 mL de am&th(Chromanorm, Prolabo). Le tube est
enveloppé dans du papier aluminium, afin de protéggepigments de la lumiére, et agité a
100 rpm a 60°C pendant 2 heures. A l'issue derketion dans le méthanol, on centrifuge
a 10000g pendant 15 minutes. Le surnageant est récolténet@dume mesuré. Si le culot
n'est pas totalement décoloré une deuxiéme extractette fois dans l'acétone est
nécessaire. Le culot est alors repris dans 5 micéttme (Carlo Erba), le tube est
enveloppé dans du papier aluminium, agité a 100agempérature ambiante pendant 24
heures. Le tube est centrifugé a 10@0@endant 15 minutes. Le surnageant est récolté et
son volume mesuré. Précisons que I'étape d’extraatans I'acétone est inutile pour
I'extraction des pigments d& linens

L’absorbance des extraits pigmentaires ainsi ra@gpést mesurée, a 450 nm, a
I'aide d’'un spectrophotométre (Mies B).Les extraits sont stockés a —20°C, a I'obscurité

dans des flacons en verre brun.
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La quantité de pigments est calculée par applicadi® la loi de Beer-Lambert, en
considérant la valeur du coefficient d’absorptiqrédifique A2 de 2080 g.L.cm*

(isoréniératene dans I'éther de pétrole) [93]. Lardité de pigments est alors calculée de

la fagon suivante :

_ A(450nm) x Yx 1000

Qpigments_ 1%
A, X100
Qpigments : Quantité de pigments en mg,
Y: Volume d’extrait récupéré en mL,

A (450nm):  Absorbance a 450nm.

La quantité de pigments doit étre rapportée ae, lte qui permet ensuite de calculer

la production spécifique exprimée en mg de pigmpatsgy de matiere séche.

5- Reéaction phénolate

La réaction phénolate observée chBz linens est attribuée a la présence de
caroténoides phénoliques [31 , 53].

L’ajout de quelques gouttes d’'une base forte (Na@HKOH a 5M) sur des colonies
bactériennes produisant des caroténoides phénsligieeuleur orange) entraine
I'apparition immédiate d’'une couleur rouge inten§&®tte réaction est spécifique des
caroténoides phénoliques qui en milieu basiqueeptéat une augmentation de l@ufy
(shift bathochromique) [20].

Cette réaction peut étre réalisée directement ssarcdlonies bactériennes. Dans ce
cas, on préleve a l'aide d'une anse stérile plusieolonies de la souche étudiée. Elles
sont déposées ensuite sur du papier Wathman. Qselgouttes de KOH a 5M sont
ajoutées. Dans le cas d’'une réponse positive astesigne de la présence de caroténoide
phénolique, on observe un changement rapide deuewr de la biomasse qui passe du

orange au rouge.
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Pour plus de précisions, cette réaction peut éffectaée sur des extraits
pigmentaires. Dans ce cas, on réalise le specatesdibance de 350 nm a 650 nm, de 1
mL d’extraits pigmentaires, a I'aide d’'un spectrofmeétre (Hitachi U-2001). Ensuite 100
puL de KOH a 5M sont ajoutés a cet extrait. Le gpeecdtabsorbance est a nouveau
effectué. Si I'ajout de la base forte implique wm@mentation démax d’environ 20 nm,
alors la réaction phénolate est positive et indiguerésence de caroténoides phénoliques
dans les extraits pigmentaires.

6- Méthode d’analyse en HPLC

Préparation des échantillons

Afin d’éliminer les éventuels débris cellulaire®s| extraits de pigments sont
centrifugés pendant 10 minutes a 9900

Le systeme chromatographique

L’analyse des pigments solubilisés dans le méthanalans I'acétone est effectuée
par Chromatographie Liquide Haute Performance (HPE@ phase inverse, sur une
colonne LichroCART 250-4 RP-18 (Merck), de dimensi@50 x 4 mm, avec un diametre
des sphéres de 5um. Cette colonne équipe une dahaicieromatographie Waters (pompe
600 et détecteur d’'absorbance a barrette de d@@)s La phase mobile est composée de
méthanol (Qualité HPLC, Chromanorm, Prolabo) etlderoforme (qualité HPLC, Carlo

Erba) répartis selon les gradients présentés daableau 3.

Gradient GA Gradient GB
- % % - %
te”.‘ps Deb'.t Méthano| Chlorofor te”f‘ps Deb|_t ,% Chloroform
min mL/min | me min mL/min | Méthanol e
0 0.5 100 0 0 1 100 0
35 0.5 100 0 20 1 100 0
70 0.5 80 20 40 1 80 20
85 0.5 80 20 50 1 80 20
100 0.5 100 0 51 1 100 0

Tableau 3: Gradients GA et GB utilisés pour les analyses ElBes caroténoides.
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Les premieres analyses HPLC ont été effectuées laveradient GA, méthode
utilisée pour I'étude des profils HPLC des pigmea¢sdifférentes souches @& linens
[42]. Cette méthode a ensuite fait I'objet d’'uneéfioration pour aboutir au gradient GB.
La boucle d’injection utilisée est de 200 pL. Ledwnes d’extraits pigmentaires injectés
sont de 100 ou 200p.L.

Le systeme est géré par le logiciel Millénium (vans2.15.01, Waters). Il permet
d’obtenir les chromatogrammes [absorbance = f (sedgrétention)]. Ce logiciel fournit
également les spectres d’absorption correspondactiaque pic (spectre UV /visible). Ces
derniers peuvent nous apporter des informationspt&@mentaires sur la nature des

caroténoides présents dans les échantillons.

Caroténoides Standard

Les standards de caroténoides utilisés apres dliggoldans I'acétone sont : [&
caroténe, I'astaxanthine, la zéaxanthine, la cawaifihine, le lycopéne et l'isoréniératéne.
Tous ces standards sauf lisoréniératéne ont detofpar les laboratoires Hoffman-
LaRoche (Basel, Suisse). L’isoréniératene quanti @ lété synthétisé par le laboratoire

Chimie et Biologie des Substances Naturelles, CNFRE 2125, a Quimper.

Pour la purification des caroténoidesMeaurum d’autres types de colonnes HPLC
ont été utilisés :
- colonne C18 semi préparati@s0 x 10 mm/Nucléosil),
- colonne C18 semi préparative a compression e@alo, phase Deltapack C18, 15 um),
- colonne C30- YMC analytiqu@50x4.6 mm/porosité 5um).
Dans chacun des cas, le gradient utilisé est diggtaGB et la boucle d’injection est
de 1 mL afin d’injecter 1 mL par analyse. La pwdfion nécessite la concentration des
extraits pigmentaires avant l'injection en HPLC.sGaxtraits sont concentrés 10 fois a

I'aide d’'un évaporateur-concentrateur (Heto Maxy Pius) réglé a 35°C.
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7- Méthode d’analyse en LCMS

Les extraits pigmentaires ont été analysés par LCMSinstitut de chimie
alimentaire et de chimie analytique de l'universigeHohenheim a Stuttgart. Ces analyses
sont effectuées par le Dr D. Breithaupt.

Les conditions d’analyses utilisées sont préserdéas la publication, Breithaupt
al. 2002 [19].

Le matériel LCMS est composé d'un module HPLC (HRI1Hewlett-Packard)

couplé a un spectrometre de masse (Micromass @ mptall quadripole)

- La séparation HPLC est effectuée sur une colonab/tague YMC C30 (250 x 4,6
mm ; 5um) associée a une pré-colonne C18 (10 xn#y§ Nucléosil 5 um).
L’analyse est effectuée a 35°C, la phase mobilecestposée d’'un mélange de
méthanol tert-butyl methyl ether / KD. Le gradient utilisé est présenté dans le

tableau 4 Le volume d’injection est de 20 pL.

temps min m[l)jrkr)llitn % A % B
0 1 100 0
10 1 100 0
40 1 50 50
50 1 0 100
55 1 100 0
60 1 100 0

Tableau 4: LCMS : gradient utilisé pour la séparation HPLC.
La phase mobile est composé d’'un mélange de mdthartebutyl methyl ether / KD dans les porportions
81 :15 :4 viviv pour (A) et 6 :90 :4 viviv (B).

Les parametres du spectrometre de masse

La source APCI (Atmospheric Pressure Chemical kiron) est chauffée a 150°C et
la sonde APCI est maintenue a 400°C. La déchargenaocest optimisée a 3,7 kV, la
lentille HV a 0,5 kV et le voltage du céne a 30Vazote est utilisé comme gaz réactant et
gaz de séchage a 75 et 300 L/h respectivementpéetremetre de masse est calibré en

mode ion positif avec une gamme de balayage deaitafat de 80 a 1200.
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L’absorbance est enregistrée a 450 nm a l'aide débecteur a barrette de diodes
(DAD : Diode Array Detector).

8- Préparation et utilisation des inhibiteurs et in ducteur

enzymatique

Différents composés sont testés afin d’observer intexaction possible avec une
enzyme de la caroténogénese. Dans ces expeériencas, avons eu recours a des
inhibiteurs de cytochrome P450 (métyrapone, tetmys| l-aminobenzotriazole), un
inihibiteur de monooxygénase flavinique (méthimazatt un inducteur de cytochrome
P450 (phénobarbital). Chaque composé est ajouté midieu de culture avant
ensemencement. Apres la croissance des bactériessmilieux de culture modifiés, les
cellules sont récoltées, la biomasse produite eanhtifiee, les pigments sont extraits et

analysés.

Les différents effecteurs sont préparés de la masidvante :

Le métyrapone 2-méthyl 1,2-di-3-pyridyl propanone (Aldrich) est inhibiteur de
cytochrome P450 [98], sa masse molaire est de 22pr80l". Le métyrapone n'étant pas
soluble dans l'eau, il est dissous dans du DMSOMBihyl Sulfoxyde, Merck). La
concentration finale en DMSO dans le milieu deurelidoit étre inférieure a 0,4% v/v afin
de ne pas étre toxique pour la bactérie (un tenBMSO est donc réalisé pour s’en
assurer). Dans un premier temps, une solution esreréparée, puis filtrée stérilement a
l'aide de filtre stérile (Millex-GP) adapté a uneriague stérile de 2 mL (Terumo). La
guantité désirée en inhibiteur est ajoutée danguzharlen contenant 50 mL de milieu de
culture. Cet inhibiteur est testé dans une gammeodeentration allant de 0,25 mM a 10
mM.

Le tetcyclaciest produit BASF (non commercial) fourni par le Rademacher
(centre d’agriculture BASF, Limburgerhof). Il s’agl’'un inhibiteur de cytochrome P450
[91], de masse molaire 276,45 g.fhoLe tetcyclacis, insoluble dans I'eau, est solséil
dans de 'acétone (Carlo Erba). La concentratioaléi en acétone dans le milieu de culture
ne doit pas excéder 1% v/v pour éviter des probdede toxicité (pour s’en assurer on
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réalise un témoin acétone). De la méme manierepgue le métyrapone, une solution
meére est préparée, puis filtrée stérilement. Lantjigadésirée en inhibiteur est ajoutée a

chaque erlen avant 'ensemencement. Les concemisaiestées vont de 0,01mM a 1mM.

Le 1-aminobenzotriazol@®BT) (Sigma), est un inhibiteur de cytochrome P450 [84]
a une masse molaire de 134,1 g. ndle ABT est solubilisé dans I'acétone, il est slor
préparé de la méme maniére que le tetcyclacisoBgpasé est utilisé dans les cultures de

M. auruma des concentrations allant de 1 a 10 mM.

Le Methimazolg2-Mercapto-1-methylimidazole (Sigma) composé @dssa molaire
égale & 114,16 g. mblest un inhibiteur de monooxygénase flavinque (FNI2L]. Ce
composeé est soluble dans 'eau. La solution méreréparée avec de I'eau stérile puis
filtrée et ajoutée au milieu de culture comme pdéodent détaillé. Ce composé est utilisé
dans les cultures dd. auruma des concentrations allant de 1 & 10 mM.

Le phénobarbital(sel de sodium, Fluka) a une masse molaire de225tmot* et
est un inducteur de cytochrome P450 [77]. Ce compsassolubilisé dans I'eau, puis filtré
stérilement et ajouté au milieu de culture avanseemencement. La gamme de

concentration testée s’étend de 2 mM a 8SmM.

Remargues sur les inhibitions et inductions in vivo

Chaque concentration est testée soit en tripligaitaen duplicata. De plus, a chaque
expérience un témoin sans inhibiteur (en duplicasi) réalisé. Pour les inhibiteurs
insolubles dans I'eau, nécessitant I'utilisationrdsolvant, on réalise également un témoin
solvant : culture ne contenant pas d’inhibiteuriquament le solvant utilisé en quantité

maximale.

Dans le cas d’obtention d’'une inhibition de la ¢anmgénese par un de ces
inhibiteurs, une expérience de réversibilité edeatfiée. Cette expérience a pour but
d’établir sans aucun doute possible un lien deeausffet entre la présence d’inhibiteur
dans le milieu de culture et I'inhibition d’'une péade la caroténogénése. Pour ce faire, on

ensemence les bactéries sur un milieu de culturecant I'inhibiteur a une concentration
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ou l'inhibition a pu étre observée. A l'issue depkriode de croissance, on récupere toutes
les cultures. La moitié est utilisée pour quantifie biomasse et analyser les pigments
produits afin de vérifier que I'inhibition a biem dieu. Pour I'autre moitié des cultures, la
biomasse est récupérée, lavée stérilement powegrieute trace d’inhibiteur et remise sur
milieu minimum pour empécher la croissameenovodes bactéries (Tryptone sel, Merck)
pendant 70 heures. Enfin les bactéries sont rééapgla biomasse quantifiée, les pigments

extraits et analysés.

9- Etude des P450 in vitro

On cherche a mettre en évidence la présence de dt0des extraits acellulaires

issus des bactéries étudiées, le protocole ugisinspiré de celui présenté dans [102].

9.1- Préparation des extraits acellulaires

On utilise 40 mL de culture bactérienne en fin d®issance. Apres une
centrifugation a 8 000 g pendant 10 min a 4°Culaageant est jeté et le culot repris dans
30 ml de tampon phosphate (100 mM ; pH=7,4). Unevalbe centrifugation est effectuée
a 8 000 g pendant 10 min a 4°C. Le surnageanetste} le culot repris dans 4,2 ml de
tampon phosphate contenant 20 % de glycérol, 0/3de PMSF (Phenylmethylsulfonyl
fluoride, Sigma préparé dans du n-propanol) et M de B-mercaptoéthanol (Sigma,
préparé dans du tampon phosphate). Les cellulgsessuite maintenues dans la glace
pendant le reste de la manipulation. Les cellulas $ysées par 6 cycles de 30 s. de
sonication et 30 s. de pause ou la sonde estdiefrdans la glace. Puis les lysats sont
centrifugés a 28 000 g pendant 25 min a 4°C. Hafsurnageant (extraits acellulaires) est

récupéré et stocké a —20 °C.

9.2- Spectre d’absorbance différentiel de P450 réduits en

présence de CO

On utilise un spectrophotométre a double faisceditachi U-2001), I'extrait
acellulaire est réparti dans deux cuves en guénezajoute dans chaque cuve quelques
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grains de dithionite de sodium, composé réductauis on fait buller du CO dans la cuve
d’essai pendant 30 secondes. On réalise ensusgeldre d’absorbance de 390 a 500 nm.

La présence d’un pic d’absorbance a 450 nm indapeesence de P450.

10- Méthodes de mutagénése

10.1- Mutagénese aléatoire, aux U.V.

B. linensest cultivée sur bouillon et gélose nutritifs. loegtures exposées aux U.V.
sont des cultures en phase exponentielle de cnmiss&fin de connaitre le moment Bu
linensatteint cette phase on réalise une cinétique aissance suivie par lecture de DO a
600 nm. La cinétigue est réalisée sur des cultwes50 ml de bouillon nutritif,
ensemenceées par 1 ml d'une préculture de 5 joessetlens sont agités a 100 rpm a 25°C.
Au bout de 12h, la culture est au milieu de la phagponentielle.

Pour les expériences de mutation U.V., on utiliskmac des cultures agées de 12 h.

On préleve 1 mL d'une culture de 12h, puis on séatles dilutions en cascade. On
étale au rateau 100 pL de la dilution®16ur des géloses nutritives. Ces géloses seront
ensuite exposées aux U.V (boites ouvertes) soashotte a flux laminaire (Heraeus
Kendro HS 12). Le temps d’exposition aux U.V. vateel min & 25 min. Les boites sont
ensuite incubées dans une étuve a 25°C pendanir$ & l'issue des 5 jours, la couleur
des colonies est observée. Les clones présentantcauleur differente de celle de la

souche sauvage (orange) sont répiquées afin dteffete test des phénolates.

10.2- Electroporation

Le protocole utilisé est tiré de la publicationlazetet al.[64]

Préparation des cellules compétentes

B. linens ATCC 9175 est cultivée sur un milieu LB avec 10% sliccinate de
sodium et 2% de glycine. Les cultures sont incul2é86°C et agitées a 150 rpm. Quand

les cultures atteignent une DO a 570 nm de 0,péfacilline G (Sigma) est ajoutée a 0,3
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png/mL. Les cellules sont récupérées lorsque lesias ont une DO a 570 nm égale a 1.
Les cultures sont centrifugées a 6000 rpm pendamiih, a 4°C. Le surnageant est jeté et
le culot repris par du saccharose a 8 mM (volunteespondant a 0,1 fois le volume de
culture). Apres avoir renouvelé l'étape de lavage |@ saccharose, les cellules sont
resuspendues dans cette solution de maniere &doentré 60 fois. Les cellules ainsi
préparées sont aliquotées par fractions de 20 parservées a -80°C.

Electroporation

40 pL de cellules compétentes sont mélangées aL1@’ADN dans une cuve
d’électroporation de 0,2 cm de trajet (Bio-Rad)s kcellules sont soumises a une implusion
électrigue sous l'action de ['électroporateur (Mjoulser, BioRad) réglé avec les
parametre suivant : 25uF, 2,5kV et 400Aprés I'électroporation les cellules sont diluées
avec 0,95 mL de milieu LB supplémenté par 0,5 Msdecharose, elles sont ensuite
incubées a 90 °C pendant 90 min. Les cellules sosiite mélangées a 9 mL de bouillon
nutritif. Aprés plusieurs dilutions en cascade taies sur des géloses nutritives, 100 pL de
la dilution 10%. Les géloses sont incubées & 25°C pendant 5 jdut$ssue de cette
période d’'incubation, la couleur des colonies dsteovée. Le test phénolate est effectué
sur les clones présentant une couleur différentsadeage.

11- Extraction ADN bactérien

Les différentes souches &e linenssont cultivées sur bouillon nutritif. Apres 24 h
de culture, on dépose 1,3 mL de culture en tuberegpf. Apres une centrifugation de 5
min a 5000 g, le surnageant est éliminé et le crdptis dans 20QL de tampon TE
(Trisma Base 48,59 + EDTA 7,59 + eau gsp 1000 nplHa8). On ajoute ensuite 500 pl
de solution de lyse (Trisma Base 0,6g + SDS 3gutgsp 100 mL + 2 mL NaOH 4M), et
on mélange par inversion répétée des tubes. Les &dnt incubés pendant 30 min a 55°C,
puis 700 uL de Phénol - Chloroforme (Phenol:Chlonoflsoamyl Alcohol 25:24:1,
Sigma)sont ajoutés. Aprés une centrifugation de 15 nii® 800g, on récupéere 600 pL de
la phase aqueuse supérieure. On ajoute ensuitpl2@6 la solution d’Acétate de sodium
a 3M, pH = 5,2 puis 60QL d’alcool isopropylique et on mélange par invensiépétée des
tubes. Les tubes sont incubés 30 min a -20°C. Apres centrifugation de 10 min a

10 000g, le culot est repris par 500 puL d’éthan@l0éoc. Une nouvelle centrifugation est
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réalisée (10 min, 10 000 g). Le culot est séchéwaporateur-concentrateur (Heto Maxi
Dry Plus) pendant 30 min et repris par 200 uL d’stérile. La solution d’ADN ainsi

obtenu est conservée a -20°C. Un spectre d’absmebast réalisé afin d’estimer la
concentration de la solution d’ADN. On consideree g0 unités DO a 260 nm

correspondent a 1mg/mL.

- PourB. linensATCC 9175, la solution d’ADN obtenue est a 2,32/mng
- Pour le mutant BLMJ, la solution d’ADN obtenue @2,35 mg/mL,
- Pour le mutant BLE7J, la solution d’ADN obtenws & 1,31 mg/mL.

12- PCR et Electrophorese
PCR

On dispose de 12 amorces s’hybridant soif I10 du clustercrt pour amplifier ce

gene. Ces amorces synthétisées par Qbiogene ssenpees dans le tableau 5.

.| Nomde ’ o MW oc | M2 |conc
N l'oligo sequence 5-3 g/mol 22:;?3468 ((,/:g;) Y
1 |Fw P450-1: |GIT GAG CAA CCA GCT GAT 5524 54 47 100
2 |Fw P450-2: |CAA CCA GCT GAT CCA ACT 5413 54 47 100
3 |Rev P450-1: |GTT CGA GAG GAA GCG TAA 5613 54 47 100
4 |Rev P450-2: | GAG GAA GCG TAA TCA GCA 5582 54 47 100
5 |Fw P450c-1: | CAT CGA AGT CTC AGA CAA 5477 52 45 100
6 |Fw P450c-2: | GGA GAC GGT CAT CCC T 4882 52 47 100
7 |Fw P450c-3: | AGC GAC GGA GCC CAC A 4885 54 49 100
8 |Fw P450c-4: |CTT TCG GCA ACA CCC CAT A | 5693| 58 49 | 100
9 |Rev P450c-1] TAG AGA GCC AAT GGT TGA 5588 52 45 100
10 | Rev P450c-2]GIT GAC CCG GGC ACG T 4898 54 49 100
11 | Rev P450c-3]CAC GTG TGG GCT CCG T 4889 54 49 100
12 | Rev P450c-4] GCA GAT GCG AGA GCA CA 5254 54 48 100

Tableau 5: Amorces de brf 10du clustercrt deB. linens Rev : amorce reverse ; Fw : amorce forward.

Pour la réaction de PCR, ces amorces sont utilidaese concentration de 10 uM

tandis que les solutions d’ADN matrice sont utéisé une concentration de 50ug/mL.
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Le volume réactionnel est de 50 uL, il est comptesé
- 25 pL de PCR master mix, 2X (Promega),
- 5 uL d’ADN matrice a 50 pg/mL,
- 10 pL d’eau pure (sans nucléase) (Promega),
- 5 puL d’amorce forward a 10 uM (QBiogene),
- 5 pL d’amorce reverse a 10 uM (QBiogene).

L’ensemble du volume réactionnel est déposé dasdubes PCR de 0,2 mL. Les
tubes sont placés dans un thermocycleur (Flexidecene). |l effectue une dénaturation
initiale de 5 min a 94°C puis 30 cycles de 2 mihaQue cycle est constitué d’'une phase de
dénaturation de 30 s a 93°C suivie d’une phasebditigtion de 30 s a 50°C et enfin une
phase I'élongation d’1 min a 72°C. A la fin des@gles, I'appareil maintient les tubes a
72°C pendant 10 min.

Electrophorése

A l'issue de I'amplification, une analyse par étephorese des produits PCR est
réalisée. Le dépdt est composé de 10 pl de prodR@BR mélangés a 3uL de 6X
(Blue/Orange 6X Loading Dye, Promega). On déposesdl2 uL de ce mélange par puits.
On dépose également 20 pL de marqueur de taillsA Dadder 1kb (Promega) et
marqueur Lambda (DNA / EcoRI + Hindlll ; Promegiglectrophorese est effectuée sur
un gel d’'agarose a 1,2% (2ml TAE : Tris Acetate RDADOx + 1,29 d’agarose + eau qsp
100ml) dans un tampon TAE 1x. La migration duréd2t00 V. Le gel est révelé aux U.V.

aprées une coloration de 30 min dans une solutiddrdmure d’éthidium.

L’ADN utilisé pour I'électroporation correspond &slamplimeres dedif 10 de
BLMJ. Avant d’étre utilisé, les ampliméres sontifi@s a partir des bandes découpées sur
le gel d’'agarose. La purification est réaliséea#de d’'un kit de purification (QIAquick Gel

extraction kit).
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Résultats Discussion

1- Caractérisation des pigments produits par les ba  ctéries

étudiées

Différentes études menées sur les trois bactéetesuies ont permis d’identifier les
caroténoides accumulés. Il est donc connu qu’elfeduisent toutes du 3,3’ di-hydroxy-
isoréniératéne. Cependant les profils pigmentaaiasi que les niveaux de productions
sont encore a détailler notamment p8umediolaniet M. aurum Dans cette partie nous
étudierons les productions de pigments et de bisenekez ces trois bactéries. Puis nous
procéderons a la caractérisation des pigments psodalon les approches suivantes :
études des spectres d’absorbance, analyses HRICMS.

1.1- Etudes de la production de biomasse et de pigments

1.1.1 Production de pigments et de biomasse chez B. linens

Les quantités de biomasse et de pigments produétesette bactérie different selon
le milieu de culture utilisé. Les premiéres étudescette bactérie ont été réalisées sur un
milieu complexe. Les données obtenues avec ceursbat les suivantes :

- production de biomasse : 1, 26 g/L,
- production de pigments : 0,97 mg/L,
- production spécifique (atteinte en phase statioehal,77 mg/g.

L'utilisation d’'un milieu classique riche comme leouillon nutritif permet
d’augmenter sensiblement tous ces niveaux de ptiodud.es valeurs obtenues avec ce
type de milieu sont les suivantes :

- production de biomasse : 1,7 g/L,
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- production des pigments : 1,53 mg/L,
- production spécifique : 0,91mg/g.

Ce deuxieme milieu est utilisé pour les expériemmésentées dans le paragraphe
2.4 de cette partie. Toutes ces valeurs sont obseswr des cultures de 5 jours.

B. linensest la premiére bactérie productrice de carotéscddematiques étudiée au
laboratoire. Les cinétiques présentées dans cgnaatee sont issues de travaux antérieurs
(Fig. 29) [42].

La figure 29 présente les courbes de croissanceéeeproduction de pigments
ajustées au modele de croissance microbienne dep&tmj136].

La figure 29.b correspondant aux dérivées des esude la figure 29.a. Cette
présentation permet d’avoir accés aux productivitgstantanées. Le maximum de
productivité de biomasse coincide avec le maxim@mprbduction de biomasse et est
atteint aprés 20 h de culture. CH&zlinensla biomasse et les pigments sont produits en
méme temps. Ces deux productions sont liées. Ltesirguen concluent I'appartenance de

la caroténogénése au métabolisme primaire.
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Figure 29: Courbes de croissance et de production de pitghpamB. linens.
a)données expérimentales (exp) et courbe de Gorgjestée (mod).
b) dérivées des courbes de Gompertz ajustées.dsslaepublication [42].
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Apres 5 jours, les productions de biomasse et gimgmts sont en phase stationnaire
chez B. linens De cette maniére nous sommes assurés d'utiliseceflules dont la
caroténogénese est arrivée a son terme.

Nous avons effectué des travaux similaires a céiectaés par Guyomarcét al.

[42] appliqués &. mediolanetM. aurum

1.1.2- Production de pigments et de biomasse chez  S. mediolani

Nous avons déterminé les quantités de biomassee giiginents produites. Les

valeurs obtenues sont les suivantes:
- production de biomasse : 4,69 g/L ,
- production de pigments : 6,49 mg/ L,
- production spécifique : 1,38 mg/g.

Ces valeurs sont nettement supérieures a celleuwdgepouB. linens S. mediolani
s'avere étre meilleure productrice de caroténoides.

Les cinétiques des productions de biomasse etgiegpits ches. mediolanont été
I'objet du stage de magistere d’Anne Postec encpdréVl. Dufossé. Ces données sont
présentées dans la figure 30.

Ces cinétiques apparaissent décalées dans le teegpproductions de biomasse et
de pigments n’atteignent pas la phase stationrerenéme temps. La production de
biomasse se stabilise avant celle des pigmentset@ed est clairement représenté par les
courbes de productivité instantanée (Fig. 30.b)pitaaluctivité maximale de biomasse est
a 13,2 h alors que la productivité des pigmentsrdtson maximum a 42,4 h. Il existe un
décalage de 29,2 h entre ces deux maxima de praititicta production de caroténoides

chezS. mediolanappartient donc au métabolisme secondaire.
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Productivité instantannée

~ 104 @) données expérimentales et courbes de Gompertz aj  ustées.
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stationnaire. De cette maniere nous sommes cedaitisser des bactéries ayant réalisées

Figure 30: Courbes de croissance et de production de pitgnpanS. mediolani.
a)données expérimentales (exp) et courbe de Gorgestée (mod).
b) dérivées des courbes de Gompertz ajustées.

Apres 5 jours de culture, les productions de biamat de pigments sont en phase

une production maximale de caroténoides.

intermédiaires a celles obtenues pButinenset S. mediolaniCes valeurs obtenues apres

1.1.3- Production de pigments et de biomasse chez

M. aurum

Les productions de biomasse et de pigments Maraurum ont des valeurs

408 heures de culture sont les suivantes :

production maximale de biomasse : 2,66 g/L,
production maximale de pigments : 2,44 mg/L,

production spécifique : 0,92 mg/qg.
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Les courbes relatives aux productions de biomasde pigments pdvl. aurumsont
présentées dans la figure 31. La phase stationdaireroissance apparait tardivement,
aprés de 400 h de culture. Cette croissance estldnde par rapport aux deux autres
especes bactériennes précédemment présentéesceltadaes especes de Mycobactéries,
la croissance peut prendre plusieurs mois.

Les dérivées des courbes de Gompertz (Fig 31.bjrerdrun lIéger décalage entre le
maximum de productivité de biomasse et celui dgmpnts. On ne peut cependant pas
définir la production de caroténoides chdzaurumcomme un métabolisme secondaire. A
la différence des. mediolaniles deux courbes de productivité instantanée Fheaurum

ne sont pas totalement séparées.

Les cultures déM. aurumutilisées dans la suite des expériences sont atgdsl
jours. Aprés ce temps de culture, la culture n’'s gtheint la phase plateau, cependant le
contenu pigmentaire (d’'un aspect qualitatif) nelevgus. Afin de limiter les risques de

contamination, nous préférons donc arréter lesi@gtavant I'arrivée au plateau.
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Productivité instantannée (g M.S. /L.h)
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Figure 31: Courbes de croissance et de production de pitgpenM. aurum.
a) données expérimentales (exp) et courbe de Gérmggestée (mod).
b) dérivées des courbes de Gompertz ajustées.
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1.1.4- Bilan des données obtenues

Les différentes données relatives aux productiandidmasse et de pigments des

trois bactéries de notre étude sont rassembléasiedmbleau 6.

Bactérie Production Production  Production Temps Caroténogénése
Biomasse Pigments spécifique  grarrivée au métabolisme
g/L mg /L mg/ g. plateau*
B. linens 1,26 0,97 0,77 80 h primaire
S. mediolani 4,69 6,49 1,38 120 h secondaire
M. aurum 2,66 2,44 0,92 408 h non définie

Tableau 6: Production de biomasse et de pigments cheB.lésens; S. mediolanetM. aurum *Le temps
d’arrivée au plateau correspond aux temps auxde®lsroductions de biomasse et de pigments sont
stabilisées.

B. linensproduit peu de pigment comparé aux deux autregties, mais c'est la

bactérie qui se développe le plus vite. De plusalaténogénése chBz linensest mise en

place dés le début de la croissance.
S. mediolanest la bactérie dont la caroténogénése est lamphsrtante.

Pour M. aurum les valeurs de production de biomasse et de pitpreensi que le

type de métabolisme placent cette bactérie a usaniintermédiaire enti®. linenset S.

mediolani

Aux vues des cinétiques présentées, nous avonsiclutiliser des cultures agées
de 5 jours pouB. linensetS. mediolandans les études qui vont suivre. En effet a aiesta
la caroténogénése semble arrivée a son terme. IParas deM. aurum des cultures de
agees de 14 jours sont employées. En effet, aade, 9 composition pigmentaire ne varie

plus qualitativement.
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1.2- Effet d'une base forte sur le spectre d’absorbance des

pigments : Réaction phénolate

1.2.1- Spectre d’absorbance des pigments de

B. linens

Les pigments d8. linensont un maximum d’absorbance a 452 nm (Fig. 32).

0,6

0,5

0,4 1

0,3

Absorbance

0,2 1

0,1

0,0 1

452

shift bathochromique

pigments B.linens
pigments B.linens

+ KOH

-0,1
300

400

T
500

Longueur d'onde

700

Figure 32: Spectres d’absorbance des pigmentB.d:mensavec et sans KOH.

L’ajout d’'une base forte entraine un glissemeniftjstie Amax vers 473 nm. Ce shift de 21

nm est attribué a la présence de caroténoides lipde® comme le di-hydroxy-

isoréniératéne. En effet bgnax des caroténoides phénoliques augmente lorsqoils en

milieu basique [20].

1.2.2- Spectre d’absorbance des pigments de

S. mediolani

L’absorbance maximale des pigmentsSlemediolanise situe a 454 nm (Fig. 33).

L’ajout de KOH se caractérise également par unt Slaithochromique de 18 nm attribué

lui aussi a la présence de caroténoides phénoliques
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Figure 33: Spectres d’absorbance des pigmentS.deediolanavec et sans KOH.

1.2.3- Spectre d’absorbance des pigments de M. aurum

Ce test a été pratiqué sur les extraits totaux,lesurextraits méthanoliques puis
acétoniques (Fig. 34). L'ajout de KOH sur les pigitsetotaux deM. aurum semble
entrainer un shift bathochromique. Ce shift estetimis plus faible que ceux observés
précédemment. Cependant, ce phénomeéene n’est pasveetavec les pigments dé.
aurum issus de la fraction méthanoliqgue seule, ni mé&omeceux issus de la fraction
acétonique seule.

On ne peut donc pas conclure sur la présence ou@aaroténoides phénoliques.
Ce test constitue une premiere interrogation qaald véritable identité des pigments

synthétisés pavl. aurum
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Figure 34: Spectres d’absorbance des pigmentsidaurumavec et sans KOH.
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1.3- Caractérisation des caroténoides par HPLC

1.3.1- Les standards

Au cours de ces travaux deux types de méthodes HPLEté utilisés. La premiére
méthode utilisée (appelée GA), est celle présetaés I'étude portant sur la production de
caroténoides par différentes souche8 dénens[42]. Nous avons ensuite mis au point une
un nouveau gradient d’élution appelé GB, aussioperint en séparation et beaucoup
moins long. L’élution de différents caroténoideansiard avec ces deux méthodes est
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Figure 35: Séparation de caroténoides standard selon 2dettHPLC.
0: Astaxanthine 1 : Zéaxanthine 2 : Canthaxanthine3 : Lycopéne et : p-caroténe.
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présentée dans la figure 35.

L'utilisation de la méthode GB, bien que plus rapid’affecte pas la qualité de la
séparation des caroténoides. Au contraire elle lsembilleure pour séparer les carotenes
(lycopéne ep-carotene sont élués séparément). L'utilisatiotadméthode GB sera donc
privilégiée. Ainsi la présence de chromatogrammé&Eide 100 min (relatif a la méthode
GA), correspond a des expériences antérieuresnéliaration de la méthode HPLC.

La séparation des caroténoides se fait selon desesrde polarité. lls sont élués
dans l'ordre décroissant de leur polarité. En déthainalyse, la phase mobile est
uniguement constituée de méthanol a 100 %. Ellmgealors I'élution des caroténoides

polaires comme l'astaxanthine, la zéaxanthine eatdhaxanthine (Tableau 7).

Ensuite, la polarité de la phase mobile est maglifiéar un gradient de chloroforme
qui permet I'élution des caroténoides apolairegsdioe la phase mobile atteint 20% de

chloroforme, le lycopéne et pecaroténe sont élués.

L’analyse de caroténoides selon cette méthode Hp&fet d’apprécier la polarité
de la molécule étudiée. L’élution d’'un caroténcéddre 0 et 20 min (cas de GB), indiquera
la nature polaire du composé, signe de présencerd@ns un atome d’'oxygene dans sa
structure (xanthophylle). Un temps de rétentionésigpir a 20 min, montrera la présence

d’'un composé apolaire.
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TR (GA) TR (GB) )"max

Nom Formule (min) (min) (nm)

non

0 testé 476,5
450
1 > 476,5

18,53 9,58 476,5

\ 474,1
3 Lycopene Y Aot 75,5 39,9 503.1

. 454,8
4  B-carotene M 76,16 40,93 478.9

Tableau 7: Caroténoides standard utilisés pour les analsC. TRa): temps de rétention avec la
méthode GA. TRg): temps de rétention avec la methode GB.

La séparation de différents caroténoides d’'un ng&lgar HPLC permet également
d’accéder au spectre d’absorbance spécifique auehe@mposé. L’'observation du spectre

d’absorbance apporte des informations importantelasstructure du caroténoide [20].

La comparaison des spectres d’absorbance du lyeogi@ne part et df-carotene
ou de la zéaxanthine d’autre part (Fig. 36) meéwdence I'effet lissant de la cyclisation
sur l'allure du spectre. Les deux pics bien marqdéss le spectre du lycopene sont
nettement moins proéminents dans les spectres ateséoides a structures cycliques
comme lep-carotene et la zéaxanthine. En revanche les ggedtrp-caroténe et de la
zéaxanthine montrent que I'addition d’'une fonctitydroxyle n’induit pas de modification

de l'allure générale du spectre d’absorbance.
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Figure 36: Spectres d’absorbance des caroténoides standgedpéne $-caroténe et Zéaxanthine.

L’allure des spectres est également modifiee pgaréaence de cycle cétone. Dans

ce cas, |'effet observé est encore plus importadastaxanthine et la canthaxanthine voient

leur spectre d’absorbance s’arrondir considérahiemees spectres ne présentent alors

gu’un seul pic d’absorbance (Fig. 37).
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Figure 37: Spectres d’'absorbance des caroténoides stanflararoténe , Astaxanthine et Canthaxanthine.

D’une part, la méthode de séparation par HPLC es@linverse permet d’apprécier

la polarité des caroténoides. D’autre part, I'sdition d’'un détecteur a barette de diodes

couplée a 'HPLC s’avere étre un outil tres utileup obtenir des informations sur la

structure des caroténoides (présence de cyclatat’ékygénation).
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1.3.2- Profil HPLC des pigments de

B. linens

Le chromatogramme issu de I'analyse HPLC des pi¢ggndeB. linensest présenté

dans la figure 38. Tous les pigments sont éluése entet 10 min. L’élution en début

d’analyse, témoigne de la polarité des pigment8.dmens.
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Figure 38: Chromatogramme des pigmentsRidinens
Le caroténoide majoritaire, €lué a 7 min représé&ne% de lI'ensemble des

caroténoides. L’'autre pigment prédominant est @l®37 min et correspond a 34 % des

pigments totaux. Cette bactérie accumule exclusiverdes caroténoides oxygénés : des

xanthophylles.

Les spectres d’absorbance des composés majorisainéprésentés dans la figure 39.
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Figure 39: Spectres d’absorbance des pigments majoritaimeatEumulés pdB. linens
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Bien que lesimax des deux composés majoritaires soient différdiaiure des
spectres d’absorbance des deux composés est smila shift dehnax de quelques
nanometres peut correspondre a des isonoissns De plus le spectre du composé élue
a 9,37 min laisse entrevoir un pic d’absorbancefailele amplitude aux environs de
340nm. En effet, ce type de pic, qui apparait gdaarent 142 nm avant le plus grand
Amax correspond aux structures totans. Ce phénomene est surtout observé dans I'hexane
[20].

Ces spectres ne correspondent pas a des strulihdaises. IIs ne présentent qu’un
seul pic d’aborbance. Cependant l'allure des spectlest pas totalement arrondie comme
dans le cas des caroténoides a cycle cétone. iealles spectres semble correspondre a
une structure intermédiaire entre celle des caodt&s comportant un cycfeet celle des
caroténoides comportant un cycle cétone. Les coespascumulés pd. linenspeuvent
étre des caroténoides a structure cyclique, maislddype de cycle ne peut étre identifié

ici.

L’étude HPLC présentée ici permet d'établir la pree de deux pigments
majoritaires cheaB. linens probablement des isoméreis/trans Elle permet de préciser
gue ces pigments sont des xanthophylles a structunlue. La nature du cycle reste a
définir.

1.3.3- Profil HPLC des pigments de  S. mediolani

Le chromatogramme HPLC représentant le profil pigiaiee deS. mediolaniFig.
40) comporte trois types de caroténoides séparrsismgroupes A, B, C.
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Figure 40: Chromatogramme des pigmentsSienediolani
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- Le premier groupe de caroténoides (A) rassembkelemucomposés élués entre 6 et

10 min, il s’agit de caroténoides polaires. Ce peoteprésente 86 % des pigments

totaux.

- Le deuxieme groupe (B) comprend les caroténoidessétntre 17 et 22 min. Ces

caroténoides sont dits de polarité intermédiaireeptésentent 5% des pigments

totaux.
- Enfin le troisieme groupe (C) rassemble

les trogments élués par une phase

mobile apolaire, entre 39 et 43 min. Ce groupe espond aux caroténoides

apolaires et constitue 9% des pigments totaux.
Ces deux derniers groupes sont peu représentépelilgent correspondre a des

traces de caroténoides intermédiaires dans ladeo@osynthese.

Les pigments majoritairement accumulés Samediolanisont des xanthophylles.

Le profil des caroténoides polaires Siemediolaniest similaire a celui dB. linens Les
deux composés principaux €élués a 6,58 et 8,76 eprésentent respectivement 38 et 28%

des caroténoides totaux & mediolani Les spectres d’absorbance de ces composés

majoritaires (Fig. 41) sont identiques a ceuBdénens
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Figure 41: Spectres d’absorbance des pigments majoritaifeaeeumulés pad. mediolani

Les pigments accumulés p&r mediolaniont donc les mémes caractéristiques que
ceux deB. linens On peut en déduire gu& mediolaniaccumule principalement deux
pigments, probablement des isomécigtrans Ces pigments sont des xanthophylles a

structure cycliqgue. On notera néanmoins la présedee traces de caroténoides
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intermédiaires a la caroténogénese dans le pigfihgntaire deS. mediolanicaroténoides
absents dans le profil pigmentaireBldinens

1.3.4- Profil HPLC des pigments de M. aurum

Le profil pigmentaire dé. aurumest tres différent de ceux observés jusqu’ici (Fig

42).
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Figure 42: Chromatogramme des pigmentshdeaurum

Il présente beaucoup de pigments différents. Cgseuts peuvent étre divisés en
trois groupes :
A : pigments polaires (élués entre 5 et 16 minjgsgntant 64% des pigments totaux
B: pigments de polarité intermédiaire (élués e@ifeet 31 min) représentant 13%
des pigments totaux
C: pigments apolaires (élués entre 44 et 47 mejpasentant 23% des pigments

totaux

Les pigments des groupes B et C sont probableneantaloténoides intermédiaires
dans la biosynthése. Ces formes intermédiaires smicoup plus représentées que chez
S. mediolani

Les pigments polaires sont majoritaires et posdedeunx formes prédominantes.

Les composés élués a 11,44 min et 15,38 min repia@st respectivement 31 et 17 % des
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pigments totaux. Les temps de rétention de ces osé@gpsont supérieurs a ceux des
caroténoides accumulés farlinensetS. mediolaniLa polarité des pigments majoritaires
accumulés pakl. aurumest donc inférieure a celle des pigments princiB. linenset
S. mediolani

Les spectres d’absorbance (Fig. 43) des compdgés & 11,44 min et 15,38 min
posseédent de&max différents. L'allure globale des deux spectres lestméme, elle
s’apparente a celle des caroténoides a structeligey. Les deux composés seraient des

isomere<is/trans Cependant ces spectres sont différents de cezer\ads pouB. linens

etS. mediolani.
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Figure 43: Spectres d’absorbance des pigments majoritaireaeeumulés pavl. aurum

M. aurum accumule plusieurs types de caroténoides, parmideux cCOmposes
majoritaires correspondant certainement au prdithat de la caroténogénese. Ces deux
pigments seraient des isomeérgs/trans d’un xanthophylle a structure cycligue mais

différent de celui rencontré chez les deux autezsdries.
1.4- Analyses LCMS des caroténoides extraits
Les analyses des pigments en LCMS ont été réaliaéémstitut de chimie

alimentaire et de chimie analytique de l'universi® Hohenheim par le Dr Breithaupt

spécialisé dans la caractérisation de caroténeilé£MS [16 , 18].
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1.4.1- Analyse des pigments de B. linens en LCMS

Le chromatogramme obtenu par le Dr Breithaupt estgnté dans la figure 44. Les
composés 1 et 2 élués a 15,90 et 16 min sont lesiplportants. Le spectre de masse
correspondant a ces temps de rétention, donne mrdenb61. En retirant la masse du
proton & ce m/z, on obtient une masse molaire 8eg56ol* correspondant a celle du di-
hydroxy-isoréniérateneB. linensaccumule du di-hydroxy-isoréniératene comme décrit

dans la littérature [56].
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Figure 44 : Chromatogramme des pigmentsBidinens issu de I'analyse LCMS.

Le composé 3 est en trop faible quantité pour détesr sa masse avec certitude.

Cependant le composé 3 pourrait correspondrecdiseratene.

1.4.2- Analyse des pigments de S. mediolani en LCMS

Le chromatogramme correspondant a la séparatiopigetsents des. mediolanen
HPLC est présenté par la figure 45. Le profil pigtage obtenu ici est tres similaire a
celui obtenu pour les pigments Belinens Les composés 1 (élué a 16 min) et 2 (élué a
17,06 min) ont un m/z identique de 561 soit unes@asolaire de 560 g.mdl

Ces composés sont des isomeéres du di-hydroxy-igvedé@ne. S. mediolani

accumule majoritairement du di-hydroxy-isoréniénatece qui correspond bien aux
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données présentées dans la littérature [1]. Le oegnf a un m/z de 529, sa masse molaire
est donc de 528 g.mbkt correspond & I'isoréniératéne.
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Figure 45: Chromatogramme des pigmentsSienediolaniissu de I'analyse LCMS.

1.4.3- Analyse des pigments de M. aurum en LCMS

Le chromatogramme des pigmentsMeaurumapparait ici aussi différent de ceux
obtenus pour les deux autres bactéries (Fig. 46).

Le m/z des trois composés numérotés a été déteeminé
- le composé 1 élué a 17,41 min, a un m/z de 589
- le composé 2 élué a 22,99 min, a un m/z de 559

- le composé 3 élué a 29,13 min, a un m/z de 529

Seul le composé 3 est identifié comme étant derBisiératene. Les autres composés
ont des masses molaires inattendues. Le compos#éé masse molaire de 588 g.rhobt

le composé 2 a une masse molaire de 558 g.mol
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Figure 46 : Chromatogramme des pigmentsMeaurum issu de I'analyse LCMS.

Ces composés ne peuvent pas étre des dérivés kigrode Iisoréniératene

contrairement a ce qui peut étre trouvé danstéxaiture [129].
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1.5- Conclusion

1.5.1- Etudes des xanthophylles produits par M. aurum

La bibliographie sur les pigments dd. aurum présentée dans lintroduction
renferme peu d’étude sur lidentification des xapthylles produits par cette bactérie.
Seule lI'étude de Viveiro®t al. [129] indique la synthése de dérivés hydroxylés de
I'isoréniératéne. Cependant les résultats présemdé@s cette partie nous conduisent a
infirmer cette hypothése. Face a cette contradictimus avons réalisé des expériences

supplémentaires afin d’identifier ces pigments.
1.5.1.1 L’hypothese du di-méthoxy-isoréniératene

Suite aux différentes études nous disposons d@ésdisur la structure du
xanthophylle accumulé majoritairement paraurum:
- une structure cyclique différente d’'un phénol,
- une nature moins polaire que le di-hydroxy-isoréigne,
- une MM 588 g.mot et 558 g.moat,
- et pourrait étre synthétisé a partir de I'isoréaiéne.
L’ensemble de ces indications nous a mené a propogestructure répondant a ces

caractéristiques (Fig. 47).

O CH,
C4oH450,C,H,
H,CO

3 MM= 588 g.mol!

3,3'-di-méthoxy-isoréniératéne

H,CO MM=558 g.mol?

3-méthoxy-isoréniératene

Figure 47: Caroténoides hypothétiques proposés phuaurum
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Nous avons pu vérifier rapidement cette hypothésarelysant par HPLC du di-
méthoxy-isoréniératéne synthétisé par le labomt@NRS de Chimie des substances
naturelles de Quimper [124]. Le chromatogrammerbi{&ig. 48) montre I'élution de ce
composé en condition apolaire, son temps de rétergst supérieur a 40 min. Le

xanthophylle synthétisé pM. aurumne peut pas étre le di-méthoxy-isoréniératéne.
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Figure 48: Chromatogramme HPLC du di-méthoxy-isoréniérameynthése.

Une purification du composé majoritairement accémplar M. aurum a été

entreprise, en vue d’'une détermination de sa streigtar RMN et spectrométrie de masse.

1.5.1.2- Purification des pigments pour une analyse en RMN

La détermination de la structure d’'un composé erNRNEcessite I'utilisation d'un
compose purifié en quantité de I'ordre du mg. Atipale 12,5 g de biomasse lyophilisée
nous avons extrait 6,8 mg de pigmentdvle@urum

Différents types de colonnes ont été testés: CA@i Ppréparative, C18 semi
préparative a compression radiale, C18 analytiqué3® analytique. Les colonnes semi
préparatives n’offraient pas une séparation corblendes pigments. Les tentatives de
purification a I'aide de colonnes analytigues C18spC30 n'ont hélas pas aboutit. En

effet, les faibles quantités purifiées, le niveaa mlreté ainsi que les isomérisations
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provoguées par les évaporations successives namppermis d’obtenir un signal RMN
exploitable.

Nous avons montré quil. aurum ne produit pas de dérivés hydroxylés de
lisoréniératéne mais un xanthophylle de 588 g-humnt la structure demeure inconnue a

ce jour.

1.5.2 Caractérisation des pigments produits par B. linens et S.

mediolani

B. linens et S. mediolani sont connues pour synthétiser des caroténoides
aromatiques : l'isoréniératéne et ses deérivés hyilts. Dans cette partie, différentes
approches ont été utilisées pour caractériser destanoides aromatiques produites

conclusions sont les suivantes :

B. linensaccumule exclusivement du di-hydroxy-isoréniératé@e caroténoide est
présent a 91% dans les extraits pigmentaires sofmrhe de deux isomeres principaux
élués a 7 min et 9,37 min avec la méthode HPLC SRc la méthode HPLC GA on
retrouvera ces isomeres élués a des temps suérie22 et 16,4 min.

Le di-hydroxy-isoréniératéne est présent a 86 %s des pigments produits p&.
mediolani Deux isomeres principaux de ce caroténoide doas& 6,58 min et 8,76 min
avec la méthode HPLC GB, l'autre méthode HPLC péfttéetion de ces pigments a 12,6
et 16,52 min. Des traces de caroténoides interinéslia la biosynthése sont observés : le
composé élué a 17,54 min (GB) pourrait étre le roydroxy-isoréniératene.

L’isoréniératéne est retrouvé parmi les composgsséhpres 39 min (GB).
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2- Biosynthese des caroténoides aromatiques

Les analyses des caroténoides produits par lest8rigs étudiées ont confirmé la
synthése de 3,3-di-hydroxy-isoréniératene cBelinensetS. mediolaniLa connaissance
de la voie de biosynthese chez ces microorganiseiegéte a la synthése de
I'isoréniératéne. Cette partie est consacrée ad&te la formation des dérivés hydroxylés

de ce carotene.

M. aurumfera également l'objet de telles investigationsnlgu’elle ne synthétise
pas les mémes pigments. Ces études pourraientifae®s indices quant a la nature du

composé accumulé.

Dans une premiere partie, nous recherchons dar&dessterscrt la présence d’'un
gene pouvant étre responsable de la réaction dkytition des caroténoides étudiés.
Ensuite nous procedons a des inhibitiongivo de cette réaction. La troisieme partie porte
sur I'étudein vitro de P450. Enfin la derniere partie sera consactgéeniitagenese ché&

linens

2.1- Recherche de gene codant une hydroxylase dans le cluster

crt

Les clustergrt des 3 bactéries étudiées renferment des génedadfamtction n’est
pas encore déterminée. griseusetM. aurumpossedent chacun 2 géenes dans ce@ag':
etcrt V. Dans le clustecrt deB. linens 4 génes n’ont pas de fonction connue. Parmi eux
un gene, brf 10, qui coderait un cytochrome P450. On cherche anibtles informations
relatives aux fonctions de ces genes. Pour ce faites procédons a des recherches de

séquences homologues a celles d'intérét.
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2.1.1- Etude des séquences de genes crt T etcrtV de S. griseus

et M. aurum

Les séquences des génes présents dans le ddstent disponibles sur NCBI avec

les numéros d’accés X95596 p@&urgriseuset AJ133724 pouvl. aurum

L’analyse fonctionnelle du clustert de S. griseug59] révéle que les geneg T et
crt V ne sont pas utiles a la synthese d’isoréniérat@ans le cas ou le clustert de S.
mediolani serait similaire a celui d&. griseuson peut se demander si ces deux genes
pourraient étre impliqués dans la réaction d’hygltatkon a I'origine de la formation des
dérivés hydroxylés de l'isoréniératene ctl&zmediolani L’analyse de la séquence en
acides aminés des protéines d'intéréts est effecduéc le programme BLAST-p du site
NCBI. Cette analyse confirme I'appartenance deTCatla famille des méthyltransférase.
L’analyse de la séquence de Crt V montre gu’ellsspde un domaine conservé nommeé
Rieske. Ce domaine posséde un centre a deux attenies et deux atomes de soufre [2
Fe 2S]. Crt V possede alors des similarités avex rdéthylesterase, dioxygénase et
ferredoxine. Crt V aurait peut étre un role de $fart d’électron, mais en aucun cas n’est
retrouvé la présence de génes codant des caraeygsnases connues. L'étude du cluster
crt deS. griseusie nous fournit donc pas de piste sur l'identéd’€nzyme responsable de

I’hydroxylation dans la synthese de di-hydroxy-é&uératéne.

L’analyse fonctionnelle du clustert de M. aurum[129] a également montré la
présence de 2 genest T etcrt V dont on ne connait pas exactement la fonction. Les
protéines codées par ces genes sont environ 5@8tigdes a celles d& griseusL’étude
des séquences mene aux mémes conclusions que émlisss poulS. griseus Nous
savons queM. aurumne synthétise pas de dérivés hydroxylés de I'éératéne. Cette
analyse ne donne pas plus d’information sur lesti@@s postérieures a la formation de

I'isoréniératene et la nature de xanthophylles pitscchezM. aurum
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2.1.2- Recherche de séquences homologues a celle de  I' ORF 10

de B. linens

La séquence de 'ORF 10 du clustet de B. linensATCC 9175 publiée [57] est
disponible sur NCBI avec le numéro d’acces AAF65%8&quence en acide aminé). Le
gene 6rf 10) fait 1230 paires de bases et code une protéiRé (ID) de 409 acides aminés
(annexe 1). On utilisera la notation suivante :

orf 10:  pour le gene,

ORF 10: pour la protéine.

Le tableau 8 regroupe les séquences les plus maleheelle 'ORF 10 obtenues a la
suite d’'un BLAST-p sur NCBI.

N° Acces Organisme Définition Score E % identité  dHipf
NP_733733 S. coelicolor P 450 putatif 195 2.1 34% 51%
NP_302391 M. leprae TN P 450 putatif 60,5 8.1% 24% 39%
NP_918024 O. sativa P 450 putatif 54,3 5.18 26% 42%
CAA15483 M. leprae P 450 53,9 6.16° 26% 38%
Q55080 S. solfataricus P450, CYP 119 53,9 7.76 23% 40%

Tableau 8 Séquences similaires a 'ORF 10Bldinensaprés BLAST-p sur NCBI.

Toutes les séquences qui présentent une similangc I'ORF 10 sont des
cytochromes P450. Ce BLAST confirme l'appartenate€ORF 10 a la famille des P450.
Les P450 présentent dans leur partie carboxy-talminne séquence consensus plus ou
moins conservée correspondant au domaine prindgéhison de 'heme. Cette séquence
consensus [78]est la suivante :

[FW]-[SGNH]-x-[GD]-x-[RKHPT]-x-C-[LIVMFAP]-[GAD].

La cystéine de cette séquence est le seul acidecadiectement lié a 'heme par
une liaison covalente. La liaison s’effectue aveder de heme, il s’agit une liaison fer-
soufre. Cette cystéine joue un rdle essentiel Bapscessus catalytiqgue du P450.

Un alignement multiple de ces séquences les phshps est réalisé avec la fonction
clustalW du logiciel BioEdit©. Cet alignement pemnte repérer clairement la séquence
consensus du principal domaine de liaison de I'héGee motif est considéré comme la
signature d’'un P450 (Fig.49).
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Figure 49: Alignement des séquences les plus proches d&A'DD deB. linensavec le logiciel BioEdf,
matrice protéique utilisée : BLOSUM 62.
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Les lettres soulignées correspondent aux acidesésnaippartenant a cette séquence
consensus (Fig. 50).

>Seq_ORF10 cluster crt B. linens ATCC 9175//409 aa (AAF65589)
1 MNSVSMRKAV GTHDETEPRV GHDGTMARI R SYEAATTVLR ARHQTTQAGF TAEKI PRGYF
61 RQHPI L1 SDG DDHDVQRREV ARYFAPAWS AKYGDFI NKR AQALVDSALA NGRLRLDEAA
121 LNYSVEVTAE | VGLTDSPI D AMAKRLVGFF RQPPVDLAAP AMGRTRRQN QAAVNGLVPI
181 GRFYI SDVRP Al RARRDRRR DDVLSHLLSA GYSTADI LVE CVTYGTAGW TTREFI TMAC
241 WHLLTNDELG RRYTEASQPT RLEI LEEI | R LDPVWGHLYR RAQADI EVSD NGCPYTI PEG
301 DLI DVCVRQT NTDPQAMGAA PETVI PGRDL RRGSAATGLS FSDCGAHTCPG QPLALYETDA

361 LLHKVLATRP RI LREPTI SW DNVI EGYRLR GLDLSLMIRS RPVTTRMIT

Figure 50: Séquence protéique de 'ORF 10 du clustedeB. linens

Dans le cas de 'ORF 10 étudié on remarque aisénpamtce motif est trés bien
conservé. Tous les acides aminés de la séquensernsus sont présents dans la séquence
de 'ORF 10:

[FW]-[ SGNH]-x-[GD]-x-[RKHPT]-x-C-[LIVMFA P]-[ GAD].

Cette conservation est un premier élément laissarisager que I'enzyme codée par
ce géene est un P450 fonctionnel. La fonction @RF 10 est inconnue. En effet, les
séquences les plus proches de 'ORF 10 correspbetles aussi a des P450 de fonction
inconnue. Sachant qu’'un P450 peut catalyser desioga de mono-oxygénation comme
I’hydroxylation, il pourrait étre responsable de f@mation de dérivés hydroxylés de
I'isoréniératene.

On notera toutefois que ce P450 ne posséde auauilarigé significative avec les
trois P450, CYP 175 Al, CYP 97A3 et CYP 97 C1 impés dans la caroténogénése chez
Thermus thermophilufll] et Arabidopsis thaliana[120] présentés dans l'introduction

bibliographique.
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2.2- Inhibitions in vivo

Dans cette partie, nous cherchons a connaitretlaende I'enzyme impliquée dans
la réaction d’hydroxylation a l'origine de la fortien des dérivés hydroxylés de
I'isoréniératene. Pour ce faire, nous étudionsfllience de différents inhibiteurs
enzymatiques sur la production de caroténoideshaaaue le clustecrt de B. linens
possede un géne codant une monooxygénase de typ®, Rabus utilisons

préférentiellement de inhibiteurs de cytochrome@®45

2.2.1- Inhibitions chez M. aurum

Plusieurs types d'inhibiteurs sont utilisés damstec partie, des inhibiteurs de
cytochromes P450 comme le métyrapone, le tetcykeicie 1-aminobenzotriazole ainsi
gu’un inhibiteur de monooxygénase flavinique (FM@nme le méthimazole. Chacun de
ces composés est ajouté a concentrations croissalates le milieu de culture. La
concentration maximale utilisée correspond a laentration entrainant une disparition de
la croissance bactérienne. A lissue de la péraeleroissance les pigments produits sont

extraits et analysés par HPLC.

Ces inhibiteurs utilisés a concentration élevéeamefasionné une diminution de la
production globale de biomasse et de pigment. GlEpgnaucun n’'a entrainé de
modification du profil pigmentaire d®l. aurum (Fig. 42). L’enzyme responsable de la
transformation des caroténes en xanthophylles dheaurum n’est pas sensible aux

COMpOSES testes.

Apres avoir déterminé queM. aurum ne synthétisait pas de di-hydroxy-
isoréniératéne nous avons souhaité étudier lee®t@pdives de la voie de biosynthése.
Cependant I'analyse du clusiat ainsi que ces expériences d’inhibitionvivo n’ont pas
apporté de réponses quant a lidentité de I'enzyssponsable de I'oxygénation des

carotenes.
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2.2.2- Effecteurs chez S. mediolani

2.2.2.1- Métyrapone

Le métyrapone est ajouté a differentes concentrsitilans le milieu de culture &

mediolanj les résultats de I'analyse des pigments proddi#ss ces conditions sont

présentés par la figure 51. Ces résultats montyeatle métyrapone est peu efficace a

2mM. A 5mM, une inhibition partielle de I'hydroxylan est obtenue, les caroténoides

apolaires deviennent majoritaires. Le métyrapote@snu pour inhiber les cytochromes

P450 [98], ce qui suggére que I'hydroxylation desoténoides ches. mediolaniest

réalisée par un P450.
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Figure 51:a: Chromatogrammes des extraits méthanoliques et rdgés combinés d&treptomyces
mediolanicultivée en présence de différentes concentratdenmsétyrapone.

b: Pourcentages relatifs des trois classes de caiidEnextraits dé&treptomyces mediolani
cultivéeen présence de différentes concentrations en kgdyre (mM).

Parallelement une expérience de réversibilité fsttece. Cette expérience consiste

a laver la biomasse inhibée précédemment par |grapetne et a la remettre sur milieu

minimum (pour empécher la croissance de nouvebesihies) pendant quelques jours. A
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l'issue de cette manipulation on retrouve un prpfdmentaire quasi normal (c.a.d. une
majorité de caroténoides di-hydroxylés) ce quiduodi que I'accumulation de carotéene

apolaire en présence de métyrapone est uniquerneri kh présence de ce compose.

2.2.2.2- Tetcyclacis

Différentes concentrations

Le profil pigmentaire de&5. mediolaniest modifié par I'action du tetcyclacis (Fig.

o
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Figure 52: a : Chromatogrammes des extraits méthanoliques et ragétes deStreptomyces mediolani
cultivée en présence de différentes concentragartgtcyclacis.
b : Pourcentages relatifs des trois classes de caidEn@xtraits deéStreptomyces mediolani
cultivée en présence de différentes concentragarnstcyclacis (mM).

Le tetcyclacis a 0.1 mM inhibe presque totaleméryidroxylation, les caroténoides
polaires disparaissent au profit des caroténoigetames. L'implication d’'un P450 dans

I'nydroxylation des caroténoides ch&z mediolanisemble se confirmer. Le tetcyclacis
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opére a des concentrations plus basses que leapéhg, il semble donc plus spécifique
du cytochrome P450 impliqué et donc plus efficd&ami les trois pics qui représentent
les caroténoides apolaires, un seul parait augmedeepic est le précurseur des formes
hydroxylées de l'isoréniératéne.

Une expérience de réversibilité a également étiséeaet a permis de confirmer que
la modification du profil pigmentaire obtenue eréggnce de tetcyclacis est uniquement

liée & ce composeé.

Co élutions
Pour identifier le composé apolaire accumulé lagsl'thhibition par le tetcyclacis nous
avons reéalisé une expérience de co-élution. Ellesiste a injecter simultanément les

pigments de&S. mediolanproduit en présence de tetcyclacis avec un cav@érstandard.

Comme le montre la figure 53, lisoréniératéne &stcomposé accumulé lors de

I'inhibition par le tetcyclacis. L'isoréniératenstelonc le substrat de I'hydroxylation.
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+
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0,00 —
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+ .
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0 2 20 60 80 100

Temps de rétention (min)

Figure 53: Co-€lution des extraits méthanoliques et acgtms deStreptomyces mediolaravec des
caroténoides standardscraroténe TR= 76.57 min (a) ou isoréniératene TR8F min (b).

Le chromatogramme des pigments 8e mediolaniprésente trois caroténoides

apolaires, deux d’entre eux sont identifies paxdérience ci-dessus : IB-caroténe
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possédant deux cyclgsionone et I'isoréniératene possédant deux cyctesatiques.
Quant au troisieme pic, il s’agirait d’'une formeeirmédiaire, lg3-isoréniératene avec un

cyclep-ionone et un cycle aromatique (Fig. 54).

a 0.8 b \\\\\\\\\
identification des composés apolaires.

isoréniératéne

0,061 isoréniératene
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-0,02 T T T
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Figure 54: a- Identification des composés apolaires présents $harediolani
b- Formules chimiques des composés identifi2sgroténe et isoréniératéne) et du composé
suspectéf-isoréniératene).

Ces expériences semblent indiquer que lisoréréaeatest hydroxylé par un
cytochrome P450 pour donner le 3-hydroxy-isorémédra et le 3,3'-di-hydroxy-
isoréniératéne. Le P450 impliqué est sensible c@idia du métyrapone et du tetcyclacis.
Cependant, le tetcyclacis agit a des concentratmus faibles que le métyrapone et
entraine une inhibition presque totale de I'hydtatign. Le tetcyclacis parait étre un
inhibiteur plus spécifiqgue de ce cytochrome P450.

Le cluster des génes de la caroténogénes&.dmediolanin’est pas connu. En
revanche, Krigedt al[59] ont identifié les genes du clustet chezStreptomyces griseus
Bien que présents, ces genes ne sont pas exprienpso(noteur du premier opéron est
inactif). S. mediolanpourrait étre un mutant caroténogenesdgriseusElle pourrait donc
porter le méme clustart. L'étude du clustecrt de S. griseugévele la présence de tous
les génes nécessaires a la syntheése de l'isortamiérplus deux autres genest (T etcrt
V) n’intervenant pas dans cette biosynthése. Lateétde séquences montre que ces genes
ne codent pas pour des monooxygénase de type R4¥B0si S. mediolanporte le méme
clustercrt queS. griseuson peut déduire que tous les génes nécessaiaelkiasynthese
des caroténoides ché& mediolanine sont pas présents dans le cluster Le P450

responsable de I'hydroxylation de l'isoréniératénesituerait en dehors du clustetr.
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2.2.2.3- Phénobarbital

Des expériences d’'induction vivo ont également été menées. Le phénobarbital est
connu pour induire la biosynthése de certains ¢ytones P450. L'ajout de ce composé
dans le milieu de culture provoque une augmentat®ia production de caroténoides par
S. mediolan{Fig. 55). La production de di-hydroxy-isoréniéraeest doublée en présence

de ce composé.

12
I Biomasse en g/L o —
@ Production de caroténoides
10 o en mg/L
8 -
6 -
4 -
2 -
O T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10
Concentration en phénobarbital (mM)

Figure 55 : Influence du Phénobarbital sur la production deraisse et de caroténoides cBemediolani.

Cette induction de la caroténogénéese par le phépitddaconfirme d’'une part
'implication d’'un P450 dans cette voie de biosy#h et d’autre part, elle suggere
I'existence d’'un phénomene de régulation. En efi@igmentation du nombre de P450 ne
peut entrainer une augmentation globale de la géate di-hydroxy-isoréniératéne que si
le substrat est disponible en proportion suffisaht phénobarbital par un mécanisme
inconnu pourrait agir sur les enzymes en amont dansoie de biosynthése pour

augmenter la production totale de caroténoides.

2.2.3- Inhibitions chez B. linens

2.2.3.1- Métyrapone

Le métyrapone, inhibiteur de cytochrome P450 esitéjau milieu de culture d&

linens Apres quelques jours, les pigments synthétisés das conditions sont analyseés.
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Plusieurs concentrations en métyrapone (de 0.25niMnaM) ont été testées, aucune ne

s’est montrée efficace pour inhiber 'hydroxylatides caroténoides @e linens

2.2.3.2- Tetcyclacis

Différentes concentrations

L’effet de plusieurs concentrations en tetcyclatis la synthese des caroténoides par

B. linensest testé (Fig. 56).
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Figure 56: a: Chromatogrammes des extraits méthanoliquesBdevibacterium linenscultivée en

b:

présence de différentes concentrations en tetdgclac

cultivée en présence de différentes concentragartgtcyclacis (mM).

Pourcentages relatifs des trois classes de caidEn@xtraits déBrevibacterium linens
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Le tetcyclacis modifie profondément le profil pigm&re deB. linens: dans un
premier temps, les caroténoides de polarité inteiairé sont les plus représentés, puis la
forme apolaire devient majoritaire. Ainsi le tetlagis entraine une diminution des
caroténoides polaires (hydroxylés) au profit desnés apolaires (non hydroxylés).
L’étape d’hydroxylation a donc été inhibée. Cetipéience suggere fortement qu’un
cytochrome P450 est responsable de I'hydroxylaliescaroténoides @ linens

Une expérience de réversibilité a également étesééaet a permis de confirmer que
la modification du profil pigmentaire obtenue ereg@nce de tetcyclacis est uniquement

liée a la présence de ce composeé.

Co élutions

Dans le cadre de l'inhibition obtenue avec le tel@gis, on cherche a savoir quelle est
la nature du composé apolaire accumulé. Une cogludst réalisée : les extraits de
pigments deB. linens(synthétisés en présence de 0.1mM de tetcyclaois) isjectés
simultanément avec un caroténoide standard apd[&icaroténe ou isoréniératéne). La
figure 57 montre que l'isoréniératene est le cor@pascumulé lors de I'inhibition de
I’hydroxylation par le tetcyclacis. Il apparait simue l'isoréniératéne est le précurseur des

caroténoides hydroxylés &e linens

‘E 0,020+ _
S Tetcyclacis 0.1 mM a
0 0.0151 + B-caroténe
o 0010 co-€élution -caroténe _
o nconnu
é 0,005
2 o,ooog—-nm\\«l\«m; .
o)
Q;E* -0,005 ; ; ; ;
€ 0,020+ Tetcyclacis 0.1 mM . b
8 + Inconnu
< 0,015 Aluti Soréniérate +
> co-élution isoréniératene isorenieraten
© 0,010
C
]
g 0,005 LM
0
£ 0,000 4/\/\_
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Temps de rétention (min)

Figure 57: Co-élution des extraits méthanoliquesBievibacterium linenavec des caroténoides standards:
[B-carotéene TR= 81.21 min (a) ou isoréniératéne TRABmin (b).
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Ces expériences nous informent sur l'identité @mayme et du substrat impliqués
dans I'étape d’hydroxylation. Ainsi, il semble qubez B. linens l'isoréniératéne soit
hydroxylé en 3-hydroxy-isoréniératene et 3,3-ddfoxy-isoréniératéne par un

cytochrome P450.

Krubasik et Sandmann [57] ont identifié les gene<ldster de la caroténogénése de
B. linens Ce cluster comprend tous les genes nécessaleegansformation de I'lPP en
isoréniératéne. Mais aucun gene n'a été identifanmroe étant responsable de
I'hydroxylation de l'isoréniératene. Cependant dester possede dif 10 qui code un
cytochrome P450. Les auteurs évoquent I'éventuelponsabilité de ce dernier dans
I'étape d’hydroxylation, sans exclure I'implicatiatiune autre enzyme. A ce jour, ni le
réle de ce P450 ni méme celui d'une enzyme de B0 n’'a été démontré dans cette
caroténogénése. Les résultats de nos expérienmesitent plus de poids a I'hypothése
selon laquelle ce P450 pourrait étre impliqué ddayslroxylation de I'isoréniératéne.

2.2.4- Conclusion

Les inhibitionsin vivo ont permis d’identifier la derniére étape dansviée de
biosynthése du di-hydroxy-isoréniératene cBefinensetS. mediolan{Fig. 58). Dans les
deux cas l'isoréniératene est hydroxylé en posi8oet 3’ du cycle aromatique par un
cytochrome P450. Cependant les P450 apparemmembnszbles de I'hydroxylation
répondent differemment aux inhibiteurs utilisésluCee B. linensn’est sensible qu'au
tetcyclacis tandis que celui d& mediolaniest sensible a la fois au métyrapone et au

tetcyclacis.
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Figure 58: Voie de biosynthése proposée de l'isoréniéragdrses dérivés hydroxylés chgzlinens et S.
mediolani.

Une structure différente au niveau du site de iixatiu substrat du P450 peut étre

envisagée pour expliguer ce phénoméne. Cette d@iffér de structure doit étre Iégére

puisque ces deux cytochromes P450 réalisent uneydtion du méme substrat a savoir

I'isoréniératene.

Le P450 deS. mediolanicontrairement a celui dB. linens est capable de fixer le

métyrapone. De plus il est probable que le P458.deediolanne soit pas présent dans le

clustercrt (si elle possede de méme cluster que S. griseus Ces éléments laissent

envisager la non spécificité du P450 d8. mediolania la voie de biosynthése des

caroténoides aromatiques.
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2.3- Cytochrome P450 in vitro

Les inhibitionsin vivo semblent indiquer qu'un cytochrome P450 est resgiole de
I'hnydroxylation de l'isoréniératéne ch& linensetS. mediolaniPour vérifier la présence
de cytochrome P450 on propose de réaliser le spdbsorbance d’extraits acellulaires

en présence de CO.

Le spectre d’absorbance d’'un cytochrome P450 présbandes, f, y entre 390
et 550 nm. La bande la plus intense est la barfdaex environs de 400 nm) connue sous le
nom de bande de Soret. Ce spectre change en fordtid’état d’'oxydoréduction du
cytochrome P450. En effet lorsqu’il est réduit, R460 peut réagir avec le CO au niveau
du fer hémique. La liaison CO-cytochrome P450 rédairaine un fort déplacement de la
bande de Soret de 420 nm a 450 nm [66]. Ce chandees¢ mis en évidence par la
réalisation d’'un spectre différentiel, au moyenndspectrophotométre a double faisceau.
Si aucun complexe ne s’est forme, le spectre mateSinon, il apparait une bande dans la
région de 450 nm. L'observation d’'une bande a 480peut correspondre a la présence de

formes dénaturées de P450.

La détection de ce type d’enzyme par cette métlestieine premiére étape en vue
d’une caractérisation biochimique complete de Kene.

Si les échantillons contiennent des quantités sarfiment importantes en P450, on
pourra ensuite ajouter le substrat (isoréniératane extraits acellulaires et vérifier si cet
ajout modifie le spectre d’absorbance. Dans ceslittons, un P450 en présence de son
substrat (en quantités croissantes) présente uddication de son spectre d’absorbance
[102].

Afin d’augmenter les quantités de P450, les baedéont été cultivées en présence
d’un inducteur de P450 : le phénobarbital [54]. égpculture, les bactéries sont lysées par
ultra-sons afin de récupérer des extraits acetkdai On réalise ensuite un spectre

d 'absorbance de ces extraits concentrés en pesendithionite et de CO (Fig. 59).
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Figure 59: Spectres d’absorbance d’extraits acellulairesdy@ens en présence de CO.
(le pic a 420 nm pourrait correspondre a des P£gbadiés)

2.3.1- M. aurum

Les études portant sur la caroténogénése theaurum ont été interrompues.
Cependant nous avons choisi de réaliser cette eterréxpérience afin de vérifier la
validité de notre méthode expérimentale. En effesi connu que les bactéries du genre
Mycobacteriumpossedent beaucoup de cytochromes P450, on saitamment I'exemple
de Mycobacterium tuberculosisiont le séquencage complet du génome a révélé la
présence d'un vingtaine de genes différents codiesnP450 [113].

Les expériencem vitro montrent la présence de P450 dans les extraitlulages
deM. aurum Le spectre d’absorbance des extraits acellulaingsrésence de CO présente
un pic intense a 420 nm et un pic de faible isiténa 450 nm. Ce signal est plus intense
pour I'extrait traité avec du phénobarbital. Cepériences semblent montrer la présence

de P450 chekl. aurummais leur implication dans la caroténogénese pastprouvee.
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2.3.2- S. mediolani

Le spectre d’absorbance (de 390 a 500 nm) en présda CO des extraits
acellulaires dé&. mediolann’est pas exploitable. L'intense coloration desass interfére

fortement avec la réalisation du spectre.
2.3.3- B. linens
Le spectre d’absorbance des extraits acellulamgaé&sence de CO est complexe. Il
est possible qu'il révele la présence d’'un P 42b(Pdénaturé) mais le pic n'est pas net.
On ne peut déterminer s’il s’agit de P420 ou biemteiférences.
2.3.4- Conclusion
Les expériences sur les P450 n'ont pas abouties.int@bitionsin vivo avaient

révélées I'implication de P450 chBz linenset S. mediolanmais ils ne semblent pas étre

en quantité suffisamment importantes pour réatissrexpériences sur les P45itro.
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2.4- Mutagenese chez B. linens

Le cluster de la caroténogénesg)(deB. linens [57] posséde un gener{ 10) qui
code un cytochrome P450 dont la fonction est inaenhes expériences d’inhibition de
I'nydroxylation de I'isoréniératéne ont révélé liptication d’un P450 dans cette réaction.
Dans cette partie, on cherche a savoir siotetlO correspond au géne codant le P450

nécessaire a I’hydroxylation de l'isoréniératene8gi-di-hydroxy-isoréniératene.

2.4.1- Mutagenése aléatoire

On souhaite obtenir des soucheBdéinensmutées au niveau de la caroténogénese.
Nous avons choisi d'utiliser les rayons UltraViotetmme agent mutagéne. Les bactéries
en phase exponentielle de croissance sont sousisesayonnement U.V. (traitement de
1 a 25 min). Apres ce traitement, on laisse lesriet se développer en milieu solide
pendant 5 jours. Sur chaque boite, toutes les msasolées sont récupérées une a une
pour effectuer le test des phénolates. Les coladiagissant négativement au test, preuve
d’'une mutation au niveau de la caroténogénese réonpérées.

Sur les 3500 clones récupérés, deux se sont avéteegphénolate négatif. Ces
expériences ont permis d’obtenir deux mutants dmataténogénese : un blanc (BLMB) et
un jaune (BLMJ).

Le séquencage de 'ARN 16S de ces souches mutanés réalisé par I'Institut

Pasteur afin de s’assurer qu’il ne s’agissait gasahtaminants.

2.4.1.1- Description des mutants obtenus

Les mutants BLMB et BLMJ ont répondu négativemantest phénolate (Fig. 60)

indiquant une modification du contenu pigmentaee thutants.
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Figure 60: B. linenset ses mutants U.V.Culture sur boites de Pétet(agaction au test phénolate (b).

Les pigments des différentes souchesBdelinensont été extraits. Les valeurs
obtenues sont présentées dans le tableau 9.

Contrairement &B. linens sauvage, I'extraction des pigments de BLMJ dans le
méthanol n’est pas totale. Une deuxiéme extra@siralors effectuée dans I'acétone. Ces

deux extraits sont rassemblés avant analyse.

Souche Quantité biomasse Quantité pigment Production spécifique
eng/L en mg./L enmg /g

B. linenssauvage 1,6667 1,566 0,939

BLMJ 1,5767 1,535 0,975

BLMB 1,7467 0,283 0,162

Tableau 9: Quantification de la biomasse et des pigmenislgits paB. linenssauvage et les mutants
BLMJ, BLMB.
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Les quantités de biomasse et de pigments prodogtele mutant jaune BLMJ sont
comparables a celles produites par la souche sauBigWJ n’est pas affecté dans sa
capacité de croissance et de production totaleigtagmts. La synthése de pigments par
BLMJ est différente d’'un point de vue qualitatiedction phénolate négative) et non
guantitatif.

On n'observe pas de différence non plus sur laymioh de biomasse par le mutant
blanc BLMB. En revanche, la production de carotdesipar BLMB est trés inférieure a
celle des autres souches. Ce dernier malgré sauwoapparente blanche synthétise
néanmoins quelques caroténoides.

Pour connaitre la nature des pigments produitslggamutants, 200 pL d’extrait
pigmentaire de chaque mutant ont été analysés PaCHLes chromatogrammes issus de
I'analyse HPLC sont présentés dans la figure 61cirematogramme des pigmentsRle
linenstémoin, déja détaillé aux paragraphes 1.3 et &.4atte partie, montre I'élution du
3,3'-di-hydroxy-isoréniératéne et ses isomeres @putid’analyse. Les temps de rétention
de ces composeés sont compris entre 6,79 et 9,56Uniprofil similaire est observé pour
les pigments de BLMB. Le mutant blanc, malgré sdléaquantité de caroténoides
produits, semble synthétiser les mémes pigments lgusouche sauvage. Il ne peut
vraisemblablement pas étre muté au niveau des exwye la caroténogénese. La faible
production de caroténoides par BLMB pourrait étxpliguée par une anomalie dans le

systéeme de régulation de la caroténogénese.
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Figure 61: Chromatogrammes HPLC des pigments produit8péinenstémoin BLMJ et BLMB

BLMJ synthétise trés peu de pigments polaires,dgorité de ses pigments (environ
86%) sont élués a partir de 39 min (en conditionlae). Il apparait clairement que
BLMJ ne synthétise pas les mémes pigments gudinenssauvage. La caroténogénese
chez ce mutant n’est pas compléte, elle est blogugaveau d’'une étape. L’identification
du composé accumulé permettra de connaitre I'enzymaie. La partie suivante est

consacrée a la caractérisation des pigments de BLMJ



RESULTATS DISCUSSION 124

2.4.1.2- Caractérisation des pigments produits par le mutant

jaune

Pour cette caractérisation, nous avons recourmatBodes. La premiere repose sur
des co- élutions des pigments de BLMJ avec desé&wimes standard en HPLC. Dans la
seconde, la masse de ces pigments sera déternaingeepanalyse en LCMS.

Les expériences menées dans le paragraphe présédeméalisées sur le mélange
des deux extraits méthanoliques et acétoniqguesnélange a I'avantage d’étudier en une
seule fois tous les pigments synthétisés par |ééhac Cependant pour des études plus
approfondies, notamment pour les expériences ddution, il est préférable d’utiliser des
extraits pigmentaires concentrés et issus d’'un mgohant. Pour les raisons évoquées
dans le paragraphe 1.5.1, nous évitons au maximawoid recours a I'évaporation puis
concentration des pigments. Nous procédons doaoayse HPLC de chacun des extraits

pigmentaires afin de choisir le plus adapté.

Etude des différents extraits pigmentaires de BLMJ

Afin d’obtenir suffisamment de pigments, une cudtude BLMJ de 800 mL est
réalisée. La totalité de cette culture est empl@@@e I'extraction des pigments. Plusieurs
extractions sont nécessaires pour récupérer lit¢otes pigments. La premiere s’effectue
dans le méthanol et les deux suivantes dans I'aeétOn dispose donc de 3 fractions
pigmentaires de concentrations différentes. Lesntijga de pigments récupérées par

extraction sont présentées dans le tableau 10.

Extrait Volume Concentration Quantité de
(mL) (Lg/mL) pigment (Hg)
Méthanoliqgue (MeOH) 49 0,98 48
Acétonique 1 (Al) 50 15 750
Acétonique 2 (A2) 27,5 3,05 84

Tableau 10: Concentrations en caroténoides des différeritaiexpigmentaires de BLMJ.

La majorité des pigments sont présents dans ladraacétonique 1. Cette fraction
parait la plus intéressante puisque plus concerffr@es’assure que son profil pigmentaire

est représentatif des pigments totaux.



RESULTATS DISCUSSION 125

La répartition des différents pigments au seinfdesions est étudiée par HPLC. On
injecte séparément chacune de ces fractions (Rq, 62.b, 62.c). Afin d’avoir un
chromatogramme représentatif des pigments totausaitsx on injecte é€galement un

mélange respectant les proportions de chacuneQEid).
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Figure 62 : Chromatogrammes HPLC des extraits pigmentaieeBldv]
a) fraction MeOH, 0,197 pg injectés ; b) fractioh,M,750 pg injectés ; c) fraction A2, 0,84 pg s
d) Injection de 50ul du mélange des trois fracti(hd49ug MeOH +7,5ug A1+0,84ug A2)
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Le méthanol permet d’extraire les pigments les plokires. BLMJ ne synthétise
guasiment pas de pigment de cette nature, ladraatiéthanolique renferme donc trés peu
de pigments. Les pigments de cette fraction sogligeables. La répartition des différents
pigments dans les fractions acétoniques est la ntgraecelle retrouvée pour l'injection
des pigments totaux. Dans les trois cas les pignéloés a 18 min, 40 min et 42 min
représentent respectivement 8%, 80% et 12% desepigntotaux. La fraction acétonique
1 (BLMJ Al) étant la plus concentrée, elle serbség pour la détermination des pigments

synthétisés par BLMJ.

Expériences de co-élution en HPLC

Ces expériences se déroulent en trois étapes :
* La premiére étape est I'analyse HPLC des pigmenBLdMJ Al
Les pigments de BLMJ sont analysés en HPLC. Lernshtogramme obtenu apres
injection de 0,469 ug de pigments est présenté ldafigure 63.a et repris dans les
figures 64.a et 65.a. Le pigment majoritaire de BL{0%) est élué & 42 min. Sur
ce graphique est également présenté le spectreadlznce de ce caroténoide. Les
pics d’absorbance de ce composé sont a 452,4 ABilegt nm.
» Ladeuxiéme étape est I'analyse HPLC du carotérgiatelard seul
Il existe trois caroténoides intermédiaires engephytoene (non coloré) et les
dérivés hydroxylés de lisoréniératene. Ces 3 éamades : le lycopene, Ig-
carotene et I'isoréniératene ont été retenus pesiregpériences. Pour étre dans la
méme phase que les pigments de BLMJ, les standaods solubilisés dans
'acétone.
e La derniere étape est I'analyse HPLC d’'un mélarege migments de BLMJ et
du caroténoide standard. Afin d’observer le sigialchacun des composés du

meélange, ceux-ci sont apportés dans des propogigusalentes.

Pour chague chromatogramme on trouvera le spettsatbance des composés

majoritaires.
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Co-élution des pigments de BLMJ avec du lycopéitgi(€ 63)

Le lycopene est élué a 42,85 min, ce temps deti@teast supérieur au composé
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5] 8
N 00515
8 £
[8)
c
g 0,05 5 000 TR =42
8 "
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Figure 63: Co-élution des pigments de BLMJ avec du lycopstaadard.
a) chromatogramme des pigments de BLMJ (0,469 ppy)Chromatogramme du lycopene standard (0,369pp) :
chromatogramme issu de la co-élution des pigmenBLdvJ (0,469 L g) avec le lycopene standard (01826

majoritaire de BLMJ. On retrouve le spectre d’absoce caracteéristique du lycopene avec
des pics d’absorbance a 474, 1 nm et 505,6 nmp€ers est trés different de celui de
BLMJ. Le chromatogramme de la co—élution de pigmete BLMJ et du lycopene

présente 2 pics importants a 41,32 min et 42,84 laindeux pigments ne sont pas élués

ensemble. Sur les criteres de temps de rétentide spectre d’absorbance, on attribue le
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premier pic au caroténoide de BLMJ et le secontyeapene. BLMJ n’accumule pas le
lycopene, il semble réaliser la cyclisation de omposé. BLMJ n’est donc pas muté au
niveau du genert Y codant la lycopéene cyclase.

Co-élution des pigments de BLMJ ave@etaroténe (Figure 64)

015 - @) BLMJ A1l 015
452,4 ' 42
g 0,10
3 0,10 o
N 005 | 8
8 5
o 2
c G
S 0,00
S 0,05
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350 400 450 500 550
0,00 A
b) B caroténe standard 43,46
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_ 4548
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c
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= 0,10 4 g é
3 00518
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S 0,05 — 000
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Figure 64 : Co-élution des pigments de BLMJ avecpdcaroténe standard.
a) chromatogramme des pigments de BLMJ (0,469 ;ug) Chromatogramme d@-caroténe standard

(0,505uQ) : ¢) chromatogramme issu de la co-éluties pigments de BLMJ (0,469 ug) aveiearoténe
standard (0,505 pg).
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Le B-carotene élué a 43,46 min possede un spectreallabie assez semblable a
celui du caroténoide de BLMJ. Toutefois lgsx des deux composés sont différentes. Lors
de la co-élution les deux pigments sont €lués sépamt. Le caroténoide accumulé par
BLMJ et le B-caroténe standard sont respectivement élués 2 #dif6 et 43,24 min. Le
caroténoide accumulé par BLMJ n’est pag-maroténe. L'absence d’accumulation de ce
caroténe signifie que la désaturation effectuéelpd-caroténe désaturase (Crt U) est

efficace chez BLMJ. Le mutant jaune ne peut dorscgtiee muté au niveau du gésreU.

Co-élution des pigments de BLMJ avec de lisoréiéire de synthése (Figure 65)
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€
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Figure 65. Co-élution des pigments de BLMJ avec de l'isoééatiéne standard.

a) chromatogramme des pigments de BLMJ (0,469 ppChromatogramme de I'isoréniératéne standa&il{o,
Kg) : ¢) chromatogramme issu de la co-élution dgments de BLMJ (0,469 ug) avec l'isoréniératermmaard
(0,514 pg).
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L'isoréniératéne de synthése est €lué a 41,47 sun, spectre d’absorbance est
identiqgue a celui du caroténoide accumulé par BLBidns les deux cas les spectres
présentent des pics d’absorbance a 452,4 nm e4 484, Le chromatogramme issu de
I'injection du mélange de ces pigments présentsaui pic a 41,39 min dont le spectre
possede des pics d’absorbance a 452,4 nm et 481,Ces deux pigments sont élués en
méme temps. Il semblerait que le caroténoide acléupar BLMJ soit I'isoréniératene.
Cette identification a été réalisée sur des cstéepolarité et de spectre d’absorbance. La
masse du caroténoide accumulé par BLMJ permettderdifier ce composé avec

certitude.

Analyse LCMS du caroténoide accumulé par BLMJ.

L’analyse LCMS est réalisée dans un laboratoireckignie de l'université de
Hohenheim a Stuttgart, par le Dr D. Breithaupt.

La chromatographie liquide des pigments de BLMJigéa dans ce laboratoire
permet de séparer 5 caroténoides différents. Lesande ces caroténoides est ensuite
déterminée par I'analyse du spectre de masse gostdm rétention correspondant (Fig.
66).

Carotin216 1: Scan AP+
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Figure 66 : Chromatogrammes issus de I'analyse LCMS des @igede BLMJ.
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Le composé élué au niveau du pic 1 (m/z = 545)guessine masse molaire de 544
g.mol™. Cette masse correspond a celle du mono-hydrargsigératéne.

Les composés élués au niveau des pics 2, 3, 4rt itn m/z de 529 soit une masse
molaire de 528 g.mdlce qui correspond a l'isoréniératéne. Le pic nigoe, le n°5 élué
a 27,28 min serait le toditans isoréniératéne et les pics n°2, 3 et 4 seraientistameres

cisde l'isoréniératéne.

Si les analyses LCMS montrent la présence de mgdoehy-isoréniératene en
faible quantité, il apparait clairement que BLMJcwoule majoritairement de

I'isoréniératéne.

On peut identifier les 3 pics d’élution représerggsle chromatogramme HPLC des
pigments de BLMJ (Fig. 62.d). Le composé élué anii@ et représentant 8% des
caroténoides totaux de BLMJ correspond au 3-monloelxy-isoréniératene. Le pigment
majoritaire élué a 40 min et représentant 80 %pigsents totaux correspond &rans
isoréniératéne. Enfin le pic présent a 42 min #gbaé a un isomere de l'isoréniératéne
(isomeérecis) représentant 12% des caroténoides totaux.

On peut conclure que 92 % des pigments synthétiaéBLMJ correspondent a
I'isoréniératene.

L’enzyme réalisant I'hydroxylation de l'isoréniégae est quasiment inactive. On
suppose limplication de’drf 10 du cluster crt de B. linens dans la réaction
d’hydroxylation des caroténoides aromatiques. Reéufier s’il existe un lien de cause a
effet entre I'hydroxylation de l'isoréniératénecet géne, nous procédons a l'analyse de la
séquence de 'ORF 10 de BLMJ.

2.4.1.3- Etude de l'orf 10 du cluster crt de BLMJ

Les produits d’amplification PCR deolf 10 sont utilisés pour le séquencage. La

séquence obtenue est ensuite analysée.
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PCR et séquencage de l'orf 10.

Le séquencage prévu est de 550 £+ 50 pb. La thillgene (1230 pb) ne permet pas
un séquencage unique. La PCR doit générer des éraigrde ce gene d’environ 550 pb.

Au total quatre couples d’amorces ont été utiligableau 11). Le premier permet
d’'amplifier le géne complet (amplimerd). Les trois autres couples génerent des

fragments du gene dont les tailles sont compriste €29 pb et 877 pb.

N° Nom de Orientation . . . Taille du
I'amorce de lI'amorce Séquence 53 Amp“mer?ragment

1 Fw P450-1: Forward GIT GAG CAA CCA GCT GAT A 1341 pb

3 Rev P450-1: Reverse GIT CGA GAG GAA GCG TAA

2 Fw P450-2: Forward CAA CCA GCT GAT CCA ACT 3 667 pb

12 Rev P450c-4: Reverse GCA GAT GCG AGA GCA CA

8 Fw P450c-4: Forward CTT TCG GCA ACA CCC CAT A | 877 pb

10 Rev P450c-2: Reverse GIT GAC CCG GGC ACG T

5 Fw P450c-1: Forward CAT CGA AGT CTC AGA CAA E 429 pb

4 Rev P450-2: Reverse GAG GAA GCG TAA TCA GCA

Tableau 11: amorces et amplimeres de la PCR de 0.

La figure 67 représente la disposition des amorddsées sur le géne et les

fragments obtenus.

[ TCA CAT >
1
5 51 3
177 FwP45Q
Fw P450c4 s
855 FwP450
FwP450c1
1230 1
622 12
1284 4 Rev P450¢4
Rev P45¢ 1054 10
1290 3 RevP450c2
Rev PZ‘SQ

Figure 67 : Représentation des amorces et des produits RCRre10.
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Au total, nous obtenons 4 amplimeres difféerentsKA] et J). Pour le séquencage
chaque amplimére est fourni en deux exemplaireésest séquencé avec I'amofoeward
et l'autre séquencé avec I'amorceverse On effectue 8 réactions PCR avec I'ADN
matrice de BLMJ (ampliméres notés m) et 8 autresc d&fADN matrice deB. linens
sauvage (ampliméres notés s). L'analyse par élguprése des 16 ampliméres est

présentée dans la figure 68.

AT F1 11 J1 A1 F1 1) A2 F2 12 J2 A2 F2 12 22 .
M m m m m s s s s M m m m m-s s s s Figure 68:
- @.ﬁff@@@@@@’@@s@@@@@e Electrophorése des produits
b K PCR de lorf 10.
d b - Mlbd et M1kb :marqueur de
: taille lambda et 1kb.
8 <21226 pb - . AF,1,.J correspondent aux

différents amplimeres.
Avec (m) les produits PCR de
BLMJ et (s) pour les produits

PCR de | h vage.
<2500 pb CR de la souche sauvage

- m

—
—
-
——
Lo
L= ]
e
1=
L =]

<947 pb gy
-

<250 pb

Les 16 produits PCR présents sur I'électrophorése purifiés et séquencés par la
sociéeté Biofidal. A partir de 40 pl de chaque pib@®CR, un séquencage simple brin est
réalisé sur une longueur de 550 = 50 pb.

Les ampliméres (A, F, I, J) 2 sont séquencés agarhorceforward tandis que les

amplimeéres (A, F, I, J) 1 sont séquencés aveates@severse.
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La séquence compléte du gene est déterminée ayoésrassemblé les séquences des

différents amplimeres (figure 69)

B. linens sauvage

MNSVSMRKAVGTHDETEPRVGHDGT MARI RSYEAAT TVLRARHQT TQAGFTAEKI PRGYFRQHPI LI SDG
DDHDVQRREVARYFAPAVVSAKYGDFI NKRAQAL VDSAL ANGRLRLDEAALNYSVEVTAEI VGTDSPI D
AVAKRLVG-FRQPPVDL AAPAMGRTRRQW QAAVNGLVPI GRFYI SDVRPAI RARRDRRRDDVL SHLL SA
GYSTADI LVECVTYGTAGWTTREFI TMACWHLL TNDEL GRRYTEASQPTRLEI LEEI | RLDPVWGHLYR
RAQADI EVSDNGCPYTI PEGDLI DVCVRQTNTDPQAMGAAPETVI PGRDL RRGSAATGL SFSDGAHTCPG
QPLALYETDALLHKVLATRPRI LREPTI SWDNVI EGYRLRGLDLSLMIRSRPVTTRMT T

BLMJ

MNSVSVRKAVGTHDETEPRVGHDGTMARI RSYEAATTVLRARHQT TQAGFTAEKI PRGYFRQHPI LI SDG
DDHDVOQRREVARYSAPAVVSAKYCGDFI NKRAQAL VDSAL ANGRL RLDEAALNYSVEVTAEI VGLTDSPI D
AMAKRL VGFFRQPPVDL AAPAMGRTRROW QAAVNGLVPI GRFYI SDVRPAI RARRDRRRDDVL SHLLSA
GYSTADI LVECVTYGTAGWTTREFI TMACWHLLTNDELGRRYTEASQPTRLEI LEEI | RLDPVWGHLYR
RAQADI EVSDNGCPYTI PEGDLI DVCVRQTNTDPQAMGAAPETVI PGRDLRRGSAATGL SFSDGAHTCPG
QPLALYETDALLHKVLATRPRI LREPTI SWDNVI EGYRLRGLDLSLMIRSRPVTTRMI T

Aa : séquence issue du fragment

Figure 69: Séquences protéiques de I'ORF 1MBdéinenssauvage et BLMJ.

Aa : séquence issue du fragment J
Aa : séquence issue du fragmen |

F

La séquence de 'ORF 10 d& linenssauvage obtenue est comparée avec celle

disponible dans les bases de données sous le n5F98B. Les deux séquences sont

identiques a 100%. La méthode utilisée a pernamglifier et de séquencer le bon géne.

On peut alors procéder a I'analyse de la séquea¢©RF 10 de BLMJ.

Analyse de la séquence de 'ORF 10 de BLMJ.

La séquence complete derf 10et sa traduction sont présentées dans la figure 70.



M N S V S M R K A V G T H D E T E P 18
ATG AAC TCG GIG AGC ATG CGA AAG GCG GI'G GGG ACA CAT GAT GAG ACC GAA CCC 54
R VvV G H D G T M W R | R S Y E A A T 36
CGA GIC GGC CAC GAC GGA ACC ATG TGG AGG ATA CGC TCC TAC GAG GCC GCC ACA 108
T \Y L R A R H Q T T Q A G F T A E K 54
ACT GIG CTG CGT GCG CGI' CAT CAG ACT ACT CAG GCA GGG TTC ACC GCC GAA AAG 162
| P R G Y F R Q H P | L | S D G D D 72
ATC CCG CGC GGG TAC TTT CGG CAA CAC CCC ATA CTG ATC TCC GAC GGC GAC GAT 216
H D \Y Q R R E \Y A R Y S A P A \Y \Y S 90 Figure70-
CAC GAT GTA CAG CGC AGA GAA GIC GCC CGC TAC TEC GCC CCC GCC GIG GIG TCT 270 )
A K Y G D F I N K R A Q A L V D S A 108 Séquencesde
GCG AAG TAC GGG GAT TTC ATC AAC AAG CGT GCT CAA GCC CTC GIC GAC TCC GCC 324
:
L A N G R L R L D E A A L N Y S \Y E 126 IORFlOdU
CTC GCA AAC GGT CGA CTG CGC CTC GAC GAG GCA CCT CTG AAC TAT TCG GIC GAA 378
clustercrt de
\Y T A E | \Y G L T D S P | D A M A K 144
GTC ACA GCC GAA ATC GIG GGC CTC ACG GAC TCC CCC ATC GAC GCG ATG GCC AAG 432 BLMJ
R L \Y G F F R Q P P \Y D L A A P A M 162
CGT CTC GIC GGG TTC TTC AGA CAG CCA CCT GIC GAC CTC GCC GCC CCC GCG ATG 486
G R T R R Q w | Q A A \Y N G L \Y P | 180
GGC CGA ACG CGT CGC CAA TGG ATC CAG GCG GCC GIC AAC GGC CTC GIG CCC ATC 540
G R F Y | S D \Y R P A | R A R R D R 198
GGC CGG TTC TAC ATC AGC GAT GIG CGC CCG GCG ATT CGC GCC CGG CGC GAC CGA 594
R R D D \Y L S H L L S A G Y S T A D 216
CGC CGC GAC GAT GTG CTC TCG CAT CTG CTG TCC GCC GGT TAC AGC ACC GCT GAC 648
| L \Y E C \Y T Y G T A G M Vv T R E 234
ATC CTG GTC GAA TGC GTA ACC TAC GGC ACA GCC GGC ATG GIG ACC ACT CGC GAA 702
F | T M A C W H L L T N D E L G R R 252
TTC ATC ACC ATG GCA TGC TGG CAT CTG CTG ACG AAC GAC GAG CTT GGC CGT CGC 756
Y T E A S Q P T R L E | L E E | | R 270
TAC ACC GAA GCC TCG CAG CCC ACC CGC CTG GAG ATC CTC GAA GAG ATC ATC CGC 810
L D P V V G H L Y R R A Q A D | E V 288
CTC GAC CCA GIC GTC GGC CAC CTC TAC CGG CGG GCC CAA GCC GAC ATC GAA GIC 864
S D N G C P Y T | P E G D L | D VvV C 306
TCA GAC AAC GGC TGC CCC TAC ACC ATC CCC GAA GGC GAC CTG ATC GAT GTG TGC 918
\ R Q T N T D P Q A M G A A P E T \ 324
GTG AGA CAG ACC AAC ACC GAC CCG CAG GCG ATG GGG GCA GCC CCG GAG ACG GTC 972
| P G R D L R R G S A A T G L S F S 342
ATC CCT GGG CGC GAC CTG AGA CGG GGA AGC GCC GCG ACA GGG CTG AGC TTC AGC 1026
D G A H T C P G Q P L A L Y E T D A 360
GAC GGA GCC CAC ACG TGC CCG GGT CAA CCA TTG GCT CTC TAC GAA ACC GAT GCC 1080
L L H K Vv L AT R P R | L R E P T | 378
CTT CTG CAC AAG GTC CTG GCT ACT CGC CCA CGC ATC CTT CGG GAG CCC ACC ATC 1134
S W D N V | E G Y R L R G L D L S L 396
AGC TGG GAC AAC GIC ATT GAA GGA TAC CGT CTG CGT GGC TTG GAC CTG AGT CTG 1188
M T R S R P VvV T T R M T T * 410
ATG ACG AGA TCA CGC CCT GTC ACA ACG AGA ATG ACA ACA TGA 1230
A Tlaide du logiciel Alignn disponible sur le sitedinfobiogen

(http://www.infobiogen.fr) on réalise un alignemedées séquences nucléiques deri’10

de BLMJ avec celui déB. linens sauvage. Cet alignement montre l'existence d’'une

mutation unique au niveau de la séquence de BLMtte@nutation ponctuelle apparait au

niveau du nucléotide 251, ou la thymine du geneage est remplacée par une cytosine

(Fig.71).
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250 260 270 280 290 300
[ WI'//  GCCCGCTACTTCGCCCCCGCCGTGGT GTCTGCGAAGT ACGCGGAT TTCATCAACAAGCGT

bl nj GCCCGCTACTCCGCCCCCGECCGT GGT GT CTGCGAAGT ACGGGGAT TTCATCAACAAGCGT
250 260 270 280 290 300

Figure 71: Extrait de I'alignement des séquences nucléigieeorf 10 de BLMJ avec celui dB. linens
sauvage (WT).

On remarque la présence d’une autre thymine awanide nucléotide 250. On sait
que les U.V. peuvent créer une liaison covalenteeaeux thymines adjacentes (dimeére
de thymine). Les dimeres de thymines ainsi formésagent une distorsion locale de
I'hélice d’ADN. La cellule doit mettre en place ggsteme de réparation de I'’ADN. Mais
il arrive que le systeme commette une erreur créasi une mutation ponctuelle. Le géne
sauvage a pu, sous l'effet des U.V. réaliser unedinentre la thymine 250 et 251. Ces
évenements seraient a l'origine de la transitioseokée chez BLMJ au niveau du
nucléotide 251.

La présence d’'une mutation au niveau de la séquaindéique n’est pas suffisante
pour conclure a une mutation de la protéine. Oplaee alors au niveau de la séquence
protéigue correspondant au géne étudié pour saibis’agit ou non d’'une mutation
silencieuse. A l'aide du logiciel Alignp d’infobieg on réalise un alignement de la
séquence proteéique de 'ORF 10 de BLMJ avec cellsalivage. L’alignement (Fig. 72)
permet de repérer facilement la mutation de 'ORFEI& BLMJ au niveau de I'acide aminé
84. La mutation n’est pas silencieuse puisque knplalanine est remplacée par une

sérine.

70 80 90 100 110 120
[WI/ [ RQHPI LI SDGDDHDVQRREVARYFAPAVVSAKYGDFI NKRAQAL VDSAL ANGRLRL DEAA

bl nj RQHPI LI SDGDDHDVOQRREVARYSAPAVVSAKYGDFI NKRAQAL VDSALANGRLRLDEAA
70 80 90 100 110 120

Figure 72: Extrait de I'alignement des séquences protéigigedORF 10 de BLMJ avec celui d linens
sauvage (WT).

La transition observée au niveau du nucléotidesgbttaduit par le remplacement de
la phénylalanine 84 en sérine. La phénylalanineupsicide aminé possédant une chaine
latérale hydrophobe alors que la sérine est uneaamminé hydrophile et de volume plus
faible (Fig. 73). On peut supposer gu'un tel chamget entraine une modification
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importante dans la protéine. Le changement d’udeaaminé peut suffire a anéantir toute

activité enzymatique pour peu que cet acide anvitéaaine position fondamentale.

251 251
e CT
Figure 73 :
Schéma résumant F 82" S 8‘{)

les différentes HZN—CH—l(!—OH HQN—CH—(lil—OH
modifications lHQ I]["::> %Hz

entre ORF 10 de OH
BLMJ et celui de

B. linenssauvage.

ORF 10 B. linens sauvage ARMBLMJ

Cette mutation pourrait étre a 'origine du phépetyjaune de BLMJ et donc de
I'inactivation du P450 responsable de I'hydroxydatide l'isoréniératene. Nous devons
alors vérifier I'importance de la phénylalanine 8dns le mécanisme d’action ou la
structure du P450.

Roéle de la phénylalanine 84

Si I'on reprend I'alignement des cinq P450 les glusches de TORF 10 dg. linens
sauvage realisé au paragraphe 2.1.2 de cette p#&itge 74) on remarque que la
phénylalanine 84 correspond a un acide aminé ceds@outes ces séquences, apres

alignement, présentent une phénylalanine au ménreien

1z0 130 140 150 1&0 170 120 120 Z00

B T e e e e e I e B B e B BT ICTC Tt IR NPT [P

MP7?33733 —-PGTVQAGLGIE——————-— TVEELPPRVRRPVLYRDGPEHREHEROTARYPTPRRYDEHYREPMVRI AEEQLAVLRES AGEA-PLIDLAFGL

HNP302391 RLEATLAQOATA-—————-— AGAEPRPFYASSFNFLDPPDHTRLEKL VKNPV OALEGD IALLVDSLLDEGALAGQFD-VIADLAFPL

HNFP915024 VaMVROVLIDRTGHYPENVINF YF ARLLGEGLYLTDGDEWERHYEVVHE NDELEMHTVTHIDCAQSMISEWESELGTEKGDIVEIELSR

CAR15483  ———————— e TRLKLVSEARAP VY OALEGD TAALVDSLLDEGALAGOFD-VIADLAFPL
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Figure 74 : Extrait de I'alignement des P450 les plus deRFO10 deB. linens La fleche montre la
phénylalanine 84 dB. linenssauvage.
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Cette conservation correspond elle a une réalaéodiqgue comme dans le cas du
motif de liaison de I'néme ou est ce seulemefiig¢ de hasard ?

Pour répondre a cette question nous avons chdaklrdir I'investigation au dela de
ces cing P450.

On utilise I'application NCBI-BLASTp et la méthodgalignement multiple [23]
proposées par le site PRODOM (http://prodes.toddmsa.fr/prodom.html). Dans un
premier temps le programme BLAST permet de retrolessdomaines Pro Dom (PD) que
possede la séquence étudiée (tableau 12).

La saisie de la séquence de 'ORF 10Bddinenssauvage révele la présence de 7
domaines différents. Tous ces domaines sont reédans des séquences de P450.

Nombre de protéines

Position Pro Dom domain possédant ce domaine
1 1-210 PD 827289 1
2 211 - 328 PD 710089 2
3 329 - 409 PD 322695 1
4 63 -182 PD 800555 1
5 264 - 328 PD 866822 37
6 339 - 367 PD 570616 227
7 72 - 166 PD 000936 255

Tableau 12: Résultat du BLAST de la séquence protéique @RF 10 avec les domaines ProDom.

* Les trois premiers domaines (PD827289, PD7100832RPE95) ne sont pas utiles
ici car ils correspondent a des fragments de I'GRFdeB. linenssauvage lui-
méme. Le PD827289 correspond a la séquence de I'TDR#eB. linenssauvage
de l'acide aminé 1 a 210. Ce domaine s’aligne a%0@vec la séquence donnée
mais ce domaine n’est retrouvé dans aucune aujreesée protéique de la base. Il
en est de méme pour les domaines PD710089 et PBO3B23ui correspondent
respectivement a la séquence de 'ORF 1@Bdénenssauvage de I'acide aminé
211 a 328 et de I'acide aminé 329 a 409.

« Le £™ domaine le PD800555 n'apporte pas beaucoup dhmdton car il ne
comprend qu’une seule protéine dans cette fanfiilgagit d’'un P450 bactérien du

genreBradyrhizobium
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Le 5™ domaine, PD866822 est retrouvé entre les acidéséan264 et 328. On
compte 37 P450 comportant ce domaine.
Le 6™ domaine le PD570616 est trés fréquent chez le® P2B7 cytochromes
P450).
Pour chaque domaine PD, on peut réaliser avec PnolDoalignement multiple de

toutes les séquences possédant ce domaine. Ceerabgt local de la région

concernée par le domaine permet de repérer lessaaidinés conserves.
Cet alignement effectué pour le PD 570616 permeatgérer le motif principal de
liaison de 'héme (annexe 2). Les acides aminésawgs issus de cet alignement
sont ceux impligués dans la liaison de I'héme &d@otéine. Le niveau
d’'implication de ces résidus n’est pas le méme pous. Le résidu cystéine de ce
motif est le seul a établir une liaison covalentecal’heme. Les autres résidus
interviennent uniquement par le biais de liaisoms covalentes.
La séquence allant de l'acide aspartique 72 aifiarg 166 correspond au PD
000936. 255 cytochromes P450 possedent ce donmaimeetelle représentation au
sein de la famille des cytochromes P450 semblequmti que cette séquence
correspond a une réalité biologique. Tout commesdarcas du domaine n°6, on
peut penser que les acides aminés conservés deornaind jouent un réle
important dans le fonctionnement de I'enzyme.

Un BLAST-p sur ProDom est a nouveau réalisé maite deis avec la séquence

protéiqgue de I'ORF 10 de BLMJ. Par ce BLAST on vsavoir si le changement de la

phénylalanine 84 en sérine a une répercution surdemaines ProDom. En effet, ce

BLAST permet d’identifier 6 domaines PD dans lausége de BLMJ. La mutation de

cette phénylalanine se traduirait par la disparittiun domaine, le PD000936. Non

seulement le PD 000936 semble étre un domaine targadans la famille des P450 mais

la phénylalanine 84 semble étre un acide aminélelée domaine. On vérifie si ce résidu

est un acide aminé conservé dans ce domaine. Bdaire un alignement des 255 P450 au

niveau du domaine PD000936 est effectué (Fig. A)res cet alignement, la

phénylalanine 84 est retrouvée dans la séquenceesus (résidu entouré sur la figure

75). La phénylalanine en position 84 dans le P4&®.dlinenssauvage semble étre un

acide aminé conservé.
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La disparition du domaine PD 000936 dans 'ORF @®BdMJ ainsi que la conservation
de la phénylalanine 84 dans ce domaine, sont dé&wmed@lts convergents indiquant

'importance de cet acide aminé.
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Figure 75: Représentation d’une partie de I'alignement &udP0936 car, il existe en tout 255 protéines qui
présentent ce domaine.

Pour obtenir des informations concernant le réleeleacide aminé, on s’intéresse
aux structures 3D disponibles. Le P45Bddinens(codé par Ibrf 10) a été découvert lors
du séquencage de cluster de la caroténogénese D8plis ce P450 n'a fait I'objet
d’aucune autre étude, ni d'un point de vue fonctemi structural. Par conséquent aucune
structure 3D de ce P450 n’est disponible. Parm2E5s protéines possédant le domaine
PD000936, 11 P450 ont fait I'objet d’études crisaphiques. On dispose alors de 11
structures 3D possédant ce domaine. Les P450 estiapgesont présentés dans le tableau
13.
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Code Align o . N° P . Nb Zone aae

Locus svx?issprot N*Acces PDB Définition Organisme résidus PDO000936 F SA?

CPXJ_SACER Q00441 1EUP CYP107A1 Saccharopolyspora 404 96-210 F 109
erythraea

Q9KIZ4_POLCB  Q9KlIz4 1Q5D CYP 167A1 Polyangium 419 102-220 F 114
cellulosum

CPXL_PSESP P33006 1CPT CYP 108 Pseudomonas 428 108-244 F121
sp.

CPXW_SULSO Q55080 1107 CYP 119 Sulfolobus 368 74-181 F 87
solfataricus

C121_MYCTU Q59571 1N40 CYP 121 Mycobacterium 396 94-174 102
tuberculosis

CPXA _PSEPU P00183 1DZ4 CYP 101 Pseudomonas 415 106-221 V 119
putida

Q9KZR7_STRCO Q9KZR710DO CYP154A1 Streptomyces 408 93-209 F 106
coelicolorA3(2)

Q9L142_STRCO Q9L142 1GWI CYP 154C1Streptomyces 407 100-212 L111
coelicolorA3(2)

NOR_FUSOX P23295 1EHE CYP 55A1 Fusarium 403 92-214 F 105
oxysporum

Q8RNO3_AMYOR Q8RNO03 1UED CYP 165C4 Amycolatopsis 406 103-224 F116
orientalis

Q8RN04_AMYOR Q8RNO04 1LFK CYP 165B3 Amycolatopsis 398 94-214 F 107
orientalis

Tableau 13: 11 Cytochromes P450 dont les structures 3D smmiues ayant le PD 000936.

Dans la derniére colonne de ce tableau figure deacaminé équivalent a la
phénylalanine 84 de 'ORF 10 d& linenssauvage. Ces acides aminés correspondent a
I'acide aminé aligné au niveau de la phénylala@ihelans I'alignement des 255 séquences
présentant le domaine PD000936. Pour la plupafagit également d’'une phénylalanine.
Seules 3 séquences possedent un résidu différeat.|1& CYP 121, 101 et 154 C1, il
s’agit respectivement d’'une isoleucine, d’'une &k d’une leucine. Dans ces trois cas ce
sont des acides aminés hydrophobes, tout commehdayfalanine et d’'un volume
moléculaire sensiblement voisin. On considére lomg@nce d’'un acide aminé hydrophobe
a ce niveau de la séquence. L'ensemble des stescBl) a été étudié et représenté a l'aide
du logiciel en ligne Protein ExploférOn détaillera dans cette partie la structure 116§
autres sont présentées dans l'annexe 3. Cettetwstruappartient au CYP 119 d'une
archaebactérieSulfolobus solfataricudD’aprés Swiss Model la séquence du CYP 119 est
la plus proche de celle de 'ORF 10 Belinenssauvage sur une zone allant du résidu 57
au résidu 139. Sur cette région ces deux séquesmas a 26,9% d'identité. Nous
extrapolerons donc la structure 1107 a 'ORF 1@dknens



RESULTATS DISCUSSION 142

Protoporphyrine IX

Figure 76: Structure 3D du CYP 119 (n°PDB 1107).

La figure 76 représente la structure 3D du CYP 1E9phénylalanine 87 entourée
en bleu correspondrait a la phénylalanine 84 dWRKB. linenssauvage. Le groupement
prosthétique est entouré en orange. D’apres ceptesentation, le résidu étudié montre
une grande proximité avec I'héme.

En sélectionnant I'acide aminé d'intéret dans lguséce, Protein Exploferest
capable de montrer tous les éléments en interaatiea ce résidu. La figure suivante (Fig.
77) montre la représentation obtenue avec cetidifon

Figure 77.A:
Représentation de tous les
élements du CYP 119
établissant des interactions
avec la phénylalanine 87.
Eléments figurants : HEME ;
L322; P321; G319; L318;
1133; 1130; L92; S88; 186;
D85.

Element
de I'néme

Figure 77.B:
Représentation de
l'interaction existante entre
F87 et 'héme du CYP 119

F 87 du CYP 119 A B
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Il semble que la phénylalanine 87 interagisse awex partie de I'heme par une
interaction hydrophobe. La structure du CYP 119sin’pas la seule a montrer cette
caractéristique.

L’étude globale des 11 structures possédant le PEE® (annexe 3) montre que
tous les acides aminés équivalent a la phénylada@dnse retrouvent au méme niveau de la
molécule (sous I'hnéme). Tous ces acides aminémagitaient avec I’heme (tableau 14) par
le biais d’une interaction hydrophobe.

N° P aaeq -
PDB Définition F 84 Substrat Liaisons avec aa eq F 84

Androsten-| HEME /G 353 /M 352/L 238 /L 211/L 156/V 114/1Q/E
dione 108/S 106/ V 105

. HEME /L 370/ G 367/P 366 /1251/L 161 /1119/T5l/ S 113/F
1Q5D | CYP167A1 F 114 | Epothilong 112 /N 111V 110

1EUP | CYP107Al F 109

HEME /L 382 / G 379/L 378 / | 264/V 238 / | 126/Q2/ W
1CPT | CYP 108 F 121 nr 120/N 119 /L 118/T 117
107 | cypito| Eav o+ |HEME/L322/P 321G 31? I/D |_83;18/| 133 /1130/2 9S 88/l 86
HEME /L 350 / G 347/P 346 / F 230/L 202 / V 149/031/ A
IN40 | CYP121| 1102 nr 101K 100/ M oo 08
1Dz4 | cyP101| v11d Camphre HEME/G 359 / L 358/I524/ 123/G 120 / V 118/A 115
4-phényl- | HEMEI/L 359 / G 356/L 355 / M 239/L 156 / V 111/S7LOA
10DO | CYPISAAL F 106 | 4 idazole 105/P 104 / A 103/V 102
1GWI | cYP154C]| L 111 nr HEME/P 356 / M 239/L 213 / L 159/V 116 AT2/A 110/ V 107
HEME/L 357 / A 354/ 353 / L 236/l 210 / V 110/T @0 T 104/P
1EHE | CYP 55A1| F 105 nr 103/ £ 1021V 101
HEME/L 361 / G 358/V 357 / L 242/L 218 /L 164/112T
1UED | CYP165C4 F116 nr LR 110 T 119 112
ek | cypiese| E 107 N HEME/G 349 / L 348/V 233 / M 209/L 155 / M 112/T40G

106/P 105 /T 104/L 103

Tableau 14: Informations concernant la structure 3D des 430Ppossédant le PD 0009@% : substrats
non représentes).

Cet acide aminé apparait déterminant dans la isaidin de I'héme. Le
remplacement de ce résidu par une sérine entrélmeragraves conséquences quand a
l'activité du P450. La sérine étant un résidu pelakelle ne peut établir d’interaction
hydrophobe avec I'heme. Ce dernier adopterait aloies conformation inappropriée, la

réaction de mono-oxygénation ne pourrait plus aleur.
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L’'analyse de la séquence de 'ORF 10 a montré Kirtgnce et le réle de la
phénylalanine 84 dans la structure du P450.

Ces résultats issus de considérations bioinformesicnous laissent penser que la
mutation de lorf 10 de BLMJ est suffisante pour expliquer l'inactivatioe ce P450.
L’absence d’hydroxylation de caroténoides aromatiqueut étre reliée a la présence de ce
P450 muté chez BLMJ. Ces résultats semblent indiquel’'orf 10 du clustercrt code le

P450 responsable de la formation du di-hydroxyésmraténe chel. linens
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2.4.2- Mutagenése « dirigée » sur B. linens sauvage

La mutation de la phénylalanine 84 en sérine (F84i8) 'ORF 10 est
vraisemblablement a l'origine de l'absence d’hydtakion de lisoréniératene chez
BLMJ. Cependant ce mutant est issu d'une mutagemdsatoire aux U.V. Si ces
rayonnements ont entrainés une mutation sur I' QRFils ont probablement causé la
mutation d’autres genes. On souhaite s’assurer lalesence d’hydroxylation de
I'isoréniératéne chez BLMJ est due uniquementradgation observée sur I'ORF 10.

Afin d’obtenir une souche uniquement mutée suréreegon électropore des cellules

deB. linenssauvage avec brf 10 muté de BLMJ.

2.4.2.1- Electroporation de B. linens sauvage

L’électroporation est une méthode de pénétratidBDN dans des cellules, basée sur
l'utilisation d'impulsions électriques qui augmenrttia perméabilité membranaire.

Les électroporations sont réalisées sur des cglRiléinensATCC 9175. Pour ces
expériences deux types de fragments d’ADN de BLbIX sitilisés, un correspondant a
I'orf 10 complet et l'autre correspondant a un fragmentgdoe portant la mutation
correspondant a F84S. Par un phénomene de recastdrirfdomologue on espere insérer
la mutation correspondant a F84S dawnsfI10 deB. linenssauvage et ainsi obtenir une

bactérie possédant cette unique mutation.

L’ADN destiné a I'électroporation est issu de prissluPCR purifiés. Par une
nouvelle PCR sur ¢rf 10de BLMJ on génere des ampliméres de 2 taillesréifités (Fig.
67) :

* le Ade 1341 pb correspond aif 10entier,
* le J de 667 pb correspond au fragment dgf 10 de la base — 45 a 622. La

mutation correspondant a F84S est portée par gméat.
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Figure 78: Electrophorése des produits PCR aefl10de BLMJ. (a) 6 ampliméres A et 6 ampliméres J non
purifié. Volume déposé 20 ul. (b) produits pusfifp : amplimere J purifié et Ap : amplimére A fi@ri

L’électrophorése des produits PCR obtenus est mi&sedans la figure 78.a. Les
bandes correspondant aux 'amplimeres A et J séobupées sur le gel d’agarose puis
purifiées. La pureté de 'ADN obtenu est controi@e une deuxieme électrophorése (Fig.

78.b). L’ADN ainsi obtenu est utilisé pour les espaces d’'électroporation.

Les cellules compétentes et 'ADN purifié sont nmélées puis électroporées. Les
cellules issues de I'électroporation sont ensermeneér un milieu nutritif ne contenant
pas de facteur de sélection. Sachant que les e=lhibnt pas recu de géne rapporteur
I'utilisation d’un tel facteur est inutile. Nous avons donc aucun moyen de limiter la
croissance aux clones ayant effectivement recrafgnfent d’ADN de BLMJ. La sélection
se fait, aprés croissance par examen visuel desiesl Des qu'un clone présente une
couleur différente, il est repiqué et testé a &ctién phénolate. Seuls les clones phénolate
négatif sont intéressants et conservés. Les résults différentes électroporations sont

présentés dans le tableau 15.
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Cellules Nombre total Nombre de clones
compétentes ADN de clones phénolate -

E2 B. linens 9175  Fragment J bimj db 1264 0

E3 B. linens 9175 Fragment A bimj db 73320 0

E4 B. linens 9175  Fragment J bimj db 4400 0

E5 B. linens 9175 Fragment J bimj dilué 1/10 4860 0

E6 B. linens 9175 Fragment J bimj sb 3860 0

E7 B. linens 9175 Fragment J bimj sb dilué 1/10 7820 1

Tableau 15: Résultats des électroporations pratiquée8slinenssauvage.
(Sb : simple brin et db : double brin).

De ces expériences un seul clone noté (BLE7J) s2esié étre phénolate négatif.
Cette réponse montre que BLE7J ne produit pas l@&ses pigments que la souche
sauvage. La caroténogénése chez BLE7J n’est dencopaplete. BLE7J est le résultat de
I'électroporation deB. linenssauvage avec le fragment J dafi'l0de BLMJ. La suite de
ces expériences est destinée a étudier les pigmertsits ainsi que la séquence de 'ORF
10 de BLE7J.

Remarque Cette bactérie est connue pour étre difficitea@sformer (communication
personnelle). On notera que I'électroporation déecsouche est peu
efficace. En effet sur les 95 000 clones obtenusaut semble avoir recu
'’ADN muté.

2.4.2.2- Description du mutant BLE7J

La couleur des colonies des BLE7J est comparablgléa du mutant BLMJ. Tout
comme BLMJ, la couleur des colonies n'est pas nealipar I'ajout d’'une base forte.
BLE7J ne semble pas accumuler de di-hydroxy-iséréténe

Apres culture on obtient 1,68 g de biomasse (n&atséche) par litre de culture.
L’extraction des pigments de BLE7J est pratiquéedemx fois, la premiére a l'aide de
méthanol et la seconde a l'aide d’acétone. 1,72Zmg@igments par litre de culture sont
récoltés, ce qui correspond a une production spéeifde 1,02 mg de pigment par g de
matiere seche. Les quantités de biomasse et deepigmroduits sont comparables a celle
produites par le mutant BLMJ et la bactérie sauvdge mutation portée par BLE7J

n’affecte pas ces parameétres.
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Le chromatogramme (Fig. 79) correspond au profinf@ntaire de BLE7J suite a
I'injection en HPLC de 0,913 pg de pigments totaux.

BLE7J

0,10 4 0,913 ug injectés 39,86 (39.09%)

18,67 (28,15%)

42,21 (16,03%)

21,45 (13,78%)
6,81 (1,62%)
9,11 (0,47%)

38,92 (0,14%) 43,86 (0,71%)

Absorbance (450 nm)

0 10 20 30 40 50

Temps de rétention (min)

Figure 79: Chromatogramme HPLC des pigments de BLE7J.

Le profil pigmentaire de BLE7J ressemble a celuiBleVJ (Fig. 62). 55% des
pigments produits par BLE7J sont apolaires. Le pigime plus représenté est élué a 40
min. Les pigments élué a 18,8 et 21,5 min, sonpalarité intermédiaire. Ces especes
pigmentaires sont plus présentes chez BLE7J que BbhB!J. Le mutant obtenu suite a
I'électroporation semble produire les mémes pigmepie BLMJ mais leur répartition est
différente.

La caractérisation de pigments de BLE7J dévelomses la partie suivante est
réalisée sur des extraits pigmentaires totaux.ftem eontrairement a BLMJ, les pigments
extraits par le méthanol chez BLE7J ne sont padigeadples. Cette fraction apporte
principalement les pigments de polarité intermédiaiPour obtenir une analyse
représentative de toutes les especes pigmentatssdevons utiliser I'extrait pigmentaire

total.

2.4.2.3- Caractérisation des pigments produits par le mutant
BLE7J

Comme pour le mutant BLMJ, cette caractérisatidreffectuée en 2 temps avec en
premier une expérience de co—€lution en HPLC atinkanalyse LCMS des pigments.
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Expériences de Co-élution en HPLC (figure 80)

On sait que BLE7J posséde un profil pigmentaireilsira a celui de BLMJ.
Connaissant I'origine de la souche BLE7J, on peuspr que le pigment majoritairement

accumulé par BLE7J est I'isoréniératéne.

0,10
a) BLE7J P,
481,4
’é‘ 0,10 — 0,05 ¢
c g
3 3 42,48
< &
~ 0,00 -
3
% 0’05 - TR = 42,5
g 005 . Io‘ngueu‘r d'onqe .
8 300 350 400 450 500 550 600 44’67
<
0,00 N _/\_/'\‘
b) isoréniératene standard 010
452,4
€ 010+ 481,4
c 0,051 o
3 42,16
S 5
© 2
[&] 0,00 -
g 0,054
2 TR=422
8 longueur d'onde
Q -0,05 . . . . .
< 300 350 400 450 500 550 600 45’6
0,00 __A‘\—»
c) BLE7J + Isoréniératene standard 015 41,94
454.8 481,4
—~ — 0,10
= 0,10 g
= &
Q 2
n 0,05+ g
N 2
8
S 0,054 0007 TR=419
2
§ 005 __longueurdonde 44’13
< 300 350 400 450 500 550 600
0’00 _‘_JL\_.\_.J\,L
0 10 20 30 40 50
Temps de rétention (min)

Figure 80: Co-élution des pigments de BLE7J avec l'isorati#ne standard.

a) chromatogramme des pigments de BLE7J (0,463u9) ;

b) chromatogramme de l'isoréniéraréne standard(O,4) ;

¢) chromatogramme issu de la co-élution des pigsnéatBLE7J (0,463 ug) avec l'isoréniératene stah@#00

HQ).
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Ainsi dans I'expérience de co-€lution un seul camoide standard, I'isoréniératene
sera utilisé. On injecte d'abord les pigments totde BLE7J puis l'isoréniératéne standard
et enfin un mélange des pigments de BLE7J avewréisératene standard (Fig. 80).

Le caroténoide majoritaire de BLE7J est €lué a A#rb Son spectre présente des
pics d’absorbance a 454,8 et 481,4 nm. Le tempgtdation de l'isoréniératene standard
est de 42,2 min, les pics d’'absorbance de ce sthrstat observés a 452,4 et 481,4 nm.
Ces valeurs sont tres proches de celles du pigdeeBLE7J.

Lors de l'injection de mélange des pigments de BLE¥d’isoréniératene standard
en proportion équivalentes, une co-élution du pigmeajoritaire de BLE7J et de
I'isoréniératene standard est observée.

BLE7J semble accumuler principalement de 'isoneténe. Afin de le vérifier nous

procédons a I'analyse LCMS de ses pigments.

Analyse LCMS des pigments de BLE7J(figure 81)

Les fractions méthanoliques et acétoniques deseitprde BLE7J sont analysées

en LCMS. Cette analyse est effectuée par le Dr EeitBaupt de l'université de

Hohenheim.
BLE7J
Carournzig 1: Scan AP+
100+ 27.87 561.4 1.00Da

7.08e5
1515 1578 1659 & 17900
17.29

0 T
Carotin249 1: Scan AP+
21.42 545.4 1.00Da
100
21.2! 3.25e6

%
16.94 17.3617.46 2107

21.74
17.95 1851 1925 19.92

15.22 1536

2359 2400 248062534 26,05

28.15
26.78 28532906 299030 04
T

07 T T T f T T T T T T T T T T T T T T T 1 T
Carotin249 1: Scan AP+
27.97 529.4 1.00Da
1004 27.87. 5.18¢6

22.65

[y

2.7
1543  16,3416,83 17,39 20.27 2181 2261 2489 25.42 75 5626.05
T T T T T T

T T T
Carotin249 2: Diode Array

27.94 450 1.00Da
100

5 3.29e5

¢ . 2 3

21.44 4
24.04 25.60
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
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Figure 81: Chromatogrammes issus de I'analyse LCMS des g@igede BLE7J.
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La chromatographie liquide permet de séparer Stéaoides (Fig. 81). Le composé
n°l élué a 21,44 min a un m/z de 545. La masseimala ce composé est donc de 544
g.mol* ce qui correspond au mono hydroxy-isoréniératéeecomposé majoritaire est
elué a 27,94 min, son m/z est de 529 ce qui caregbpa la masse molaire de
lisoréniératéne (528 g.md). Les autres composés représentés par les pigse,4
semblent étre des isoméres de lisoréniératéne.7Blfoduits les mémes pigments que
BLMJ.

L’analyse LCMS a montré la présence de deux caotdés différents :
I'isoréniératene et le mono-hydroxy-isoréniérate@n peut alors identifier les pics
d’élution présents sur le chromatogramme HPLC (F.

Les deux composés élués a partir de 39 min sontcaedénoides apolaires. Le
composé majoritaire élué a 40 min correspond aréigiératene. Un isomépgs/transde
ce caroténoide se trouve €lué a 42 min. Ces desgxcprrespondent a I'isoréniératene. Ce
caroténoide représente ainsi 55 % des pigmerBs @eJ.

Les composés élués a 18,7 et 21,45 min sont deitpolatermédiaire. lls sont
attribués au mono-hydroxy-isoréniératéne, l'autiggment détecté en LCMS. Ainsi 42 %
des pigments de BLE7J correspondent au mono- hydsoxéniératene.

L’absence de di-hydroxy-isoréniératéne chez BLEfdde indiquer une mutation
au niveau de I'enzyme responsable de I'hydroxytatie I'isoréniératéne. La synthése de
mono- hydroxy-isoréniératene chez BLE7J révele efoig la présence d’activité
d’hydroxylase. La mutation affectant I'hnydroxylade BLE7J semble moins importante

gue dans le cas de BLMJ.

2.4.2.4- Etude de I'orf 10 du cluster crt de BLE7J

L’objectif de cette étude est l'identification derhutation portée par BLE7J.

PCR et séquencage de l'orf 10

L’ADN de BLE7J est extrait et ensuite utilisé pdiamplification del'orf 10 du
clustercrt. Les amorces utilisées sont celles ayant serur fgo PCR de I'ORF 10 de
BLMJ (voir le paragraphe 2.4.1.3).
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On obtient alors 4 produits PCR différents :
- le produit A de 1341 pb, issu de la PCR avecresrees 1 et 3,
- le produit J de 667 pb, issu de la PCR avec les@a@ et 12,
- le produit | de 877 pb, issu de la PCR avec lesrees® et 10,
- le produit F de 429 pb, issu de la PCR avec legess® et 4,

L’électrophorése de ces produits est présentéelddigsire 82.

Figure 82:
Electrophorése des produits
21226 pb> - PCR de BLE7J.

10000 pb> -« Mlbd : marqueur lambda
M1kb : marqueur 1Kb
J1 m2 et J2 m2 : ampliméres
J de BLE7J
Am2 , Fm2 et Im2
ampliméres A, F et | de
BLE7J.

947 pb>

500 pb>

250 pb>

Ces produits PCR sont purifiés et séquencés paodgté Biofidal. Pour chaque
produit PCR, la séquence est déterminée sur ure adelecture de 550 pb + 50 avec
I'amorce forward correspondante puis 'amoreceverse(comme précédemment effectué
pour I'orf 10de BLMJ).

La séquence compléte de 'ORF 10 de BLE7J estrié@iée aprés avoir rassemblé

les séquences des différents amplimeres (Fig. 83)

BLE7J
MNSVSMRKAVGTHDETEPRVGHDGTMARI RSYEAATTVL RARHQT TQAGFTAEKI PRGYFRQHPI LI SDGDDH
DVQRREVARYFAPAVVSAKYGDFI NKRAQAL VDSAL ANGRL RLDEAALNYSVEVTAEI VGLTDSPI DAMAKRL
VGFFRQPPVDLAAPAMGRTRROW QAAVNGLVPI GRFYI SDVRPAI RARRDRRRDDVL SHLL SAGYSTADI LV
ECVTYGTAGWTTREFI TMACWHL L TNDEL GRRYTEASQPTRLEI LEQ | RLDPVVGHL YRRAQADI EVSDNG
CPYTI PEGDLI DVCVRQTNTDPQAMGAAPET VI PGRDL RRGSAAT GL SFSDGAHT CPGQPLAL YETDAL L HKV
LATRPRI LREPTI SWDNVI EGYRLRGLDLSLMIRSRPVTTRMIT
Aa : séquence issue du fragment J
Aa : séquence issue du fragment |
Aa : séquence issue du fragment F

Figure 83: Séquence protéique de 'ORF 10 de BLE7J.
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L’étude de la séquence ainsi obtenue est réaleé® ld partie suivante.

Analyse de la séguence de 'ORF 10 de BLE7J.

Les séquences nucléiques et protéiques relatiVesfa 0 de BLE7J sont présentées
dans la figure 84.

M N S V s M R K A V G T H D E T E P 18
ATG AAC TCG GITG AGC ATG CGA AAG GCG GIG GGG ACA CAT GAT GAG ACC GAA CCC 54

R v G H D G T M W R I R s Y E A A T 36
CGA GIC GGC CAC GAC GGA ACC ATG TGG AGG ATA CGC TCC TAC GAG GCC GCC ACA 108

T V L R AR H Q T T Q A G F T A E K 54
ACT GTIG CTG CGT GCG CGI CAT CAG ACT ACT CAG GCA GGG TTC ACC GCC GAA AAG 162

| P R G Y F R Q H P | L | S D G D D 72
ATC CCG CGC GGG TAC TTT CGG CAA CAC CCC ATA CTG ATC TCC GAC GGC GAC GAT 216
H D V Q R R E \% A R Y F A P A \Y \Y S 90
CAC GAT GTA CAG CGC AGA GAA GIC GCC CGC TAC TTC GCC CCC GCC GIG GTG TCT 270
A K Y G D F | N K R A Q A L \Y D S A 108
GCG AAG TAC GGG GAT TTC ATC AAC AAG CGT GCT CAA GCC CTC GIC GAC TCC GCC 324
L A N G R L R L D E A A L N Y S \Y E 126 Flgure84'
CTC GCA AAC GGT CGA CTG CGC CTC GAC GAG GCA GCT CTG AAC TAT TCG GIC GAA 378 ,
Séquences de
\% T A E | \% G L T D S P | D A M A K 144
GIC ACA GCC GAA ATC GIG GGC CTC ACG GAC TCC CCC ATC GAC GCG ATG GCC AAG 432 |'ORF 10 dU
R L v 6 F F R Q P P V D L A A P A M 162
CGT CTC GTC GGG TTC TTC AGA CAG CCA CCT GTC GAC CTC GCC GCC CCC GCG ATG 486 Clustercrt de
G R T R R Q W I Q A A V N G L Vv P I 180 BLE7J

GGC CGA ACG CGT CGC CAA TGG ATC CAG GCG GCC GTC AAC GGC CTC GTG CCC ATC 540

G R F Y | S b VvV R P A | R A R R D R 198
GGC CGG TTC TAC ATC AGC GAT GIG CGC CCG GCG ATT CGC GCC CGG CGC GAC CAA 594

R R D DV L s H L L s A G Y S T A D 216
CGC CGC GAC GAT GTG CTC TCG CAT CTG CTG TCT GCC GGT TAC AGC ACC GCT GAC 648

| L v E C VvV T Yy GG T A G M V T T R E 234
ATC CTG GIC GAA TGC GTA ACT TAC GGC ACA GCC GGC ATG GTG ACC ACT CGC GAA 702

F o T M A C W H L L T N D E L G R R 252
TTC ATC ACC ATG GCA TGC TGG CAT CTG CTG ACG AAC GAC GAG CTT GGC CGT CGC 756

Yy T E A S Q P T R L E | L E Q | | R 270
TAC ACC GAA GCC TCG CAG CCC ACC CGC CTG GAG ATC CTC GAA CAG ATC ATC CGC 810

L b P V V G H L Y R R A Q A D I E V 288
CTC GAC CCA GIC GTC GGC CAC CTC TAC CGG CGG GCC CAA GCC GAC ATC GAA GIC 864

S D N G C P Y T |1 P E G D
TCA GAC AAC GGEC TGC CCC TAC ACC ATC CCC GAA GGC GAC

| D v C 306
G ATC GAT GIG TGC 918

9r-

vV R Q T N T D P Q A M G A
GTG AGA CAG ACC AAC ACC GAC CCG CAG GCG ATG GGG GCA

P E T V 324
CCG GAG ACG GTC 972

R R G S A A T

L S F S 342
ATC CCT GGG CGC GAC CTG AGA CGG GGA AGC GCC GCG ACA

L
CTG AGC TTC AGC 1026

< 8o 8>

P G Q P L A L

H T C E T D A 360
GAC GGA GCC CAC ACG TGC CCG GGT CAA CCA TTG GCT CTC T.

C GAA ACC GAT GCC 1080

>

L H v L A T R P R I L E P T | 378
CTT CTG CAC AAG GTC CTG GCT ACT CGC CCA CGC ATC CTT CGG GAG CCC ACC ATC 1134

Pyl

N VvV I E G Y R L R G L D L S L 396
AGC TGG GAC AAC GIC ATT GAA GGA TAC CGT CTG CGT GG&C TTG GAC CTG AGT CTG 1188

s R P V T T R M T T * 410
ATG ACG AGA TCA CGC CCT GTC ACA ACG AGA ATG ACA ACA TGA 1230
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A l'aide du logiciel Alignn, I'alignement des séquees nucléiques deoff 10 de
BLE7J et du sauvage est réalisé (Fig. 85)

610 620 630 640 650 660
W /] GACGATGTGCTCTCGCATCTGCTGT CCGCCGGT TACAGCACCGCTGACATCCTGGTCGAA

bl e7] GACGATGIGCTCTCGCATCTGCTGI CTGCCGGT TACAGCACCGCTGACATCCTGGT CGAA
610 620 630 640 650 660

670 680 690 700 710 720
[WI' /] TGCGTAACCTACGCGCACAGCCGGECATGGT GACCACT CGCGAATTCATCACCATGGCATGC

bl e7j  TGCGTAACTTACGGCCACAGCCGECATGGT GACCACT CGCGAAT TCATCACCATGGCATGC
670 680 690 700 710 720

730 740 750 760 770 780
[WI' /] TGGCATCTGCTGACGAACGACGAGCT TGECCGT CGCTACACCGAAGCCT CGCAGCCCACC

bl e7j  TGGCATCTGCTGACGAACGACGAGCT TGECCGT CGCTACACCGAAGCCT CGCAGCCCACC
730 740 750 760 770 780

790 800 810 820 830 840
W /| CGCCTGGAGATCCTCGAAGAGAT CATCCGCCT CGACCCAGT CGT CGGCCACCT CTACCGG

bl e7j CGCCTGGAGATCCTCGAACAGATCATCCGCCTCGACCCAGT CGTCGGCCACCTCTACCGG
790 800 810 820 830 840

Figure 85: Extrait de I'alignement des séquences nucléigieeorf 10de BLE7J avec celui dB. linens
sauvage (WT).

L’ orf 10du clustercrt de BLE7J porte 3 mutations. Deux transitions sdiservées,
au niveau des nucléotides 627 et 669 ou une cgt@shremplacée par une thymine. La
troisieme mutation est une transversion, la guai@@ est remplacée par une cytosine.
Pour connaitre le nombre de mutation exprimé, neffectuons un alignement des

séquences protéiques (Fig. 86).

250 260 270 280 290 300
[ Wi/ WHLLTNDELGRRYTEASQPTRLEI LEEI | RLDPVVGHL YRRAQADI EVSDNGCPYTI PEG

bl e7j WHLLTNDELGRRYTEASQPTRLEI LEQ | RLDPVVGHL YRRAQADI EVSDNGCPYTI PEG
250 260 270 280 290 300

Figure 86: Extrait de I'alignement des séquences protéigigeORF 10 de BLE7J avec celui Belinens
sauvage (WT).
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Une seule substitution est retrouvée au niveauadsétijuence protéique. L'acide
glutamique 267 est remplacé par une glutamine,e cetutation correspond a la
transversion du nucléotide 799. Les deux autresatious observées sur la séquence

nucléiques s’averent étre des mutations silencge{i5g. 87).

627 669 799 627 669 799
TC AC GAG TC AC CAG
S 209 T 223 E 267 S 209 T 223 Q 267
H,N——CH—C——OH HZN—Z::ZH—OH HzN—i:—C—OH H,N——CH—C——OH HZN_Z::;_OH HQN—Z:—C—OH
I CH, <|3H or—a2 CH le
OH 3 (|:=O Cz_o
b |
|:| |:| Electroporation ‘
ORF 10B. linenssauvage ORF 10 BLE7J

Figure 87: Schéma représentant les difféerentes modificatsmvenues sur 'ORF 10 de BLE7J.

Nous observons des mutations sorfl’10 de BLE7J différentes de celle portée par
I'orf 10 de BLMJ (Fig. 73). Le fragment d’ADN inséré parlé&étroporation, nomme
fragment J de BLMJ de 667 bases s’étend du nudkedi5 au nucléotide 622 et porte la
mutation T251C (correspondant & F84S). Dans leleddLE7J, non seulement la mutation
T251C n’est pas retrouveée, mais les mutations esnpar lbrf 10 de BLE7J apparaissent
au dela du fragment J (apres le nucléotide 622)p€ut penser que '’ADN de BLMJ est
bien entré dans les cellules compétenteB.dmenssauvage puisqueadif 10de BLE7J est
muté. Cependant la recombinaison homologue attendus’est pas produite, générant
ainsi un nouveau mutant suotf 10. Méme si BLE7J ne porte pas la mutation escomptée,
il n"'en demeure pas moins un mutant aefl’10du clustercrt.

La présence d’'une mutation suorf 10 de BLE7J (ajouté a la mutation observée
chez BLMJ) peut suffire & établir un lien entrd*#50 codé par brf 10 et I'hydroxylation
des caroténoides aromatiques. On préfere toutsfassurer que la mutation E267Q de
'ORF 10 de BLE7J intervient bien sur un acide amimportant pour la structure ou
I'activité du P450.
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Dans la mutation portée par BLE7J, un acide amoiéine (acide glutamique) est
remplacé par un acide aminé polaire (glutamine).nbture hydrophile du résidu est
conservée. Cependant BLE7J apparait incapable d&éhédiger du 3,3'-di-hydroxy-
isoréniératéne Il semble donc que I'acide glutamiqn position 267 soit important pour
I'activité du P450.

Réle de I'acide glutamique 267

Dans I'objectif de montrer I'importance de l'acigiitamique 267, nous effectuons
l'alignement des P450 les plus proches de celuBdénens (Fig. 88), on retrouve le

glutamate 267 dans la séquence consensus.

40 350 2e0 270 280 90 400 410 d4z0

T T T T T T T T T P

NP733733  REFVCLAAWHLFSDAELLGHYRSADETG-——————————————— RLAVL RATGPVELSCRDGPVRVRPEEYWEWHL
NP302391  VNLIANAVLAMLENPSOWEALSSHPQR-—————————— o LPLVVE LLEDMTIG-——-QTYLTEEDTMVLLL
NPS18024  SHLLTWTMFLLSTHPEWOEKLREEVATECDGEVP TGDMLNKLELVNMFLL RVNAELELG----GIWWVFPERTVLSIPI
CALA15483  VNLIANAVLAMLENPSQUKALSSNPOR-—————————————m—— LPLVVE AAEDMTIG-——-OTYLTEEDTHVLLL
Q55050 THLISNSVIDF TRFN-LUWORIRE——ENL-——————————————— FTLELIE KTKERWKLG————DCYYIEERE YRV I

LALFEE5E9 REFITMACWHLLTMDELGRRYTEASOQPT-———————————————— RLEILE
Consensus

RAQADIEWIDNGCPYYWIPERDL IDWCY

Figure 88: Extrait de I'alignement des cinq P450 les pluscpes de celui dB. linenssauvage présenté
dans le paragraphe 2.1.2 de cette partie.

L’alignement des séquences met en évidence un tmégifconservé (E-x-x-R) chez
les P450. Ce motif est présent au niveau de l'eécappartenant au noyau structural
commun a tous les P450 [38 , 39]. Ce motif (E-x)x$&mble impliqué dans la
stabilisation du noyau structural. En effet, plusseétudes ont montré I'importance des
résidus de ce motif :

* Une étude sur les domaines fonctionnels du P45@aese humaine présente 2
mutants au niveau de l'arginine 365, résidu comadpnt a I'arginine du motif E-
x-x-R. Les mutants R365K et R365A ne présente plusune activité aromatase
[22].

* Une autre étude portant sur I'importance des réslgkines et arginines du P450 d
[111] montre que le remplacement de l'arginine datiftE-x-x-R par une leucine
ou un tryptophane entraine une disparition de iVdaétenzymatique. Des études

spectroscopiques montrent que ces mutants somtahkzs de lier 'lhéme.
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La prostacycline synthase enzyme appartenantaardle des cytochromes P450,
a fait I'objet de mutagenése dirigée [44]. Les rtiates portaient sur la cystéine
impliquée dans la liaison de 'héme ainsi que ssrrésidus glutamate (E347) et
arginine (R350) du motif E-x-x-R. Les mutants E34@AR350A possédent une
activité enzymatique tres faible demontrant le @igcial des résidus glutamate et
arginine du motif E-x-x-R dans I'activité du P450.

Dans leur étude sur le P450[110], Shimirzuet al. montrent les liaisons établies
par les résidus conserveés de I'hélice K. La figg®ecorrespond a la représentation
de la région d'intérét dans la structure 3D du PABO Dans cette figure sont
présentés les différents résidus qui interagisaeet la cystéine 352 (acide aminé
liant le fer hemique) ainsi que différents élémegrgsmettant la stabilisation de la
structure de ’'héme coté proximal via des liaissaknes. En plus de ces éléments,
on distingue le glutamate 278 et I'arginine 281nalntif E-x-x-R de I'hélice K. Ces

2 résidus ainsi que I'arginine 355 situé au nivéaw méandre » interagissent entre
eux pour participer a la stabilisation de la suetproximale de I'héme. Cette
caractéristique correspond a la triade conservéR-Re-retrouvée chez les
cytochromes P450.

T

~ méandr

Hélice K

Fig. 5. The stuctue of the Cws hpand loop and meander region m
P43nor viswed fom the heme procumal sids. Salt budse interachions
and hydrogen bomds are indicated by thin hines. The K-helix 15 shewn as a
nbbon, the Cys higand loop and meander region as a tube and mportant
side chains as ball-and-stick modals.

Figure 89: Structure du P450 nor dans les régions du ligastiine, du « méandre » et de I'hélice K issue

de [110].
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Il apparait clairement que la conservation du migt{-x-R dans les séquences de
P450 correspond a une caractéristique structurafiortante puisque ces résidus sont
impliqués dans la stabilisation de 'heme. La matade ces résidus entraine de graves
conséquences sur I'activité du P450.

L’acide glutamique 267 de 'ORF 10 est un aciderggonservé, impliqué dans la
stabilisation de 'héme coté proximal. Sa mutatibez BLE7J entraine une déstabilisation
de 'héme amoindrissant l'activité enzymatique db® Cependant la mutation de cet
acide aminé en glutamine maintient la nature hyldtepdu résidu ce qui limite I'effet
déstabilisant. La déstabilisation de 'héme n’ext tale et permettrait une activité réduite
du P450.

Que ce soit BLE7J ou BLMJ, dans les deux cad ILO est muté et I'hydroxylation
de lisoréniératéne ne se fait pas correctementc&eexpériences il semblerait que le
P450 réalisant I'hydroxylation de l'isoréniératéest codé par le gémef 10. Ainsi chezB.
linenstous les génes de la caroténogénése seraientivaffeent regroupés dans le méme

cluster.
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Conclusion et Perspectives

Ces travaux ont permis de mieux appréhender I'é@pgdroxylation chezsS.

mediolanietB. linens

Les résultats obtenus concernant la caractérisaties pigments sont, pour
Brevibacterium linens et Streptomyces mediolgni conformes aux données
bibliographiques. Elles synthétisent toutes les xdedes dérivés hydroxylés de
l'isoréniératéne. En revanche, pddycobacterium auruires expériences que nous avons
menées montrent qid. aurumne synthétise pas les mémes caroténoides. Leogmtie
accumulé possede une masse molaire supérieure 3udi-Bydroxy-isoréniératéne.

L’identification de ce dernier n’a pas été possible

Dans un premier temps I'étude des clusters dertadr@ogénése a montré que seul le
clustercrt de B. linensprésentait un géne codant pour une oxygénaseefe tporf 10,
code pour une enzyme de type cytochrome P450.

L’utilisation in vivo d’inhibiteur de P450 indique qu'un P450 serait imppé dans
I'étape d’hydroxylation. L'isoréniératéne s’aver&e€le substrat de cette réaction. La
derniere étape de la voie de biosynthése correspibnd I'hydroxylation de
l'isoréniératéene par un P450 en 3-mono-hydroxyésmratene et 3,3’-di-hydroxy-
isoréniératéne.

Les P450 d&. mediolanet B. linensrépondent differemment aux inhibiteurs. Chez

S. mediolanil'inhibition par plusieurs inhibiteurs semble igder une moindre spécificité



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 160

gue cheaB. linens De plus, il est probable que le P450ianediolanne soit pas présent
dans le clustecrt et laisse envisager une fonction non restreiéecaroténogénese.

La mutagénése entreprise chlizZlinensnous a permis d’obtenir un mutant, BLMJ,
incapable d’hydroxyler l'isoréniératéne. L'analyde 'ORF 10 de ce mutant a révélée la
présence d’une mutation au niveau de I'acide a®héu une phénylalanine est remplacée
par une sérine. Les comparaisons de séquences ahd¢yses de structures 3D connues
ont réveélées que cet acide aminé pouvait étrerd@tant dans la stabilisation de I’'hneme du
P450. Ainsi la mutation de cette phénylalanine ptrexpliquer la perte d’activité
hydroxylase chez BLMJ.

De plus, l'introduction de 6rf 10 muté de BLMJ dans les cellules sauvage nous a
permis d’obtenir un autre mutant BLE7J. L'étapeydioxylation des caroténoides est
affectée chez ce mutant mais de maniere moinsesé@uer chez BLMJ.

L’analyse de 'ORF 10 de ce mutant a révele unevelbel mutation : l'acide
glutamique 267 est remplacé par une glutamine.idéaglutamique 267 appartient a un

motif conservé E-x-x-R particulierement importaahd la stabilisation de 'héme.

Nous avons donc obtenus deux mutants BLMJ et BLEUS deux affectés dans
leur caroténogénese au niveau de I'étape d’hydativyl et tous deux mutés au niveau de
I'orf 10. Dans les deux cas, les mutations observées seinsilffisamment importantes
pour expliquer la perte d'activité du cytochrome5@4 L’'ensemble de ces données
constitue un faisceau convergeant vers la désmmnate lorf 10 comme géne codant le
P450 impliqué dans I'étape finale de la caroténegércheB. linens Ainsi, le clustercrt
de cette bactérie renfermerait effectivement tas denes permettant la synthese des

caroténoides : des caroténes aux xanthophylles.

Il s’agit du premier P450 impliqué dans la caroggmese chez les organismes non
photosynthétiques. C’est aussi la premiére fois lgurerapporte l'identité d’'une enzyme

hydroxylant un caroténoide aromatique.
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La surproduction de caroténoides cheafgdiolanien présence de phénobarbital
d'une part et la sous production de caroténoidegrobe avec le mutant blanc BLMB
d’autre part montrent que la caroténogénese ShezediolanetB. linensest soumise a un
phénomene de régulation qui serait intéressanipdddpndir dans des études prochaines.
Pour le cas de BLMB une piste est a étudier, ade trois autres genes présents dans le

clustercrt deB. linensqui n’ont, a ce jour, pas de fonction connue.

Les mutants dé. linensapparaissent comme un outil intéressant pour tueé
comparative des activités antioxydantes (relatiomcture-activité). Ills permettent, en
effet, de mettre en évidence I'importance de lafiom hydroxyle sur le cycle aromatique.
Une étude préliminaire a été initiee, il sembleie I'effet du cycle aromatique soit

prépondérant sur celui de la fonction hydroxyle.
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