N

N

Etude de la production de peptides non-ribosomiques
chez des souches de Paenibacillus

Fatoumata Tambadou

» To cite this version:

Fatoumata Tambadou. Etude de la production de peptides non-ribosomiques chez des souches de
Paenibacillus. Sciences agricoles. Université de La Rochelle, 2014. Frangais. NNT: 2014LAROS019 .
tel-01205725

HAL Id: tel-01205725
https://theses.hal.science/tel-01205725

Submitted on 27 Sep 2015

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01205725
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DE LA ROCHELLE

UFR SCIENCES

THESE

Pour I’obtention du grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LA ROCHELLE

Discipline : Biotechnologies Animales, Végétales et Microbiennes

Présentée et soutenue par
M"¢ Tambadou Fatoumata

Le 26 septembre 2014

Etude de la production de peptides non-ribosomiques

chez des souches de Paenibacillus

Jury :

Djamel Drider Pr, ProBioGem/Polytech, Lille 1 Rapporteur
Jean-Luc Pernodet Dir CNRS, IGM, Paris Sud Rapporteur
William Couet Pr-PH-Dir INSERM, Poitiers Examinateur
Mohamed Marahiel Pr, Université de Marburg, Allemagne Examinateur
Ingrid Fruitier-Arnaudin - McU-HDR, UMR-CNRS 7266 LIENSs, La Rochelle Présidente
Valérie Thiéry Pr, UMR-CNRS 7266 LIENSs, La Rochelle Dir. These
Romain Chevrot McU, UMR-CNRS 7266 LIENSs, La Rochelle Dir. Thése

Travaux réalisés au Laboratoire LIttoral, ENvironnement et Sociétés (LIENSSs)
UMR 7266 CNRS — Université de La Rochelle






UNIVERSITE DE LA ROCHELLE

UFR SCIENCES

THESE

Pour I’obtention du grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LA ROCHELLE

Discipline : Biotechnologies Animales, Végétales et Microbiennes

Présentée et soutenue par
M"¢ Tambadou Fatoumata

Le 26 septembre 2014

Etude de la production de peptides non-ribosomiques

chez des souches de Paenibacillus

Jury :

Djamel Drider Pr, ProBioGem/Polytech, Lille 1 Rapporteur
Jean-Luc Pernodet Dir CNRS, IGM, Paris Sud Rapporteur
William Couet Pr-PH-Dir INSERM, Poitiers Examinateur
Mohamed Marahiel Pr, Université de Marburg, Allemagne Examinateur
Ingrid Fruitier-Arnaudin - McU-HDR, UMR-CNRS 7266 LIENSs, La Rochelle Présidente
Valérie Thiéry Pr, UMR-CNRS 7266 LIENSs, La Rochelle Dir. These
Romain Chevrot McU, UMR-CNRS 7266 LIENSs, La Rochelle Dir. Thése

Travaux réalisés au Laboratoire LIttoral, ENvironnement et Sociétés (LIENSSs)

UMR 7266 CNRS — Université de La Rochelle






Ce travalil a été financé par 'association Vaincre la Mucoviscidose.

REMERCIEMENTS :

Jadresse mes remerciements a Monsieur le Professeur Pierre Richard qui m’a accueilli au sein
de TUMR-CNRS LIENSs 7266 (LIttoral ENvironnement et Sociétés), et a Messieurs les
Professeurs Paco Bustamante et Olivier De Viron qui lui ont tour a tour succédés.

Jexprime toute ma reconnaissance a ma Directrice de these, Madame le Professeur Valérie
Thiéry ainsi qu'a mon Co-directeur de theése Monsieur Romain Chevrot. Merci pour vos
conseils, votre soutien, votre esprit critique et votre disponibilité durant ces trois années.

Jexprime également toute ma reconnaissance a mes encadrants scientifiques Monsieur
Cyrille Barthélémy et Madame Sandrine Didelot pour leurs conseils et leur disponibilité qui
m’ont été tres utiles pour mener a bien ce travail.

Je tiens particulierement a remercier Monsieur Djamel Drider, Professeur a I'Université de
Lille 1 d’avoir accepté d’assumer la fonction de rapporteur de cette thése. Je le remercie
également pour son soutien et ses précieux conseils.

Je souhaite remercier Monsieur Jean-Luc Pernodet, Directeur de Recherche CNRS a I'Institut
de Génétique et Microbiologie (Paris Sud) d’avoir accepté d’assumer la fonction de rapporteur
de cette these. Je le remercie également pour ses précieux conseils pour la mutagenése et pour
I'envoi de matériel biologique.

Jexprime toute ma reconnaissance a Monsieur Mohamed Marahiel, Professeur a I'Université
de Marburg (Allemagne) pour ses conseils, sa disponibilité et pour l'envoi de matériel
biologique.

Je souhaite remercier notre directrice d’équipe, Madame Ingrid Fruitier-Arnaudin (Maitre de
conférences, HDR, UMR-CNRS LIENSs, La Rochelle) et Messieurs Mohamed Marahiel
(Professeur, Université de Marburg) et William Couet (Professeur des Universités, Praticien
Hospitalier, Directeur de recherche, INSERM, Poitiers) pour avoir accepté d’examiner ce
travail.

Jadresse des remerciements particuliers aux personnes qui m'ont aidé lors de cette thése :

Messieurs Nicolas Bridiau, Antoine Bonnet et Madame Anne-Laure Gagez (Les
Experts La Rochelle) qui m’ont aidé pour la spectrométrie de masse. Je leur adresse mes
plus sincéres remerciements.

Merci a Claire Louault-Guin et Graziello Geneau pour votre bonne humeur, votre
amitié et votre présence durant ces trois années.

Je remercie 'ensemble du personnel technique et administratif de l'université et du
laboratoire Marie-Curie : Véronique Vézien, Corinne Coitoux, Aynur Kilic, Valérie
Sopéna, Marie-Laure De Pierrefeu, Martial Satar et Viviane Biou.

Merci a Laurence Barret pour toutes ses corrections en anglais.



Un gros merci a cousin Raphaél pour ton amitié, pour les reprints de congres et pour les
nombreuses impressions de la these.

Je remercie Isabelle Lanneluc, Sophie Sablé et Ibtissem Doghri de I'équipe DYFEA pour
leurs collaborations.

Je remercie également Véronique Marguerite, Virginie Jaunet et Anna Ronayette de
I'association Vaincre la Mucoviscidose pour votre soutien. Merci a vous

Je souhaite également remercier les doctorants Ibtissem Doghri, Yesmine Ben Henda, Nicolas
Joguet, Moussa Mory Dhiediou, Borris Letribot, Rachida Mersni Achour et Oussama Achour.

Ce travail doit beaucoup a I'amitié et au soutien de Donatien Mbadoumou, Farida Gounine,
Dieynaba Ba, Alimatou Diatta, Margot Diop, Ibou Kane et Marie Frangois.

Un gros merci a mon Thiof pour sa présence, sa patience, son soutien et ses encouragements.
Enfin je tiens particulierement a remercier ma mere, mon grand frére Amadou qui a payé mes

études, mon grand frere Pape, mon oncle Frangois et mon petit frére Thierno. Merci pour
votre soutien infaillible durant tout mon parcours.

Cette thése est dédiée 4 ma mére et 4 Valérie Thiéry



VALORISATION SCIENTIFIQUE

e Publications :

Fatoumata Tambadou, Isabelle Lanneluc, Sophie Sablé, Géraldine L. Klein, Ibtissem Doghri,
Valérie Sopéna, Sandrine Didelot, Cyrille Barthélémy, Valérie Thiéry & Romain Chevrot.
(2014). Novel nonribosomal peptide synthetase (NRPS) genes sequenced from intertidal
mudflat bacteria. FEMS Microbiol Letters 357(2):123-30.

Romain Chevrot, Sandrine Didelot, Larissa Van den Bossche, Fatoumata Tambadou, Thibault
Caradec, Pierre Marchand, Esther Izquierdo, Valérie Sopéna, Jocelyne Caillon, Cyrille
Barthélémy, Ann Van Schepdael, Jos Hoogmartens & Eric Rosenfeld. (2012). A Novel
Depsipeptide Produced by Paenibacillus alvei 32 Isolated from a Cystic fibrosis Patient.
Probiotics and Antimicrobial Proteins. DOI 10.1007/s12602-012-9121-z.

e Demande de brevet :

Barthélémy C. Caradec T. Chevrot R. Didelot S. et Tambadou F. (27/01/2014). Synthétases de
la colistine et cluster de geénes correspondants. Demande de Brevet N° 1450641
CNRS/Université de la Rochelle en cours.

e Communications orales :

F. Tambadou, T. Caradec, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry and R. Chevrot. Study of new
NonRibosomal Peptide Synthetases (NRPSs) producing antibiotics of interest. (26 avril 2012).
6™ European CF Young Investigator Meeting, Institut Pasteur, Paris.

F. Tambadou, T. Caradec, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry et R. Chevrot. Développement
de nouveaux antibiotiques destinés a lutter contre les infections pulmonaires. (février 2013).
14°™ colloque des jeunes chercheurs francais en mucoviscidose, Institut Pasteur, Paris.

F. Tambadou, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry et R. Chevrot. (mai 2013). Etude de
nouveaux peptides antibiotiques. Colloque des doctorants de 2°™ année, La Rochelle.

e Posters :

Caradec T, Tambadou F, Sopéna V, Didelot S, Barthélémy C, Chevrot R. Etude des systémes
génétiques NRPS de production de nouveaux antibiotiques, anti Pseudomonas aeruginosa &
Staphylococcus aureus. (2011). 12°™ colloque des jeunes chercheurs francais en
mucoviscidose, Institut Pasteur, Paris.

F. Tambadou, T. Caradec, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry and R. Chevrot. Study of new
NonRibosomal Peptide Synthetases (NRPSs) producing antibiotics of interest. (2012).
6™ European CF Young Investigator Meeting, Institut Pasteur, Paris.



F. Tambadou, T. Caradec, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry and R. Chevrot. Study of new
NonRibosomal Peptide Synthetases (NRPSs) producing antibiotics of interest. (2012).
3" International Symposium on Antimicrobial Peptides, Lille.

F. Tambadou, T. Caradec, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry et R. Chevrot. (2014)
Découverte du mode de production de la Colistine. 15°™ colloque des jeunes chercheurs
francais en mucoviscidose, Institut Pasteur, Paris.

F. Tambadou, T. Caradec, S. Didelot, C. Barthélémy, V. Thiéry and R. Chevrot. Study of new
NonRibosomal Peptide Synthetases (NRPSs) producing antibiotics of interest. (2014).
4™ International Symposium on Antimicrobial Peptides, Lorient.



Tables des matieres






Tables des Mati¢res

TableS deS MAtICTeS.ceueeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseosesascoscssscascossssssees 1

Tables des HIUStrationS ......ccccecerrnrecccscssnnreccsssssanseesssssssasssssssssssssssssss 7
Introduction GEnErale....cccccssececeeraeseeccecessssscscsssssssssccsssssssossesssssssssasssne 15
EXP0S€ BibliographiqUe ccceeeeeeecccecceceeessssssssesssscssccesssssssssssssssssssssssssssssses 21
I P. AERUGINOSA DANS LA MUCOVISCIDOSE .......cooiiieiieeieeeeeee e 23
d1 La MUCOVISCIAOSE ....vvieiiieeiiie ettt ettt e et e e ssbee e eaneeenaeeens 23
L 1.1 Latteinte pulmMonaire .........cc.eeeeveeeiieeeiiie et 24

L11T Les infections DaCterienNes. .........veveeriierieeiieiieeieeieesieesteesreesreesseesseesssesssessseessens 24

1.2 Traitements des infections pulmonaires provoquées par P. aeruginosa........... 26
J.2.1  Traitement de la primo-infection..........ccceeecvieeciieeiiiecieecee e 27

J.2.2  Traitement de I’'infection chronique ...........cceeevieeeiiieeciiie e 27

A3 Utilisation de la colistine chez les malades atteints de mucoviscidose............. 28

I LES PEPTIDES NON-RIBOSOMIQUES.........coiiiieieeeteeee e 29
BN HISTOTIQUE ...ttt ettt e e e e e e e eiaeeessbeeenseeesneeens 29
AL1.1  Diversité des monomeres et des StrUCtUIeS ..........eeevvveeeiieeeiiieeeiieeeieeeeree e 29

JL1.2 Activités DIOIOZIQUES ....ooueieiieiiiieiieeie e e 31

III LA SYNTHESE PEPTIDIQUE NON-RIBOSOMIQUE .......c.coooiveireeeeereererreeene. 34
JILT Mécanisme de SyNthESe........couiiiiiiiiiiiiiiiieiceceeeeeeeeee e 34
JIL2  Structure modulaire des NRPS......ccoiiiiiiiieee e 34
I3 Structure en domaines catalytiques .........ccuveeveeriieeiieriieiie e 35
JIL3.1 Les domaines PrinCiPAUX ..c..eecveeeereeerueeirenieenientenieeieeitesieeiesieesieeaeesnesneene 35
JIL3.1.1 Le domaine d’adénylation (A) .....c.cceeeieeiieiieiieieecieeeee et 35

dIL3.1.2 Le domaine de thiolation (T)........cceeceerieririiiieiieieesieeee et 38

dI1.3.1.3 Le domaine de condensation (C).........cccueeviiviieriieniienieniecie e e esreesiee e eveesneas 39

dIL3.1.4 Le domaine thioesterase (T€) ......ccvevierieriiiiiieiieiiesieeie ettt 41

dIL3.2  Les domaines SECONAAITES ... ...cueeruvieriieriiieiieeieeriie ettt seee e e 42
dI1.3.2.1 Le domaine d’épimerisation (E).........ccccevviiiviiiviiiniiiieeiecie et 42



Tables des Mati¢res

dI1.3.2.2 Le domaine de cycliSation (CY)....c.eerueerierieeiieeiieiienieeee e eieeseeseesseessnesnneeneeas 43
AI1.3.2.3 Les domaines d’oxydation (Ox) et de réduction (R) ..........cccecieiiiiinniniinicnnen. 44
dI1.3.2.4 Le domaine de méthylation (IMt).........cccueveuiriiieriieniienieeie et 45
dIL3.2.5 Le domaine de formylation (F) ........cocvieiiieiiiieiieiicciee e 45
JIL4 Modes de bioSYNtRESES .....cccuviieiiiieiiiecieece e e e 47
IV ANTIBIOTIQUES PRODUITS PAR LES PAENIBACILLI...............cccooecuvevvaananne.. 50
JVT GENETALIEES ...t et 50
V.2 LS POLYMYXINES .iecuviieiiiieiiieeiiieeitee et e et ett e et e e e e s veeesareeesnaeeenseeenneeens 53
AV.2.1  Bactéries ProduCHIICES .....cuviiiiieeiiieeiieeeciiee ettt et aee e e eaee e 53
AV.2.2  Structure Chimique ........oevieiiieiiieie e e 53
AV.2.3  Spectre d?aCtiVItE......eeeuiieiieeiieiiecieeiee ettt et 54
AV.2.4 MécaniSme d’aCtION ......eoueiiuieiiiiiiiieieeie e 54
AV.2.5  Mécanisme de 1€SISTANCE. ....cccuviieieiieeiiie et et et et 57
IV.2.6  Utilisation clinique des polymyXines.........ccceecveveenieeieneenienieneenieeienieenne 60
AV.2.7  Toxicité des POLYMYXINES ......eeoveeevieriieiiieiieeieeiie et eaee e e 62
IV.2.7.1 BUdes INIHALES ...vvoooveeeeieeeiceieee st 62
AV.2.7.2 TOXICIE TEVISIEEE ...eeeenieiieiieie ettt ettt et eneas 62
AV.2.7.3  Synthese ChIMIQUE .....ceovuiiiiiiiiiiiiiicetece e 63
IV.2.8  Production des polymyxines par I’industrie pharmaceutique..................... 64
JV.3 Les fUSATICIAINES ...ccuiiieiiie ettt e e e e eab e e e s e e easeeens 64

V CLUSTERS DE GENES DE PRODUCTION DES POLYMYXINES ET DES

FUSARISCIDINES ...ttt ettt sttt ettt et e b enees 66
V.1 Cluster de biosynthese des polymyXines (Pmx) .......ccccevvereeneeieneenenieneenens 66
V.2 Cluster de biosyntheése des fusaricidines (fi4S).........oocveeeveereeecreenieenienieeveeene. 68

Matériel et MéthOdeS 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 69

I  TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES.......ccccoiiiieiiiieeeeseeetee e 71
A1 Matériel BIOlOZIQUE .....cc.eieiiiiiiiiiecie e e 71
JL.1.1  Souches bactériennes et plasmides...........cccvveeviieeiiieeiiienieece e 71

d.2 Milieux et conditions de Culture.............cocueeiiiiiiiiiiiiiiniee e 74



Tables des Mati¢res

J2.1 0 Milieux de CUtUIE....oo.eieiiiiece e 74
1.2.2 Milieux de productions d’antibiotiqUes.........c.eeeveereeeiieniieeniienieeiie e 75
J.2.3 0 Conditions de CUMUIE........oeeiiiiiiiiiiiieieceee e 76
13 Conservation des SOUCNES........ccuiiiuiiiiiiiiiiiiee e 77
1.4 Tests d’activités antimicrobiennes sur bOites..........occuevvueerieeiienieiniienieeieeee, 77
J4.1  Préparation des SUIMAZEANTS. ..........eeevieriieriieieieeieeree et see e 77
J.4.2 Tests SIMPLE COUCHE .....ooiuiiiiiiiiieiiecie e 77
Ji4.3 TeStS €N PIQUIEC...eeeeiieiieeiieeiieeiie ettt ettt ettt et ebe et e esbeensaeenseeeseeenseenees 78

II  TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE .......c.cooivivieeeeeeeeeeeeeeeeeeae. 79
L1 EXtraction d’ADN .......ooiiiiiiieee e 79
AL1.1  Extraction d’ADN gEnOmMIQUE.......ceeueieiiieiiieiieeieeiee et 79
ALL1.2  Extraction d’ADN plasmidique (MIniPrep) .....ccceeevveeeiieeiiieeieeeieeeee e 79
AIL1.3  Extraction d’ADN fosmidique (MaxiPrep) ......cccceeevveeeiiieeiiieeieeeee e 80
L2 D0Sage de PADN ......oiiiiieiiecieeteee ettt 80
L3 Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) ........ccccceeviiviiieniieiiiniieiee, 80
JL3.1T MO OPETAtOIre. ...ttt 80
JL3.2 0 OligonuCl@otides .....c.eovuiiiiriiiiiiiiiicritet e 81
AL4 EIECHIOPNOIESE ... 82
LS Purification des produits PCR..........ccoooiiiiiiiiiieeee e 83
L6 Techniques de ClONAZE ........ccviviieiiieiiee e 83
AL6.1  Ligature dans le plasmide pGEM-T ....cc.oooiiiiiiiiiiniiiiiicececece 83
1L.6.2  Préparation de bactéries compétentes IM109........c..coevviiiiniiiiniininicnenn 84
A1.6.3  Transformation par choc thermique ............cocceeeeiieriiiiiienieeiee e 85
d1.6.4  Analyse des clones reCOmMbINANES ........cccueeereieeeriieeeiiieeiieeeiie e eveeeeaee e 85
JL6.5  Séquengage des plasmides........ccuveerieeeiiieeiieeeiiee e 85
AL7 Construction de banques d’ADN génomiques ..........cceevveerieeriienieenieenieeeeeene. 86
AL7.1  Principe de CONSIUCTION ...ouvivieiiriiiiieiieiieetteie et 86



Tables des Mati¢res

AL7.2  Extraction de I’ADN au phénol/chloroforme .............cccceevviiiiiieeniieeeieeee, 87
AL7.3  Fragmentation de ' ADN ENOMIQUE .......cceeevvereiieniieeiieiieeiienire e eee e 87
AL7.4  Réparation de PADN ......c.ooiiiiiieieee et 88
AL7.5  Sélection des fragments de 35-45 Kb ..ovvveeiiieeiiiiciieceeceeeeeee e 88
IL7.6 Préparation du vecteur pEpiFOS™ (banque B-LR) ......coovevveeeeeeereereeen. 89

1 1 U8 R A 1T 3 o o PSPPSR 90
AL.7.8  Encapsidation des produits de [igation ..............cceevveeiiienieeiiienieeieeie e 90
JL7.9  Infection des DACETIES ......ccueruieriiriiiiieieeie e 91
AL.7.9.1 Infection des cellules E. coli EPIT00-TTR .....ccocoiiiiiiiiiieeeeeeeee e 91
AL.7.9.2  Infection des cellules E. coli Replicator FOS...........coooiiiiiiiiiiieee 91
L8 Criblage de la banque B-LR ........cccciiiiiiiiiiiieeeee e 92
AL.8.1  Utilisation d’amorces d€gEnerées ............oovuieriiiiieiieiiiieniieeieeree e 92
JL.8.2  PCR dégénérées Sur COLONIES. .....ccueeiueieiiieiiieiieeieeiee et 92
IL.8.3 Digestion enzymatique des foSmides ........c..ccveeevieriieiiienieeiienieeieeeee e 93
IL.8.4 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) .........ccccoocviviiiiiiiiiiiiiieieiee 94
L85 Séquencage des ClONES......ccueiuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 94
JL8.6 ANALYSE 71 SIlICO ..o 94
19 Mutagenese inSertionNNElle..........ceevvieriiieiierieeieeie e 94
JL9.1  Inactivation du @ENe COIE .........oooueeeiieiiieeiieeieeieeeee ettt 95
AL9.1.1 Transformation du Paenibacillus B-LR ............cccoooviiiiiiiiiiiiieieiee e 96
JL9.2  Inactivation du @ENE COIA ........coouiiiiiiiiiiiiiiieieetee e 97
Il TECHNIQUES D’ANALYSE DES MOLECULES .......coovvivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 97
JILT  Préparation des €chantillons............cccooiiiiiiiiiiiieeii e 97
AIL.2  Purification des molécules par Extraction Sur Phase solide (SPE)................... 98
0 O3 B o 5 1 167 o TP 98

IIL3  Etude des molécules par Chromatographie Liquide Ultra Performante couplée a

la spectrométrie de masse (UPLC/MS) .....coouiiiiiiiiiiiieieeee et 99



Tables des Mati¢res

0 050 T B o 5 1163 o TSP 99
dIL3.2 Conditions d’analySe.........ccoveiiiierieeiiieriie ettt 100
dIL3.3  Spectrométrie de masse en mode tandem (MS/MS)........cccoevieviieiiiennnnns 101
Résultats et DiSCUSSION .cceeeerreeeeesnesesecesssssessecesssssoscssssssssssscssssssssscssssse 103

A) Caractérisation par spectrometrie de masse haute résolution des molécules

antibiotiques produites par la souche B-LR........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiinniecn 108
I  PRODUCTION ET EXTRACTION DES MOLECULES ........ccocovvvvnvieeesesrnne. 108
II  SEPARATION DES COMPOSES PAR UPLC-MS ......cooovoiieieeeeeeeeeeeeeeeeenn. 109
I ANALYSE DES STRUCTURES ......c.ooiiiiiiiieieeeeeee et 112
JILLT  Composés possédant une partie cyclique a 5 acides amings............cccoceuee.ee. 113
A2 Composés possédant une partie cyclique a 6 acides amings..............cceuuee.ee. 115
I3 Composés possédant une partie cyclique a 7 acides amings.............cc.eeunee.... 117
B) Etude des systémes NRPS des Paenibacillus B-LR et 32.......cccccuvviiuiiiniiiiniinnnnn 123
IV CONSTRUCTION DE BANQUES D'ADN GENOMIQUES ........ccccoovvviveeerennnn. 123
IV.1  Clonage dans pPSMART-FOS : banque de la souche 32 ..........cccccvervrennnnen. 124
IV.2  Clonage dans pEpiFOS™ : banque de la souche B-LR...........cc.ccccovvrmnnne... 125
V  CRIBLAGE DE LA BANQUE B-LR .....ooiiiiiiiiieeeeeseee e 126
V.1 Mises au POINt dES AMOTCES......ecvieriieirieriieeieeniieeteesieereesreeseesseeesseessneeseens 126
V.2 Conclusion du CrIBIAZE ......ccuiriiriiiiiiiciecieeeeee e 133
V3 Sélection des clones & SEQUENCET .........coueeuireirieiienieieeeeeee et 135
VI ANALYSE IN SILICO DES SEQUENCES .........couiiioieieeeeeeeeeceeeeeeeeev s 136
.VI.1  Analyse du cluster NRPS de production de la colistine chez B-LR ............... 137
.VI.2  Analyse des transporteurs colC et colD .........cceoiriiniiiiiiiniiiiecce, 144
VL3  Analyse des geénes en amont du cluster col..........ccccevviiniiiiieniiiinieiieeeee, 145

VII ETUDE DU ROLE DU CLUSTER COL DANS LA BIOSYNTHESE DES

COLISTINES ..ttt ettt ettt st e bt et e et e e ene e e st ebeeneeeneenee 146
VIL1  Stratégie d’inactivation du @8Ne ColA........cooviieiiiiieiiiiniieieeie e 147
VILLT  Phénotype des MULANES........cccviieiiieeiieeiieeeiee et 149
VIL.1.2  Difficultés méthodologiques liées a la souche B-LR............cccccccvvrennnnn. 151



Tables des Mati¢res

.VIL.2 Croissance de la souche B-LR et des mutants en milieu supplémenté en acide

AIAMINODULYTIGUE ....evieviiieiiieiie ettt ettt ettt ettt e et estteenbeesaaeesbeensaeenseesnseenne 152
.VIL3 Analyse des surnageants par UPLC-MS ...........ccccooiiiiiiiiiieiieeceeceeee e, 154
VIL4  Bilan de 1a MUtagEnese .....ccvievieeiieiieeie ettt 154
C) Recherche de NRPS dans les microorganismes issus de la vasiére intertidale........ 155
N 2 T (T

Conclusion et PerspectivVeS..eeeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasse 157
Références Bibliographiques ...eecceeecceceereeaseeeeeecssssscceeesssssssssessssssssassens 163

ATIIICXES cevrereeeerreeecsseesssescssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssseses 1 89

AL 2ueteiieteiiiereneereeeeereeeeessseeesssesesssesesssesesssssosssssesssssesssssesssssssssesesssssosnnes



Tables des illustrations






Tables des Illustrations

Liste des Figures :

Figure 1 : Le gene et la protéine CFTR d’apres Gibson et collaborateurs (Gibson ef al., 2003). 23
Figure 2 : Bactéries cliniquement importantes dans le cadre de la mucoviscidose en France. D’apres le

Registre francais de la mucoviscidose, bilan des données 2012. 25

Figure 3 : Exemples de peptides non-ribosomiques illustrant la diversité et les caractéristiques

structurelles de ces peptides (Sieber & Marahiel, 2005). 31

Figure 4 : Répartition des 6 classes d’activités biologiques de 1272 peptides non-ribosomiques recensés

dans la base de données Norine. 32

Figure 5 : Structure modulaire des NRPS avec les domaines de base pour I’initiation, 1’élongation et la

terminaison (adapté de Strieker ef al., 2010). 35

Figure 6: Réaction d’activation de deux monomeres sélectionnés par les domaines A en

aminoacyl-O-AMP (Bachmann & Ravel, 2009). 36

Figure 7 : Représentation des 10 acides aminés impliqués dans le site de fixation du substrat au sein

d’un domaine d’adénylation (adapté de Stachelhaus ez al., 1999). 37

Figure 8 : Formation de deux aminoacyl-thioesters fixés aux domaines T (Bachmann & Ravel, 2009).

39

Figure 9 : Formation de la liaison peptidique entre deux substrats aminoacyl-thioester par le domaine C

(Bachmann & Ravel, 2009). 40

Figure 10 : Réaction d’hydrolyse et de cyclisation de la chaine peptidique catalysée par le domaine

thioestérase lors de I’assemblage de la surfactine (Sieber & Marahiel, 2003). 41

Figure 11 : Position des domaines secondaires dans un module d’élongation (adapté de Lautru &

Chalis, 2004 ; Fischbach & Walch, 2005). 42

Figure 12 : Réaction d’épimérisation de 1’acide aminé fixé sur le domaine T catalysée par le domaine E

(Schwarzer et al., 2003). 43

Figure 13 : Réaction de cyclisation catalysée par le domaine Cy entre deux acides aminés fixés sur deux

domaines T de modules adjacents (T1 et T2) (Schwarzer et al., 2003). 44

Figure 14 : Réaction d’oxydation de 1’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer ef al., 2003). 44
Figure 15 : Réaction de réduction de I’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer et al., 2003). 45

Figure 16 : Réaction de méthylation de I’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer et al., 2003).

45
Figure 17 : Réaction de formylation de I’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer ef al., 2003).
46
Figure 18 : Biosynthese linéaire (type A) de ’ACV (Mootz et al., 2002). 47
Figure 19 : Biosynthese itérative (type B) de I’entérobactine (Mootz et al., 2002). 48




Tables des Illustrations

Figure 20 : Biosynthése non linéaire (type C) de la vibriobactine (Mootz et al., 2002). 48
Figure 21 : Structure chimique des différents groupes de polymyxines. 52

Figure 22 : Modeles moléculaires illustrant les interactions entre la polymyxine B, et la structure du

lipide A de Klebsiella pneumoniae (Velkov et al., 2013). 56
Figure 23 : Activité¢ antimicrobienne de la polymyxine B sur la membrane externe des bactéries a
Gram-négatif (Velkov ef al., 2010). 57
Figure 24 : Systemes de régulation a deux composants PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ (adapté de Kato et
al., 2003 ; Falagas et al., 2010). 58
Figure 25 : Mécanismes de résistance aux polymyxines développés par les bactéries a Gram négatif
(adapté de Velkov et al., 2013). 60
Figure 26 : Structures de la polymyxine B et des dérivés NAB739, NAB741 et NAB7061 synthétisés
(Mingeot-Leclercq ef al., 2012). 63
Figure 27 : Structure chimique des fusaricidines A, B, C et D produites par P. polymyxa. 65
Figure 28 : Clusters NRPS de production de la polymyxine A (pmx) et des fusaricidines (fus) chez P.
polymyxa d’apres (Li et al., 2007 ; Choi et al., 2009 ; Shaheen et al., 2011). 66
Figure 29 : Schéma général des tests d’activités en boite simple couche. 78
Figure 30 : Carte du plasmide pGEM"-T. 84
Figure 31 : Etapes de construction d’une banque fosmidique. 86
Figure 32 : Carte du fosmide pEpiFOS™.-5. 89
Figure 33 : Carte du fosmide pPSMART-FOS. 90
Figure 34 : Schéma général du criblage de la banque B-LR. 93
Figure 35 : Carte du plasmide pGEM-7Zf(+). 95
Figure 36 : Carte du plasmide pOJ260 (d’aprés Bierman et al., 1992). 97
Figure 37 : Structure du depsipeptide L produit par la souche 32 (m/z 786.6). 105

Figure 38 : Protocole de production et d’extraction des molécules du surnageant de culture de la souche

B-LR avant analyse en UPLC. 109

Figure 39 : Structures chimiques et masses des lipopeptides produits par B-LR possédant une partie

cyclique a 5 acides aminés déterminées par MS/MS. 113

Figure 40 : Structures des composés antibiotiques produits par B-LR identifiés par spectrométrie de

masse basse résolution. 114

Figure 41 : Structures chimiques et masses des lipopeptides produits par B-LR possédant une partie

cyclique a 6 acides aminés déterminées par MS/MS. 115

Figure 42 : Comparaison des structures possédant un cycle a cinq acides aminés (A.) et un cycle a six

acides aminés (B.) 116

Figure 43 : Structures chimiques et masses des lipopeptides produits par B-LR possédant une partie

cyclique a 7 acides aminés déterminées par MS/MS. 117

10



Tables des Illustrations

Figure 44 : (A) Spectre MS/MS correspondant a la fragmentation de 1’ion précurseur dichargé (m/z
585,39). (B) Structure proposée pour le peptide correspondant colistine E;. 119

Figure 45 : (A) Spectre MS/MS correspondant a la fragmentation de 1’ion précurseur dichargé (m/z
578,38). (B) Structure proposée pour le peptide correspondant colistine E,. 120

Figure 46 : (A) Spectre MS/MS correspondant a la fragmentation de 1’ion précurseur dichargé (m/z
571,38). (B) Structure proposée pour le peptide correspondant Val-E,. 121

Figure 47: Structures des peptides antibiotiques d’intéréts majoritairement produits par le

Paenibacillus B-LR identifiées par spectrométrie de masse. 126

Figure 48 : Alignement des domaines d’adénylation conservés impliqués dans I’incorporation de
I’acide diaminobutyrique (L-Dab) a partir des séquences NRPS du cluster de production de la
polymyxine A (pmx) chez P. polymyxa E681 (Choi et al., 2009). 127

Figure 49 : Gel d’agarose des témoins positifs et négatifs permettant de valider les amorces LDAB
(395 pb). 128
Figure 50 : Détection sur gel d’agarose des fragments amplifiés par PCR sur colonies des clones de la

banque B-LR avec les amorces LDAB-F et LDAB-R (395 pb). 129

Figure 51: Alignement de séquences nucléiques des domaines d’adénylation impliqués dans

I’incorporation de la leucine dans les synthétases PmxA des polymyxines A et B. 130

Figure 52 : Gel d’électrophorese des fragments amplifiés par PCR sur colonies avec les amorces

LeulPa-F et LeulPa-R (350 pb). 130

Figure 53: Alignement de séquences nucléiques des domaines d’adénylation impliqués dans
I’incorporation de I’isoleucine dans les synthétases de la bacitracine, de la fengycine et de la lichenysine

pour définir les amorces dégénérées IsoL. 131

Figure 54 : Gel d’¢électrophorése du criblage par PCR sur colonies avec les amorces Isol-F et IsoL.-R
(250 pb). 131

Figure 55: Représentation schématique des alignements de séquences nucléiques des domaines

d’adénylation impliqués dans I’incorporation de la proline dans les synthétases de la tyrocidine et de la

gramicidine pour définir les amorces dégénérées Pro3. 132

Figure 56 : Gel d’électrophorése des fragments amplifiés par PCR sur colonies avec les amorces

pmxC-F et pmxC-R (1800 pb). 132

Figure 57 : Vérification par électrophorese PFGE de la taille des inserts des clones positifs 35, 73, 42 et

80 apres digestions enzymatiques. 135

Figure 58 : Organisation et annotation des ORFs retrouvés sur 50,4 kb avec le cluster co/ de production

putatif de la colistine chez le Paenibacillus B-LR. 137

Figure 59 : Cluster de genes putatif de biosynthése de la colistine (co/) chez le Paenibacillus B-LR et

déduction de la structure primaire de la colistine synthétisce. 139

11



Tables des Illustrations

Figure 60 : Alignement des séquences d’acides aminés des dix domaines de thiolation du cluster co/
chez B-LR 143

Figure 61 : Représentation schématique de la stratégie utilisée pour inactiver le géne colA par simple

recombinaison homologue chez le Paenibacillus B-LR. 148

Figure 62 : Effet antimicrobien de 10 pL du surnageant de culture de la bactérie B-LR et des mutants

m5, m8 et m12 sur un tapis bactérien de P. aeruginosa BM0207. 150

Figure 63 : Structure de I’acide diaminobutyrique (Dab) retrouvé dans les polymyxines. 152
Figure 64 : Effet antimicrobien de 10 pL. du surnageant de culture M63T et M63T supplémenté en Dab
de la bactérie B-LR et du mutant m5 sur un tapis bactérien de P. aeruginosa BM0207. 153

12



Tables des Illustrations

Liste des Tableaux :

Tableau 1 : Liste des motifs conservés caractéristiques des domaines impliqués dans la synthése

non-ribosomique (Marahiel et al., 1997 ; Schwarzer et al., 2003). 37
Tableau 2 : Caractéristiques des peptides antimicrobiens du premier groupe. 50
Tableau 3 : Caractéristiques des peptides antimicrobiens du second groupe. 51
Tableau 4 : Souches microbiennes et conditions de cultures utilisées dans ce travail. 71
Tableau 5 : Liste des plasmides utilisés. 73
Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés lors de cette étude pour les réactions de PCR. 82

Tableau 7 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation des composés des surnageants purifiés par SPE

sur le systéme UPLC/MS. 101
Tableau 8 : Parametres d’ionisation et de détection utilisés en MS. 101
Tableau 9 : Parameétres d’ionisation et de détection utilisés en MS/MS. 102

Tableau 10 : Spectres d’activités antimicrobiennes des surnageants de culture des souches « 32 », «

B-LR » et de la colistine (5 pg). 106
Tableau 11 : Ions parents obtenus apres analyse en UPLC-MS du surnageant de culture de la souche
B-LR. 111
Tableau 12 : Tableau du criblage par PCR sur colonies des 28 clones de la banque B-LR. 134

Tableau 13 : Fonctions déduites, tailles et pourcentage d’identités des ORFs retrouvés apres

séquengage, avec des protéines homologues retrouvés chez les Paenibacillus. 136

Tableau 14 : Comparaison des séquences protéiques du cluster co/ avec les clusters pmx des souches de
P. polymyxa PKB1, E681 et ATCC21830 productrices de polymyxines B, A et E respectivement. 138
Tableau 15 : Prédictions des acides aminés incorporés par les domaines d’adénylation de la colistine

synthétase a partir des signatures de reconnaissance du substrat. 141

Tableau 16 : Comparaison des acides aminés conférant la spécificité¢ des domaines d’adénylation des

polymyxines synthétases des souches E681, PKB1, ATCC21830, M-1 et B-LR. 142

Tableau 17 : Comparaison de la séquence protéique de I’ORF7 de B-LR avec des génes homologues a
EctB chez les Paenibacillus et chez Halobacillus halophilus. 146

13



14



Introduction Générale

15



16



Introduction Générale

La découverte accidentelle de la pénicilline en 1928, et sa production industrielle 15 ans
plus tard, ont bouleversé le traitement des infections microbiennes. Durant les années 1940 a
1970, la recherche sur les antibiotiques prend son essor avec la découverte de nombreux

coOmposes.

Leur utilisation a représenté une avancée majeure pour la médecine moderne, récompensée
par le Prix Nobel de Médecine de Sir Alexander Fleming, Ernest B. Chain, et Sir Howard
Florey en 1945. Mais depuis cette époque pionnicre, 'usage généralisé de ces molécules et la
pression de sélection exercée par les traitements antibiotiques ont provoqué 1’apparition de
résistances (Alekshun & Levy, 2007 ; Giske ef al., 2008 ; Livermore, 2007 ; Perez et al., 2007).
Ainsi, ces dernieres années ont ét¢ marquées par une augmentation inquiétante des résistances
aux antibiotiques avec une évolution vers la multi-résistance de bactéries pathogenes

responsables d’infections.

Cette situation est particulierement inquiétante avec les bactéries a Gram négatif comme
certains Pseudomonas aeruginosa (Pa), Acinetobacter baumannii et Klebsiella pneumoniae
devenues résistantes a la quasi-totalit¢é des antibiotiques actuellement disponibles
(Payne et al., 2007). En parallele, depuis les années 90 il n’y a pas eu de développement de

nouveaux antibiotiques hormis la daptomycine.

Face aux options thérapeutiques limitées, des molécules anciennes comme les
polymyxines constituent parfois la seule alternative et reviennent en premiére ligne pour le
traitement des infections dues aux bactéries Gram-négatif multirésistantes (Li ef al., 2006 ;
Antoniadou ef al., 2007 ; Boucher et al., 2009 ; Michalopoulos & Karatza, 2010). C’est ainsi
que dans le cas de la Mucoviscidose, la polymyxine E, aussi appelée colistine est utilisée

comme ultime recours pour lutter contre Pa.

La colistine est un lipopeptide antibiotique découvert en 1949 pour le traitement des
infections dues aux bactéries Gram-négatif. Apres plusieurs années d’utilisation clinique, elle a
été associée a une néphrotoxicité et une neurotoxicité. Ainsi, elle a été peu a peu remplacée par
d’autres antibiotiques considérés moins toxiques. Récemment, son utilisation a connu un regain
d’intérét avec I’apparition de bactérie Gram-négatif résistantes a la plupart des antibiotiques

disponibles sur le marché exepté la colistine (Biswas ef al., 2012 ; Martis et al., 2014).

Chez les malades atteints de Mucoviscidose, Pa est responsable d’infections pulmonaires
graves qui sont la principale cause de morbidité et de mortalité chez les patients (Ramsey ef al.,

1996). Chez ces malades, 1’épithélium pulmonaire est anormal, permettant une colonisation par
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plusieurs pathogeénes opportunistes dont le plus significatif est Pa (Ramsey et al., 1996 ;
Becq et al., 2003). Deux types d’infections sont générés par cette bactérie : une primo-infection
caractérisée par la sécrétion de nombreuses toxines et une infection chronique caractérisée par
la formation d’une communauté bactérienne persistante organisée en biofilm résistant aux
antibiotiques. Ces infections sont impossibles a éradiquer et conduisent a une défaillance
pulmonaire qui entraine la mort. L’utilisation de 1’antibiothérapie est une mesure
temporairement efficace pour lutter contre ces infections (Hoiby, 2002). La répétition des
traitements antibiotiques entraine, chez ces patients, I’émergence de souche de Pa résistantes a

de multiples antibiotiques.

La découverte de stratégies originales ainsi que de nouvelles molécules permettant de

lutter contre les infections provoquées par Pa apparait indispensable.

Des travaux antérieurs effectués par notre équipe ont permis d’isoler deux souches de
Paenibacillus (codées B-LR & 32) inhibant la croissance de pathogénes impliqués dans la

Mucoviscidose :

e La souche B-LR a été isolée de I’environnement. Elle présente une forte activité
antimicrobienne orientée contre des bactéries Gram-négatives dont de nombreux Pa.
Elle produit des composés antibiotiques partageant des similarités avec les polymyxines
déja commercialisées.

e La souche 32 a été isolée a partir d’'une expectoration d’un patient atteint de
mucoviscidose. Son surnageant de culture affecte principalement des bactéries
Gram-positives, des levures, mais aussi des moisissures. Elle produit au moins une

nouvelle molécule antibiotique proche des fusaricidines. La découverte de cette bactérie

a déja fait I’objet d’une publication (Chevrot et al., 2013, voir Annexe 1).

Les polymyxines et les fusaricidines sont des polypeptides cycliques produits par les
Paenibacillus par voie non-ribosomique, via des NonRibosomal Peptides Synthétases (NRPS).
Les NRPS sont des complexes multienzymatiques qui permettent une synthése de peptides
indépendamment des ribosomes. De tels complexes ont été décrits chez de nombreux
micro-organismes (Bacillus, Streptomyces) et sont impliqués dans la production de molécules,
dont des médicaments importants comme la cyclosporine, la gramicidine, la vancomycine et la
pénicilline (Donadio ef al., 2007 ; Felnagle et al., 2007). Les molécules produites par les NRPS
sont obtenues apres assemblage d’acides aminés protéogéniques mais aussi d’environ 500

monomeres inusuels (ex: acide diaminobutyrique ou Dab dans les polymyxines).
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L’enchainement de ces monomeres n’est pas totalement spécifique, ainsi, certains monomeres
peuvent se substituer a d’autres de facon aléatoire lors de la synthése, augmentant ainsi la
variabilité des structures (Strieker et al., 2010). L’effet antibiotique des peptides
non-ribosomiques reposerait donc sur 1’action conjointe de plusieurs molécules aux structures
proches. La production de tels mélanges pourrait présenter un caractére avantageux d’un point

de vu évolutif en limitant I’apparition de résistances.

Jusqu’ici la biosyntheése des polymyxines dont la colistine, et les systemes génétiques a
I’origine de leur production étaient peu connus. Ce manque de connaissance a limité leur

développement et leur amélioration.

L’objectif principal de ce travail est I’étude des clusters de génes NRPS impliqués dans la
production des nouveaux antibiotiques partageants des homologies de structure avec les

polymyxines et les fusaricidines chez les Paenibacillus B-LR et 32.

Parallelement, dans le cadre d’une collaboration interne avec I’équipe DYFEA
(DYnamique Fonctionnelle des Ecosystémes cotiers Anthropisés), nous avons mis au point un
criblage par PCR dégénérées pour rechercher des nouvelles NRPS chez des micro-organismes

issus de la vasiere.

Dans I’exposé bibliographique qui va suivre, la premiére partie traitera de la pathogénicité
de P. aeruginosa dans la mucoviscidose. Cela nous permettra de comprendre les atteintes

pulmonaires de la maladie ainsi que les traitements utilisés en cas d’infection a P. aeruginosa.

Les deuxieme et troisieme parties présenteront le fonctionnement des Non-Ribosomal
Peptide Synthétases (NRPS) pour mieux comprendre et mettre en évidence la spécificité de

cette voie de synthése.

La quatrieme partie fera le lien entre les parties précédentes en décrivant les composés
antibiotiques produits par les souches de Paenibacillus dont les polymyxines, qui sont des

peptides non-ribosomiques utilisés pour traiter les malades mucoviscidosiques.

La cinquieme et derniére partie sera dédiée a la description des clusters NRPS de

production des polymyxines et des fusariscidines.
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I P. AERUG/INOSA DANS LA MUCOVISCIDOSE

1.1 La mucoviscidose

Avec une incidence estimée en France a une naissance sur 4600, la mucoviscidose (ou fibrose
kystique du pancréas) est la maladie génétique la plus fréquente dans les populations
caucasiennes (Munck et al., 2005). C’est une maladie héréditaire a transmission autosomique
récessive qui touche environ 70000 personnes dans le monde (Gibson et al., 2003 ; Farrell,
2008). Elle a pour origine une ou plusieurs mutations d’un geéne du bras long du chromosome 7
codant pour la protéine CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(Figure 1). Plus de 1900 mutations ont été identifiées a ce jour, la plus fréquente (80 % des
malades en France) est la délétion de la Phénylalanine en postion 508, autrement nommée

« F508del » (Registre Frangais de la Mucoviscidose).

Géne CFTR

- T el - i -r - e - -
A EEELE = E L OB = LR R R e R R s

e e -  e—— -
(LW LW L __tt L. Y Y -

glycosylations

N

Membrane
cellulaire

Protéine CFTR

EEE sites de fixation de IATP
EEN Domaine R
mmm Segments transmembranaires

Figure 1 : Le géne et la protéine CFTR d’aprés Gibson et collaborateurs (Gibson ez al.,
2003).

La protéine CFTR est localisée sur la membrane des cellules épithéliales des intestins, des voies
adriennes et reproductrices. Elle est également présente dans les cellules des glandes salivaires,
sudoripares et pancréatiques. C’est un canal échangeur de chlore impliqué dans la régulation
des échanges ioniques épithéliaux de chlore, de sodium et d’eau (Rowe et al., 2005). Dans
I’épithélium respiratoire, les mutations de la protéine CFTR sont responsables de perturbations
des échanges ioniques entrainant une déshydratation du film séro-muqueux. Ainsi, la
modification des propriétés rhéologiques du mucus, et notamment 1’augmentation de sa
viscosité, favorise I’accumulation et la fixation des bactéries dans les poumons.
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Le mucus est normalement constitué¢ de deux phases. La plus externe, visqueuse, sert a pi¢ger
les particules et les microorganismes. A la surface apicale de I’épithélium pulmonaire existe
¢galement une deuxiéme couche plus fluide dans laquelle battent les cils des cellules ciliées.
Leurs battements font normalement remonter le mucus pour qu’il soit dégluti. Chez les malades
atteints de mucoviscidose, ce mécanisme de nettoyage est pris en défaut, les mouvements des

cils étant entravés par la viscosité du mucus.

En outre, il semble que le mauvais fonctionnement du canal chlore n’affecte pas uniquement la
viscosité du mucus bronchique mais aussi sa concentration en sel. En plus d’étre épaissi, le
mucus pourrait étre également trés salé ce qui nuirait au bon fonctionnement des défensines,
molécules antibactériennes naturellement synthétisées par le poumon (Bals et al., 1998). Ces
différentes déficiences font du poumon malade une entité non stérile par comparaison au

poumon sain (Bergogne-Bérézin, 2002).

.1.1.1 L’atteinte pulmonaire

La mucoviscidose est une pathologie multiviscérale qui affecte principalement les voies
adriennes pulmonaires, I’intestin, le pancréas, le foie, les tubes séminiferes et les glandes
sudoripares (Rowe et al., 2005). Les atteintes pulmonaires restent prédominantes dans le
tableau clinique de la mucoviscidose et conditionnent le pronostic vital. Elles sont responsables
de plus de 90 % des déces (Ramsey, 1996). La viscosité du mucus conduit a une obstruction
chronique des bronches qui favorise la colonisation par plusieurs pathogenes opportunistes
dont le plus significatif est Pseudomonas aeruginosa (Pa) (Ramsey, 1996 ; Becq, 2003). Cette
infection bactérienne évolue rapidement vers une inflammation chronique qui contribue a la

destruction des parois bronchiques, conduisant ainsi a une insuffisance respiratoire majeure.

1.1.1.1 Les infections bactériennes

Le systéme broncho-pulmonaire des patients atteints de mucoviscidose est trés sensible aux

infections bactériennes causées par différentes souches pathogeénes (Figure 2).
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Figure 2 : Bactéries cliniquement importantes dans le cadre de la mucoviscidose en
France. D’apres le Registre francais de la mucoviscidose, bilan des données 2012.
S. aureus méti S = Staphylococcus aureus sensible a la méticilline. S. aureus méti R = S. aureus résistant a la

méticilline. H. inflenzae = Haemophilus influenzae. S. maltophilia = Stenotrophomonas maltophilia.

B. cepacia = Burkholderia cepacia.

Chez les enfants malades on isole dans un premier temps, principalement Staphylococcus
aureus et Haemophilus influenzae dans les sécrétions respiratoires (Figure 2). Peu a peu, leur
prévalence a tendance a décroitre au profit des infections causées par Pa. Stenotrophomonas
maltophilia et Alcaligenes xylosoxidans sont retrouvés tout au long de la vie des patients mais
leur role dans [I’évolution de Ila maladie n’est pas toujours clairement établi.
Burkholderia cepacia, est particulierement redouté pour sa multirésistance aux antibiotiques
(Malott et al., 2014). D’autres agents bactériens, viraux ou fongiques peuvent également

s’associer a cette colonisation bactérienne des poumons.

Toutefois I’infection chronique a Pa constitue le probléme infectieux principal et marque le
plus souvent un tournant évolutif délétere dans la maladie (Taylor et al., 1990 ; Mariani &
Bingen, 2003 ; Muhlebach et al., 2006). C’est la bactérie la plus répandue chez les patients de
plus de 10 ans, et son éradication reste difficile malgré une prise en charge précoce de
I’infection par une antibiothérapie adaptée. En effet, Pa possede de nombreux facteurs de

virulence qui lui permettent de coloniser les poumons des malades et de se développer dans
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cette environnement. En plus de ces facteurs de virulence, Pa est naturellement résistante a de
nombreux antibiotiques, et du fait de formidables facultés d’adaptation, elle est capable de
développer rapidement des résistances a de nouveaux antibiotiques. Cette résistance peut étre
¢galement due a 1’utilisation de transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Par
exemple la pompe MexAB-OprM permet I’efflux de certaines P-lactamines et la pompe

MexXY-OprM D’efflux des aminosides (Masuda et al., 2000).

Des modifications des souches de Pa issues des poumons des malades atteints de
mucoviscidose ont été¢ observées. L’adaptation la plus notable de cette bactérie est son
développement dans le poumon malade sous la forme de biofilms structurés (Drenkard &
Ausubel, 2002). Ce mode de vie permet a Pa de résister aux traitements antibiotiques les plus
drastiques mais aussi d’échapper a la phagocytose (Hoiby, 2002). Ces souches sont souvent
dépourvues de flagelle et fréquemment mucoides (surproduction d’alginate). Cette production
d’alginate joue un role essentiel dans le passage a la chronicité de I’infection pulmonaire. En
outre, certaines souches de Pa présentent un lipopolysaccharide (LPS) modifié permettant une
résistance accrue aux peptides antimicrobiens cationiques et sont souvent dépourvues
d’antigéne O rendant les bactéries « invisibles » pour le systtme immunitaire (Ernst ef al.,
1999 ; Ernst et al., 2006). Les souches de Pa responsables d’infections pulmonaires peuvent
surproduire la pyocyanine et présentent par ailleurs de nombreuses auxotrophies (Thomas
et al., 2000 ; Fothergill et al., 2007). La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par la bactérie

et impliqué dans sa virulence (Lau ef al., 2004).

1.2 Traitements des infections pulmonaires
provoquées par P. aeruginosa

Aujourd’hui, il n’existe aucun traitement curatif de la mucoviscidose. Cependant, de grands
progres ont été faits dans la prise en charge, avec notamment la mise en place des Centres de
Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) et 1’amélioration
des thérapeutiques permettant ainsi d’augmenter I’espérance de vie des malades. Un malade
pris en charge dans un pays développé a plus de 50 % de chances de vivre jusqu’a 40 ans alors
qu’il y a 50 ans, 90% des enfants mourraient avant 1’age de 2 ans en raison d’une insuffisance
pancréatique (Wolfenden & Schechter, 2009 ; Mehta ef al., 2010). En France, depuis 2001, les

malades sont pris en charge par des CRCM constitués d’une équipe pluridisciplinaire de
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médecins, infirmieres, kinésithérapeutes, diététiciens, psychologues, assistantes sociales et
généticiens. C’est le lieu ou les choix thérapeutiques sont pris, expliqués, et ou les différents

intervenants coordonnent les soins a réaliser (Bellon, 2005).

L’amélioration de la fonction respiratoire repose essentiellement sur 1’association d’une
kinésithérapie respiratoire pour éviter I’accumulation du mucus dans les bronches, avec une
antibiothérapie pour lutter contre les infections. Le choix des antibiotiques et la durée du
traitement sont guidé€s par les résultats de I’examen cytobactériologique des crachats (ECBC) et

varie en fonction d’une primo-infection ou d’une infection chronique.

Outre les traitements antibiotiques, les malades atteints de mucoviscidose ont également
recours a des thérapies visant a fluidifier et a expectorer le mucus accumulé dans les poumons

(Foucaud et al., 2006).

.1.2.1 Traitement de la primo-infection

La prise en charge des primo-colonisations par une antibiothérapie précoce améliore tres
significativement 1’état de santé du malade. Ces soins sont facilités par le fait que les souches de
Pa responsables de ces infections sont issues de I’environnement et généralement sensibles a
I’antibiothérapie. La plupart des équipes frangaises utilisent en association 2 antibiotiques
bactéricides (B-lactamine et aminoside) par voie intraveineuse pendant 14 a 21 jours, suivis ou
non d’aérosols de colistine (Colimycine®™) pendant 3 4 6 mois dans le but d’éradiquer la bactérie
et de retarder le passage a I’infection chronique (Conférence de consensus 2002). Une autre
alternative consiste a utiliser une association de Ciprofloxacine (Ciflox”™) par voie orale avec

des aérosols de colistine pendant 3 a 6 mois (protocole Danois).

.1.2.2 Traitement de Pinfection chronique

Le passage a la chronicité se traduit par des modifications des souches de Pa qui sécretent des
quantités importantes d’alginate. Le passage a un mode de vie en biofilm épais, adhérent,
diminue notablement 1’efficacité¢ bactéricide des antibiotiques, en particulier celle des
aminosides (Mariani & Bingen, 2003). A ce stade, il est impossible d’éradiquer la bactérie. Le
traitement a donc pour but de diminuer I’inoculum bactérien, d’espacer les exacerbations et de
ralentir la dégradation fonctionnelle respiratoire. Les antibiotiques sont choisis en fonction du
dernier antibiogramme et sont utilisés seuls ou en association par voie orale, intraveineuse ou

inhalée. En présence de souches multirésistantes de Pa, une trithérapie est recommandée
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(B-lactamine + tobramycine + ciprofloxacine par voie orale). La colistine par voie intraveineuse
reste un choix possible. En traitement d’entretien de I’infection chronique a Pa, les
antibiotiques inhalés (colistine et tobramycine) sont recommandés (Conférence de consensus

2002).

1.3 Utilisation de la colistine chez les malades
atteints de mucoviscidose

La colistine est un antibiotique appartenant a la famille des polymyxines. C’est un polypeptide
cyclique, cationique qui cible les membranes bactériennes. En France la colistine est
commercialisée par SANOFI-AVENTIS sous le nom de Colimycine® (Haute Autorité de Santé
ou HAS). Par voie inhalée, elle est disponible sous forme de colistiméthate sodique en poudre
et solvant pour nébulisation. La solution pour inhalation est préparée extemporanément. Elle
est indiquée chez les malades atteints de mucoviscidose pour le « traitement précoce de la
primo-colonisation a P. aeruginosa en relais d’une cure d’antibiotiques administrés par voie

intraveineuse » et le « traitement des infections pulmonaires chroniques dues a Pa » (HAS).

Chez ces malades, la colistine sous forme d’aérosol est utilisée depuis ces 30 derni¢res années
pour traiter la colonisation des voies respiratoires par Pa (Littlewood et al., 1985 & 2000 ;
Jensen et al., 1987 ; Frederiksen et al., 1997 ; Bauldoff et al., 1997 ; Conway et al., 2003 ;
Hoiby et al., 2005).
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Il LES PEPTIDES NON-RIBOSOMIQUES

.11.1 Historique

La pénicilline, le plus célebre des antibiotiques; la cyclosporine, utilisée comme
immunosuppresseur ; la daptomycine (Cubicin®) utilisée dans le traitement des infections par
des bactéries a Gram-positif ; la bléomycine (Blenoxane®) utilisée comme médicament en
chimiothérapie anticancéreuse ou encore la colistine (Colimycine™) utilisée pour le traitement
des infections pulmonaires ont tous un point commun : leur voie de biosynthese. Ces molécules
appartiennent a la famille des peptides synthétisés par la voie non-ribosomique qui fut décrite

pour la premiére fois en 1971 (Lipmann et al., 1971).

Dans les années soixante, des chercheurs Norvégiens et Japonais qui travaillaient sur la
biosynthése de la gramicidine S par Bacillus brevis découvrent qu’en présence de RNAses ou
d’inhibiteurs de la synthese ribosomique, les extraits cellulaires de la bactérie étaient toujours
capables de synthétiser cet antibiotique (Tomino et al., 1967). Ils en ont déduit qu’il existait un
mécanisme de syntheése peptidique indépendant de I’ARN et ont découvert ensuite chez cette
bactérie de grandes enzymes dont la fonction était inconnue (Marahiel et al., 2003). En 1971
Fritz Lipmann et ses collegues les isolérent et montrerent qu’elles étaient bien impliquées dans
la fabrication de la gramicidine S. Ces enzymes sont aujourd’hui appelées synthétases de
peptides non-ribosomiques, synthétases, ou Non-Ribosomal Peptide Synthétases (NRPS). Les
NRPS sont donc les enzymes responsables de la synthése peptidique non-ribosomique et
produisent une grande variété de peptides non-ribosomiques chez les bactéries et les
champignons. Ces peptides présentent des particularités au niveau de leur composition
chimique, de leur structure et de leur spectre d’activités biologiques. Pour les micro-organismes
producteurs, ces peptides jouent un role important dans la défense contre des especes

concurrentes lorsque les ressources nutritives sont limitées.

A1.1.1 Diversité des monomeres et des structures

Contrairement a la synthése peptidique classique qui utilise les 20 acides aminés
protéogéniques, la biosynthése non-ribosomique utilise en plus de ces 20 acides aminés
d’autres molécules non protéogéniques. C’est pour cette raison que nous utiliserons le terme de
monomeres pour désigner les molécules précurseurs incorporées dans les peptides
non-ribosomiques. Actuellement le nombre de monomeres identifiés par la base de données
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Norine sur I’ensemble des peptides non-ribosomiques est supérieur a 500 (Caboche et al., 2008
& 2010). Ces monomeres incluent des acides aminés non protéogéniques (formes D,

hydroxylés, méthylés), des acides gras ou encore des sucres.

Les synthétases peuvent aussi contenir des domaines facultatifs qui sont capables de modifier la
structure des monomeres incorporés, ce qui augmente encore la diversité de ces peptides. Dans
la base de données Norine, les plus petits peptides non-ribosomiques référencés sont composés
de 2 monomeres comme la brévianamide F (Maiya et al., 2006), et les plus grands contiennent
48 monomeres comme les polythéonamides isolés d’éponge marine (Hamada ef al., 2005). Des
produits tels que des lipides ou des hydrates de carbone issus d’autres voies de biosynthése

peuvent également étre incorporés.

En plus de la diversité de leur composition, les peptides non-ribosomiques présentent des
structures particuliéres qui sont souvent complexes. On retrouve des structures linéaires
(comme le tripeptide ACV, précurseur de la pénicilline), branchées (la vibriobactine),
partiellement cycliques (les polymyxines), totalement cycliques (la cyclosporine A), voire
complexes (la vancomycine) (Caboche et al., 2010). Ces structures peuvent contenir des
N-méthylations, des N-formylations, des glycosylations, des insertions d’acétate ou de
propionate ainsi que des acides gras (Schwarzer ef al., 2003) (Figure 3). Ainsi la diversité des
monomeres et des structures permet d’obtenir des molécules complexes ayant des propriétés

pharmacologiques intéressantes.
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Figure 3: Exemples de peptides non-ribosomiques illustrant la diversité et les

caractéristiques structurelles de ces peptides (Sieber & Marahiel, 2005).

11.1.2 Activités biologiques

Les peptides non-ribosomiques sont des produits naturels qui présentent un large éventail

d’activités biologiques et de propriétés pharmacologiques (Schwarzer et al., 2003 ; Felnagle

et al., 2007). Ces activités sont fortement liées a leur structure (Peypoux et al., 1999) et a leur

composition en monomeres (Caboche ef al., 2010). Les diverses activités biologiques ont été

classées en 5 (Schwarzer et al., 2003) ou 6 groupes (Caboche et al., 2010) (Figure 4).
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Activités biologiques de 1272 peptides non-ribosomiques

Immuno-modulateurs
Anti-tumoraux (37)
(101)

Sidérophores
(90)

M Antibiotiques

Surfactants B Toxines
(139) W Surfactants
Antibiotiques
(642) W Sidérophores

B Anti-tumoraux

B Immuno-modulateurs

Toxines
(263)

Figure 4: Répartition des 6 classes d’activités biologiques de 1272 peptides

non-ribosomiques recensés dans la base de données Norine.
La moitié des peptides référencés possedent une activité antibiotique. Cependant certains de ces peptides peuvent

avoir plusieurs activités biologiques différentes. (http://bioinfo.lifl.fr/norine/graph _peptides.jsp).

e Les antibiotiques

La majorité des peptides référencés dans la base de données Norine ont une activité antibiotique
(642 sur 1272) au sens large puisqu’elle inclut également les antifongiques et les antiviraux
(Figure 4). Comme exemple on peut citer la vancomycine, glycopeptide produit par
Ampycolatopsis orientalis (McCormick et al., 1955), la tyrocidine A (Marahiel et al., 1997), la
gramicidine S (Byford et al., 1997) ou encore la fengycine (Zhao et al., 2013).

e Les toxines

Les peptides non-ribosomiques peuvent étre des toxines comme la syringomycine synthétisée
par Pseudomonas syringae (Scholz-Schroeder ef al., 2001) et les microcystines produites par

les cyanobactéries (Lam ef al., 2000).

e Les surfactants

Les surfactants modifient la tension d’un liquide en formant un film a sa surface. Ils sont

constitués d’une partie hydrophile et d’un acide gras hydrophobe. Les lipopeptides amphiphiles
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tels que la surfactine produite par Bacillus subtilis (Abdel-Mawgoud et al., 2008) et la
lichenysine produite par Bacillus licheniformis (Grangemard et al., 2001) font aussi partie des

peptides non-ribosomiques.

e Les sidérophores

Les sidérophores sont des chélateurs sécrétés par les microorganismes pour capter le fer
nécessaire a leur survie lorsqu’ils sont dans un environnement pauvre en fer. Les sidérophores
les plus connus sont les pyoverdines produites par différentes especes de Pseudomonas

(Budzikiewicz, 2004).

e Les anti-tumoraux

Les anti-tumoraux sont utilisés dans le traitement de certains cancers pour détruire les tumeurs.
La bléomycine A2 produite par Streptomyces verticillus (Shen et al., 2001) est utilisée dans le
traitement du cancer de 1’cesophage, des lymphomes, des carcinomes ou du cancer des
testicules. Notons que la plupart des anti-tumoraux produits par les microorganismes ont
souvent d’autres activités, car cette activité n’est pas celle qui est recherchée par les

microorganismes qui produisent ces peptides.

e Les immuno-modulateurs

Ce sont des molécules qui inhibent ou activent le systtme immunitaire. Le plus connu des
immuno-modulateurs est la cyclosporine A produite par Tolypocladium inflatum. (Dreyfuss
et al., 1976). Elle est utilisée pour réduire les phénomenes de rejet des greffes ou dans le

traitement des maladies auto-immunes.
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Il LA SYNTHESE PEPTIDIQUE NON-RIBOSOMIQUE

1.1 Mécanisme de synthese

Les Non-Ribosomal Peptide Synthétase (NRPS) sont de grands complexes multienzymatiques
organisés en modules permettant la production de peptides par voie non-ribosomique. Lors de
la synthése d’un peptide, plusieurs génes codant pour des synthétases peuvent étre impliqués.
Ces génes sont généralement organisés en opérons ou en « clusters » au niveau du génome
(Schwarzer et al., 2003). Une synthétase est composée de plusieurs modules, dont le nombre
varie de 2 a une vingtaine (Stachelhaus & Marahiel, 1995). Chaque module est responsable de

I’incorporation d’un monomere spécifique dans la chaine peptidique en formation.

Les modules sont eux méme subdivisés en domaines catalytiques responsables de ’activation
du monomere (domaine d’adénylation A), de 1I’élongation de la chaine peptidique (domaine de
thiolation T), de la formation des liaisons peptidiques (domaine de condensation C) et de la
libération du peptide (domaine thioestérase Te) (Sieber ef al., 2005). A la différence des autres
domaines qui sont présents de manicre répétitive, le domaine Te n’est présent que dans le

module de terminaison (Dohren et al., 1997 ; Marahiel & Essen, 2009 ; Strieker ef al., 2010).

d11.2 Structure modulaire des NRPS

Les modules sont classés en trois catégories : les modules d’initiation, d’élongation et de
terminaison (Figure 5). Une synthétase débute par un module d’initiation qui contient au
minimum un domaine d’adénylation (A) et un domaine de thiolation (T). Ensuite cette
synthétase comporte des modules d’élongation qui contiennent au minimum un domaine de
condensation (C), un domaine A et un domaine T (Lautru & Challis, 2004). Elle se termine par
un module de terminaison qui comprend en plus des domaines C, A et T un domaine

thioestérase (Te) (Schwarzer et al., 2003, Finking & Marahiel, 2004).
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Figure 5 : Structure modulaire des NRPS avec les domaines de base pour D’initiation,

I’élongation et la terminaison (adapté de Strieker ez al., 2010).

1.3 Structure en domaines catalytiques

Des unités enzymatiques appelées domaines sont retrouvées a I’intérieur de chaque module. Ils
sont impliqués dans I’incorporation ou la modification des acides aminés lors de la synthese
peptidique. Les domaines sont classés en deux catégories : les domaines principaux et les

domaines secondaires.

111.3.1 Les domaines principaux

Aussi appelés domaines essentiels, les domaines principaux sont indispensables pour le
fonctionnement d’une synthétase. Ces domaines sont: les domaines d’adénylation, de

thiolation, de condensation et de thioestérase.

111.3.1.1 Le domaine d’adénylation (A)

Le domaine d’adénylation (A) est responsable de la reconnaissance et de 1’activation des
monomeres spécifiques incorporés dans le peptide. Il est composé d’environ 550 acides
aminés. Il sélectionne un acide aminé approprié parmi les options de substrats disponibles et
I’active en aminoacyl adénylate (Dieckmann et al., 1995 ; Stachelhaus & Marahiel, 1995 ;
Mootz & Marahiel, 1997 ; May et al., 2002). C’est la premicre étape de la biosynthese
non-ribosomique. L’activation du monomere se fait en hydrolysant une molécule d’ATP et en

présence de Mg”™ (Figure 6).
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Figure 6 : Réaction d’activation de deux monomeéres sélectionnés par les domaines A en

aminoacyl-O-AMP (Bachmann & Ravel, 2009).

Chaque réaction nécessite 1’hydrolyse d’une molécule d’ATP et provoque la libération d’un pyrophosphate (PP1).

La spécificité des domaines d’adénylation et leur disposition le long de la chaine d’assemblage
NRPS détermine la composition du peptide (Finking & Marahiel, 2004). L’étude de la
spécificité de ces domaines a été facilitée grace a la détermination de la structure
cristallographique du domaine A activant la phénylalanine (PheA) durant la synthése de la
gramicidine S chez Bacillus brevis (Conti et al., 1997). C’est en 1997 que Conti ef al ont
identifié¢ que 10 acides aminés du site actif (aussi appelé « binding pocket ») étaient importants
dans la reconnaissance, la sélection et 1’activation du substrat (Figure 7). Durant la méme
année, Marahiel ef al ont mis en évidence des régions fortement conservées caractéristiques de
chaque domaine. Ce travail a été rendu possible grace a la comparaison de séquences protéiques
de plusieurs domaines NRPS (domaines d’adénylation, de condensation, d’épimérisation, de
N-méthylation, de thiolation et de thioestérase) (Marahiel ef al., 1997). Ces régions conservées

sont appelés signatures des domaines ou « core motif ».

Le domaine d’adénylation contient 10 motifs conservés notés Al a Al0 contenant des
séquences d’acides aminés qui jouent un rdle important dans la fonction du domaine

(Tableau 1).
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Figure 7 : Représentation des 10 acides aminés impliqués dans le site de fixation du

substrat au sein d’un domaine d’adénylation (adapté de Stachelhaus et al., 1999).

En bleu et vert les 10 acides aminés au sein du site de fixation du substrat qui est en rouge. Ces 10 acides aminés

sont situés dans un rayon de 5,5 A autour du substrat. Parmi ces acides aminés, la Lysine (Lys) en position 517 est

toujours invariable car elle interagit avec I’AMP de I’adénylate.

Tableau 1 : Liste des motifs conservés caractéristiques des domaines impliqués dans la

synthése non-ribosomique (Marabhiel ez al., 1997 ; Schwarzer et al., 2003).

Domaines Motifs Séquence de la signature Domaines Motifs Séquence de la signature
Domaine A | Al L(TS)YxXEL Domaine E | El PIQxWF
A2 LKAGxAYL(VL)P(LDD E2 HHxXISDG(WV)S
A3 LAYxxYTSG(ST)TGxPKG E3 DxLLxAxG
A4 FDxS E4 EGHGRE
AS NxYGPTE E5 RTVGWFTxxYP(YV)PFE
A6 GELxJGx(VL)ARGYL E6 PxxGxGYG
A7 Y(RK)TGDL E7 FNYLG(QR)
A8 GRxPxQVKIRGXRIELGEIE | Domaine Mt | M1 VL(DE)xGxGxG
A9 LPxYM(V)P M2 NELSxYRYXAV
A10 | NGK(VL)DR M3 VExSxARQxGxLD
Domaine T |T LGG(DH)SL Domaine Te | Te GxSxG
Domaine C |Cl1 SxAQxR(LM)(WY)xL Domaine Cy | Cyl FPL(TS)xxQxAYxxGR
C2 RHEXLRTxF Cy2 RHx(IM)L(PAL)x(ND)GxQ
C3 MHHXISDG(WV)S Cy3 LPxxPxLPLxxxP
C4 YxD(FY)AVW Cy4 (TS)(PA)3x(LAF)6x(IVT)LxxW
Cs (IV)GxFVNT(QL)(CA)xR Cys (GA)DFTxLxLL
C6 (HN)QD(YD)PFE Cy6 PVVFTSxL
C7 RDxSRNPL Cy7 (STQR)TPQVx(LI)D13xWD
Domaine R | RI1 V(L)YL)TG(A)TG(F)(L)GxxLL | Domaine Ox | Ox1 KYxYxSxGxxY(PG)VQ
R2 Vx(L)(L)VR(A) Ox2 GxxxG(LV)xxGxYYY(HD)P
R3 GPL(G)x(P)x(L)GL Ox3 IxxxYG
R4 V(Y)PYxYLxx(P)NVxxT
RS GYxxSKW(A)(A)E
R6 R(P)G
R7 YxxxxG(LF)LxxP

Dans un motif, la liste des acides aminés possibles a une position donnée est indiquée entre parentheses. Le x

symbolise n’importe quel acide aminé.
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La position des 10 acides aminés précédemment identifiés par Conti et al dans le site de fixation
du substrat a été localisée grace a la structure cristallographique de PheA. Ces 10 acides aminés
se trouvent dans un rayon de 5,5 A autour du site de fixation du substrat (Figure 7 p. 37). Ils
forment un code conférant la spécificité des domaines A (Stachelhaus ef al., 1999 ; Challis
et al., 2000). Ce code est appelé « Specifity Confering Code » ou « code Stachelhaus » du nom
de son auteur ou encore code NRPS. Il contient les 10 acides aminés impliqués dans la sélection
d’un substrat au niveau du domaine A et permet de prédire la spécificité des domaines A. Il est
intégré dans de nombreux programmes d’annotation de NRPS qui prédisent les monomeres

sélectionnés.

En 2003, Schwarzer et al ont étendu la liste des motifs conservés aux domaines de cyclisation,
d’oxydation et de réduction (Tableau 1). Ils ont aussi montré que 9 des 10 résidus d’acides
aminés identifié par Conti ef al sont localisés entre les motifs A4 et A5 et que le dixieme résidu

se trouve en dehors de cette région (Schwarzer ef al., 2003).

En 2005, Rausch et al ont proposé une nouvelle méthode de prédiction des monomeres
sélectionnés par les domaines A (Rausch et al., 2005). Cette derniere utilise une signature de 34
acides aminés situés dans un rayon de 8 A autour du substrat. Le domaine A est donc
déterminant pour prédire la composition en monomere du peptide produit par une synthétase.
La sélection d’un monomere par ce domaine se fait donc en fonction de la composition des

acides aminés présents a certaines positions du site actif.

111.3.1.2 Le domaine de thiolation (T)

Le domaine de thiolation aussi appelé domaine PCP pour « Peptidyl Carrier Protein » est
compos¢ d’environ 80-100 acides aminés et représente 1’unité de transport qui permet aux
monomeres activés de se déplacer entre les différents centres catalytiques (Linne ez al., 2000 &
2001). Ce domaine fixe de maniére covalente I’aminoacyl adénylate préalablement activé par le
domaine A sur la synthétase par I'intermédiaire d’une liaison thioester pour former un
intermédiaire aminoacyl-thioester (Figure 8). Le transfert de 1’aminoacyl adénylate au
domaine T est effectu¢ par un cofacteur 4’-Phosphopantethéine (4’-Ppant) fix¢é sur un résidu
sérine conservé (Stachelhaus ef al., 1996 ; Ehman et al., 2000). L’activation du domaine T qui
passe d’une forme inactive (apo) a une forme active (holo) contenant le cofacteur 4’-Ppant se

fait grace a la phosphopantethéine transférase (Quadri et al., 1998).
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Figure 8 : Formation de deux aminoacyl-thioesters fixés aux domaines T (Bachmann &

Ravel, 2009).

.111.3.1.3 Le domaine de condensation (C)

Le domaine de condensation (C) est composé d’environ 450 acides aminés et est toujours
présent a I’extrémité N-terminal du module d’élongation. Il catalyse la formation de la liaison
peptidique entre deux monomeres adjacents portés chacun par un domaine de thiolation
(Stachelhaus et al., 1998 ; Bergendahl ef al., 2002). Le nombre de liaisons peptidiques dans un
peptide entierement assemblé est généralement égal au nombre de domaines C dans chaque
synthétase (Stachelhaus ef al., 1998). Un modele propose 1’existence de 2 sites de liaison au
substrat (Figure 9). Un site accepteur (a) qui lie I’acide aminé fixé au domaine T du module
correspondant. Cet aminoacyl-thioester acceptera un peptide en croissance a partir du module
précédent. Le site donneur (d) se lie a I’aminoacyl-thioester fixé au module précédent. Ainsi la
liaison peptidique est formée par 1’attaque nucléophile de 1’acide aminé fixé sur le domaine T1
du module 1 par I’acide aminé fixé sur le domaine T2 du module 2. Le site accepteur a plus
d’affinité pour I’acide aminé activé que le site donneur, c’est ainsi que la direction de la chaine

peptidique en croissance est maintenue (Mootz et al., 2000 & 2002).

Des études biochimiques de nombreux domaines C ont démontré que le site accepteur présente
une sélectivité a la fois sur la stéréochimie (isomere L ou D) et sur la nature de la chaine latérale
de I’acide aminé a incorporer (Belshaw et al., 1999 ; Ehmann et al., 2000 ; Linne & Marahiel,
2000 ; Luo et al., 2002). Par conséquent, en plus du domaine A, le domaine C agit comme une

seconde ligne de sélection du substrat (Ehmann ef al., 2000 ; Lautru & Challis, 2004).

39



Exposé Bibliographique

Meodule 1 Module 2

A

Figure 9 : Formation de la liaison peptidique entre deux substrats aminoacyl-thioester

par le domaine C (Bachmann & Ravel, 2009).

Le domaine C contient un site accepteur (a) qui lie I’acide aminé fixé au domaine T du module correspondant
(module 2) et un site donneur (d) qui lie a I’aminoacyl-thioester fixé au module précédent (module 1). Ainsi la
liaison peptidique est formée par 1’attaque nucléophile de 1’acide aminé fixé sur le domaine T1 du module 1 par

I’acide aminé fixé sur le domaine T2 du module 2

L’analyse phylogénétique des domaines C a révélé 1’existence de plusieurs sous-familles de
domaine C regroupées en fonction de leurs activités spécifiques (Roongsawang et al., 2005 ;

Rausch et al., 2007 ; Ziemert & Jensen, 2012). On retrouve :

e Lasous-famille “Cy, qui catalyse la formation d’une liaison peptidique entre deux acides
aminés de forme L porté par deux modules adjacents (Clugston et al., 2003).

e La sous-famille "Cy, qui catalyse la formation d’une liaison peptidique entre un acide
aminé de forme D et un autre de forme L (Clugston et al., 2003). Elle est située apres un
domaine d’épimérisation.

e La sous-famille C/E « dual condensation-épimérisation » qui possede une double
fonction d’épimérisation de 1’acide aminé situé sur le premier module et de formation
de la liaison peptidique. Dans ce cas le peptide produit contient des acides aminés D

alors que la synthétase ne contient pas de domaine d’épimérisation. Elle a été identifiée
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chez diverses NRPS produisant par exemple ’arthrofactine (Balibar et al., 2005) ou
encore la fusariscidine (Li & Jensen, 2007).

La sous-famille Cggarter S€ trouve dans la partie N-terminal de la synthétase et intervient
dans la liaison entre un acide gras en début de chaine peptidique et un acide aminé
sélectionné par le module d’initiation de la synthétase (Konz ez al., 1999 ; Rausch et al.,
2007). Or les domaines C ne sont normalement pas présents dans les modules
d’initiations des NRPS. Ces domaines Cgy,er SONt retrouveés dans les lipopeptides et les
chromodepsipeptides des actinomycetes comme les Bacillus et les Pseudomonas
(Cosmina et al., 1993 ; Guenzi et al., 1998 ; Duitman et al., 1999 ; Konz et al., 1999 ;
Lin et al., 1999 ; Tsuge et al., 2001 ; Roongsawang et al., 2003 ; Miao et al., 2005 &
2006).

111.3.1.4 Le domaine thioestérase (Te)

Le domaine thioestérase (Te) est généralement situé a I’extrémité C-terminal du module de

terminaison de la synthétase (Schneider & Marahiel, 1998 ; Keating et al., 2001). Il est

composé d’environ 280 acides aminés. Il catalyse la libération du peptide néoformé soit par

hydrolyse de la liaison thioester qui lie le peptide au domaine T du module de terminaison

(Bruner et al., 2002) pour former un peptide linéaire; soit par cyclisation intramoléculaire pour

former un peptide cyclique ou partiellement (Figure 10) (Sieber & Marahiel, 2003).
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Figure 10 : Réaction d’hydrolyse et de cyclisation de la chaine peptidique catalysée par le

domaine thioestérase lors de I’assemblage de la surfactine (Sieber & Marahiel, 2003).
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d11.3.2 Les domaines secondaires

En plus des domaines principaux qui sont indispensables pour la biosynthése non-ribosomique,
il existe des domaines secondaires responsables de modifications structurelles supplémentaires
des peptides (Walsh et al., 2001 ; Schwarzer et al., 2003 ; Fischbach & Walsh, 2006 ; Samel
et al., 2008). Ces modifications chimiques conférent une plus grande rigidité structurelle et une
stabilit¢ contre la dégradation protéolytique des peptides. Il existe différents domaines
secondaires. Les plus courants sont les domaines d’épimérisation (E), de cyclisation (Cy), de

méthylation (Mt), de formylation (F), d’oxydation (Ox) et de réduction (R) (Figure 11).

module
d’élongation
|

Figure 11 : Position des domaines secondaires dans un module d’élongation (adapté de

Lautru & Chalis, 2004 ; Fischbach & Walch, 2005).

F = domaine de formylation ; Ox = domaine d’oxydation ; Cy = domaine de cyclisation ; Mt = domaine de
méthylation ; E = d’épimérisation. Le domaine Cy remplace le domaine de condensation (C) dans certaines
synthétases. Le domaine Mt est localisé aprés un domaine A. Le domaine E est localisé entre les domaines T et C.
Le domaine F est localisé avant un domaine A. Le domaine Ox est soit enchassé dans un domaine A ou localisé

apres un domaine T.

111.3.2.1 Le domaine d’épimérisation (E)

C’est le plus répandu des domaines secondaires. Il est composé de 450 acides aminés et est

localisé entre les domaines T et C. Les peptides non-ribosomiques possédent souvent dans leurs
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structures des acides aminés de type D. Ces acides aminés peuvent étre incorporés directement
dans les peptides apres activation par des domaines d’adénylation spécifiques. Ils peuvent aussi
étre obtenus par la conversion d’un acide aminé L déja incorporé en son isomere D grace au
domaine d’épimérisation (Figure 12). Cette conversion stéréochimique est catalysée par le
domaine E (Stachelhaus & Walsh, 2000). Les domaines E peuvent catalyser la réaction
d’épimérisation soit avant, soit apres la formation de la liaison peptidique. S’ils sont situés dans
un module d’initiation, ils catalysent généralement 1’épimérisation avant la condensation des
acides aminés et s’ils sont situés dans un module d’élongation, ils catalysent 1’épimérisation

apres la formation de la liaison peptidique (Luo ez al., 2002).
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Figure 12 : Réaction d’épimérisation de I’acide aminé fixé sur le domaine T catalysée par

s

le domaine E (Schwarzer et al., 2003).

111.3.2.2 Le domaine de cyclisation (Cy)

Le domaine Cy présente une tres forte homologie de séquence avec les domaines de
condensation (C). Il catalyse a la fois des réactions de condensation et de cyclisation (Challis &
Naismith, 2004). Dans certaines synthétases le domaine Cy remplace le domaine C (Lautru &
Challis, 2004). 11 catalyse la formation de petits hétérocycles obtenus par cyclisation de la
chaine latérale de la cystéine, la sérine ou la thréonine avec la chaine peptidique principale
(Figure 13). Le produit de cette cyclisation est un noyau thiazoline si une cystéine est
impliquée ; ou un noyau oxazoline s’il s’agit d’une sérine ou d’une thréonine (Gehring et al.,
1998 ; Walsh et al., 2001 ; Duerfahrt et al., 2004). Ces hétérocycles améliorent la diversité
structurelle et la rigidité des peptides non-ribosomiques et sont importants pour la chélation des
métaux et I’interaction avec les protéines, ’ADN ou ’ARN (Roy et al., 1999 ; Duerfahrt ef al.,
2004). Ainsi les peptides contenant un noyau hétérocyclique ont une grande importance dans le
domaine pharmacologique. Ce sont par exemple des antibiotiques comme la bacitracine (Ikai,
1992) et des agents anti-tumoraux comme la bléomycine (Takita et al., 1978) et I’épothilone

(Gerth et al., 1996). Par conséquent, les domaines Cy représentent un outil intéressant pour
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I’ingénierie des NRPS hybrides et la conception de composés nouveaux contenant des noyaux

hétérocycliques.

0 0 5
HaN HN H3N a
3 —
R S

Figure 13 : Réaction de cyclisation catalysée par le domaine Cy entre deux acides aminés

fixés sur deux domaines T de modules adjacents (T1 et T2) (Schwarzer et al., 2003).

Le domaine de cyclisation (Cy) forme un noyau thiazoline a partir de la cystéine liée au domaine T2 et de I’acide

aminé fixé au domaine T1.

111.3.2.3 Les domaines d’oxydation (Ox) et de réduction (R)

L’état d’oxydation des hétérocycles peut étre modifié dans les peptides non-ribosomiques grace
a des domaines d’oxydation ou de réduction. Ces domaines agissent apres le domaine de

cyclisation.

Le domaine Ox est impliqué dans 1’oxydation des cycles thiazolines et oxazolines formés par le
domaine Cy en cycles thiazoles et oxazoles respectivement sous I’action de la flavine
mononucléotide (FMN) comme cofacteur (Du et al., 2000) (Figure 14). La position de ce
domaine varie selon les enzymes. Dans la synthétase EpoB de I’épothilone, le domaine Ox est
enchassé dans le domaine A, formant un module « Cy-A-Ox-A-T ». Dans la synthétase BImIII

de la bléomycine, ce domaine Ox est localisé apres le domaine T (Schneider ef al., 2003).
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Figure 14 : Réaction d’oxydation de ’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer ez al.,

2003).

Le domaine de réduction (R) catalyse la réduction de la thiazoline en thiazolidine ou
I’oxazoline en oxazolidine grace au cofacteur NADPH (Figure 15). Ce domaine est peu
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fréquent, il est retrouvé dans les synthétases de la yersiniabactine et de la pyochéline (Finking

& Marahiel, 2004).

Figure 15 : Réaction de réduction de I’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer ef

al., 2003).

111.3.2.4 Le domaine de méthylation (Mt)

Les acides aminés méthylés sont treés fréquents dans les peptides non-ribosomiques. Ces
méthylations sont catalysées par le domaine Mt (Figure 16). Il est généralement intégré a
I’extrémité C-terminale du domaine A responsable de 1’activation de 1’acide aminé méthylé
(Grunewald & Marahiel, 2006). Il existe deux types de méthylation : une N-méthylation
effectuée par les N-méthyltransférases qui ajoutent un groupement méthyle (CH3) a 1’atome
d’azote de ’acide aminé et une C-méthylation effectuée par les C-méthyltransférases qui
ajoutent un groupement méthyle sur un noyau thiazole. La N-méthylation se fait par
I’intermédiaire du coenzyme S-adenosyl méthionine (SAM) (Hacker et al., 2000). Par exemple,
la cyclosporine A contient 7 acides aminés N-méthylés sur ces 11 monomeéres (Schwarzer

et al.,2003).

;

3
3

Figure 16 : Réaction de méthylation de I’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer e¢

al., 2003).
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111.3.2.5 Le domaine de formylation (F)

Le domaine F catalyse le transfert d’un groupement formyle a partir du cofacteur

N'%-formyl-tétrahydrofolate (N'°-THF) sur I’atome d’azote d’un un acide aminé (Schwarzer et
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al., 2003). Ce domaine est en général situé¢ a I’extrémité N-terminale d’un domaine A
(Figure 17). La formylation des peptides non-ribosomiques a été signalée dans la gramicidine
linéaire produite par Bacillus brevis ATCC 8185 (Schoenafinger et al., 2006) et dans
I’anabaenopeptilide 90-A produite par la souche Anabaena 90 (Rouhiainen et al., 2000).
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Figure 17 : Réaction de formylation de I’acide aminé fixé sur le domaine T (Schwarzer e¢

al., 2003).

Le Tableau 1 p. 37 reprend la liste des motifs conservés et leur séquence protéiques au sein des

différents domaines principaux et secondaires cités ci-dessus.
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111.4 Modes de biosynthéeses

Le mode d’assemblage des monomeres permet de définir trois types de biosyntheéses (Mootz
et al., 2002). La premiere et la plus fréquente est la biosynthese linéaire (type A). Dans cette
biosynthese il y’a une colinéarité entre le nombre et I’ordre des modules de la synthétase et le
nombre de monomeres incorporés dans le peptide. En d’autre terme 1’assemblage des
monomeres se fait suivant I’ordre d’activation, ce qui fait qu'une synthétase a « n » modules va
assembler un peptide a « n » acides aminés. La cyclosporine A, le tripeptide ACV précurseur de
la pénicilline et de la céphalosporine (Smith et al., 1990), ou encore la surfactine (Peypoux et

al., 1999) sont synthétisés de fagon linéaire (Figure 18).

module 1 module 3
module 2 Je
AcvA e
. HN NH _SH
(DB A A ®  asbec Toon & Jwil
S S S COOH
o o-g_\ o—(_< a b ¢
HN SH HN
HN b c 6-Aminoadipyl-L-Cysteine-D-Valine
0 (Tripeptide ACV)
HO
a

Figure 18 : Biosynthése linéaire (type A) de PACV (Mootz et al., 2002).

La synthétase de L’ACV est composée de 10 domaines organisés en 3 modules. L’enchainement des monomeres
a, b et ¢ incorporés dans le peptide final correspond a celui des modules 1, 2 et 3 de la synthétase. Chaque module
incorpore un monomere reconnu par les domaines d’adénylation. Le peptide formé est libéré par le domaine Te. La
synthétase posséde un domaine secondaire, le domaine d’épimérisation (E) qui modifie I’isomérie du monomere ¢

porté par le module 3.

Le second mode rencontré est la biosynthése itérative (type B). Comme son nom I’indique,
dans cette biosynthése les modules ou domaines de la synthétase peuvent étre utilisés plus
d’une fois lors de I’assemblage d’un méme peptide. Elle conduit a la formation d’un peptide
contenant des motifs répétés dont le nombre sera supérieur au nombre de modules de la
synthétase. C’est le cas des synthétases de la gramicidine S (Kohli et al., 2001) et de
I’entérobactine (Gehring et al., 1998). La Figure 19 montre le mécanisme de synthése de

I’entérobactine, un sidérophore produit par E. coli lors d’une carence en fer.
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Figure 19 : Biosynthése itérative (type B) de I’entérobactine (Mootz et al., 2002).

L’opéron de I’entérobactine code pour 3 synthétases (EntE, B et F) regroupées en 2 modules. Chaque module
incorpore un monomere pour former un dipeptide. L’assemblage (a+b)*3 de ces monomeres conduit a la molécule

finale d’entérobactine.

Le dernier mode rencontré est la biosynthése non linéaire (type C). Elle est caractérisée par un
agencement différent des domaines par rapport a I’agencement classique (C-A-T), ou une
incorporation de petites molécules provenant d’une autre voie de syntheése. Contrairement a la
biosynthese linéaire, cette voie peut mener a des cyclisations internes ou a des branchements
dans le peptide final (Mootz ef al., 2002). L’exemple de molécule la plus courante synthétisée
par cette voie est la vibriobactine (Keating ef al., 2000) (Figure 20).
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Figure 20 : Biosynthése non linéaire (type C) de la vibriobactine (Mootz ez al., 2002).
La synthétase de la vibriobactine est composée de 4 protéines (VibE, B, H et F) dont les trois premicres sont des
domaines isolés. La molécule est synthétisée a partir de répétitions de monomeres (a et b) et d’une molécule de

norspermidine (c) qui provient d’une autre voie de synthese.
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Les NRPS peuvent aussi produire différents variants d’un peptide qui ont la méme structure
avec des acides amings variables a certaines positions. Il a été montré que les changements de
milieu nutritifs peuvent conduire a la production de plus de 30 variants de la cyclosporine (von
Dohren et al., 1997). Dans d’autres cas, la synthése des variants est due a une diversité de
séquences génomiques. Par exemple, il a ét¢ montré que la séquence de la synthétase
produisant la bacillomycine D (Moyne et al., 2004) est différente de celle produisant la

bacillomycine L (Hofemeister et al., 2004) dans des souches différentes.
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IV ANTIBIOTIQUES PRODUITS PAR LES PAENIBACILLI

AV.1 Généralités

Les souches de Paenibacillus polymyxa sont connues pour leur production de peptides
antimicrobiens (Storm et al., 1977). Ces souches anciennement appelées « Bacillus polymyxa »
ont été¢ renommeées P. polymyxa en 1993 (Ash et al., 1993). Entre 1947 et 1948 trois équipes ont
découvert simultanément que ces souches produisaient une substance antibiotique, la
polymyxine (Benedict & Stodola, 1949 ; Stansly, 1949). Par ailleurs, différents travaux ont
révélé que les P. polymyxa pouvaient produire de nombreux autres peptides antibiotiques. Ces
peptides peuvent étre classés en deux groupes en fonction de leur spectre d’activité

antimicrobienne.

e Le premier groupe comprend les composés ayant une activité antibiotique contre les
bactéries Gram-positif et Gram-négatif (Tableau 2). Parmi ces composés on retrouve les
polymyxines, les polypeptines, les jolipeptines, la gavaserine, la saltavaline, la polyxine et les

bactériocines de la classe 1la.

Tableau 2 : Caractéristiques des peptides antimicrobiens du premier groupe.

Nom Masse moléculaire (Da) Référence

Katz & Demain, 1977
Polymyxines 1300 Hermsen ef al., 2003
Martin et al., 2003

Takeuchi et al., 1979

Polypeptines 1100 - 1200 Li et al., 2007a
Polyxine 10000 Piuri et al., 1998
Gavaserine 911 Pichard et al., 1995
Saltavaline 903 Pichard et al., 1995

. . * Ito & Koyama 1972a &
Jolipeptines 1013 1972b
Bactériocines de classe 2a 3500 Drider et al., 2006

Svetoch et al., 2005

* estimation effectuée d’apres la composition en acides aminés donnée par Ito & Koyama.

e Le deuxiéme groupe comprend les composés ayant une activité antibiotique
principalement orientée contre les bactéries a Gram-positif et les moisissures (Tableau 3). Ce
groupe comprend les fusaricidines (A, B, C et D), la gatavaline et les composées antifongiques

de types LI-F. La gatavaline aurait une structure proche des polymyxines et ne serait active que
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sur les bactéries a Gram positif. Un autre compos¢ appelé paénibacilline (He ez al., 2007) a été
découvert. La paénibacilline n’est active que sur les bactéries a Gram positif. Bien que sa
structure ne soit pas encore entierement élucidée, la paenibacilline serait proche des
lantibiotiques, molécules antibiotiques produites par certains Lactococcus sp., Streptococcus

sp. et Streptomyces sp. (Nagao et al., 2006).

Tableau 3 : Caractéristiques des peptides antimicrobiens du second groupe.

Nom Masse moléculaire (Da)  Références

Fusaricidines 883 -961 Kajimura & Kaneda, 1996 & 1997
Gatavaline >3500 Nakajima et al., 1972

LI-F 883 -961 Kurusu et al., 1987
Paenibacilline 2983,54 He et al., 2007

La littérature rapporte qu’il existe beaucoup d’autres composés antibactériens et antifongiques
produits par des souches de P. polymyxa qui ne sont pas encore formellement caractérisés
(Mavingui & Heulin, 1994 ; Liang ef al., 1996 ; Dijksterhuis et al., 1999 ; He et al., 2007). Par
exemple Rosado & Seldin (1993) ont découvert un composé de 3500 Da actif contre la plupart
des bactéries a Gram-positif mais n’ayant pas d’activité contre Pa. Un autre peptide de 2983 Da
a été décrit par He ef al (2007) comme étant un nouvel antibiotique a forte activité contre des

bactéries a Gram-positif pathogénes d’origine alimentaire.

Des études récentes ont montré que de nombreuses souches de Paenibacillus appartenant a des
espeéces autres que polymyxa pouvaient aussi produire des peptides antimicrobiens. Par
exemple, des activités antimicrobiennes ont ¢été rapportées chez les especes thiaminolyticus
(Huang et al., 2014), profundus (Kalinovskaya et al., 2013), tianmuensis (Qian et al., 2012),
elgii (Wu et al., 2010), ehimensis (Huang et al., 2013), burgondia (Selim et al., 2005), validus,
azotofixans, chibensis, brasiliensis, peoriae (Lorentz et al., 2006 ; Weid et al., 2003), alvei

(Chevrot et al., 2013), et kobensis (Martin et al., 2003).

Des travaux antérieurs effectués par notre équipe ont permis d’isoler deux souches de
Paenibacillus : I’une de I’environnement (Paenibacillus B-LR) et ’autre d’une expectoration
d’un patient atteint de Mucoviscidose (Paenibacillus 32). 1l a ensuite €té montré que les
Paenibacillus B-LR et 32 produisaient des molécules antibiotiques proches des polymyxines et
des fusaricidines. Ces deux souches faisant I’objet de notre étude, nous allons nous intéresser a

ces deux familles de molécules.
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Polymyxines Pos 3 Pos 6 Pos7  Acide gras (AG) Masse (Da) Formule brute
Polymyxine A (Aerosporine)

Al D-Dab D-Leu L-Thr 6-MOA (C()H]7O) 1 157,57 C51H97N]6014

AQ D-Dab D-Leu L-Thr 6-MHA (CgH]SO) - C50H95N]6014
Polymyxine B

Bl L-Dab D-Phe L-Leu 6-MOA (C()H]7O) 1202,7498 C56H93N]6013

Ile-Bl L-Dab D-Phe L-Ile 6-MOA (C()H]7O) 1202,7498 C56H93N]6013

B2 L-Dab D-Phe L-Leu 6-MHA (CgH]SO) 1 188,7342 C55H96N]6013

B3 L-Dab D-Phe L-Leu OA (CgH150) 1 188,7342 C55H96N16013

B4 L-Dab D-Phe L-Leu HA (C7H13O) 1 174,7 185 C54H94N16013

B5 L-Dab D-Phe L-Leu NA (C9H17O) 1202,7498 C56H93N16013

B6 L-Dab D-Phe L-Leu 3-OH-6-MOA (C9H1702) 1218,1447 C56H93N16014
Polymyxine C

C L-Dab D-Phe L-Thr 6-MOA (CoH,;0) - -
Polymyxine D

D, D-Ser  D-Leu L-Thr  6-MOA (CyH,,0) 1143 -

D, D-Ser D-Leu L-Thr 6-MHA (CgH,50) 1129 -
Polymyxine E (Colistine)

El L-Dab D-Leu L-Leu 6-MOA (C9H17O) 1 168,7655 C53H100N]6013

E2 L-Dab D-Leu L-Leu 6-MHA (CgH]SO) 1 154,7498 C52H98N]6013

E3 L-Dab D-Leu L-Leu OA (CgH]sO) 1 154,7498 C52H93N16013

E4 L-Dab D-Leu L-Leu HA (C7H130) 1 140,7342 C51H96N16013

E7 L-Dab D-Leu L-Leu 7-MOA (C9H170) 1 168,7655 C53H100N16013

Ile-El L-Dab D-Leu L-Ile 6-MOA (C9H170) 1 168,7655 C53H100N16013

IIC-EZ L-Dab D-Leu L-Ile 6-MHA (CgH]SO) 1 154,7498 C52H98N]6013

Ile-Eg L-Dab D-Leu L-Ile 7-MNA (C10H190) 1 182,781 1 C54H102N]6013

Nval-E, L-Dab D-Leu L-Nval 6-MOA (CoH,;,0) 1140,7342  Cs;HoeN;cO13

Val-El L-Dab D-Leu L-Val 6-MOA (C9H17O) 1 154,7498 C52H98N]6013

Val-E2 L-Dab D-Leu L-Val 6-MHA (Cngso) 1 140,7342 C51H96N16013
Polymyxine M (Mattacine)

M L-Dab D-Leu L-Thr 6-MOA (C9H170) 1 157,7370 C51H97N16014
Polymyxine P

P, D-Dab D-Phe L-Thr  6-MOA (CyH;;0) 1191,90 -

P, D-Dab D-Phe L-Thr 6-MHA (CgH,50) 1177,90 -

Figure 21 : Structure chimique des différents groupes de polymyxines.

Pos =position des acides aminés 3, 6 et 7. AG = acide gras. DAB = acide o, y-diaminobutyrique. Nval = Norvaline.
6-MOA = acide-6-méthyl-octanoique (CoH;;0). 6-MHA = acide-6-methyl-heptanoique (CgH;s0). OA = acide
octanoique (CgH;s0). HA = acide heptanoique (C;H;;0). NA = acide nonanoique (CyH;,0) et 3-OH-6-MOA
= acide-3-hydroxy-6-methyl-octanoique (CoH;;0,) d’aprés (Stansly 1949 ; Newton 1956 ; Vogler & Studer,
1966 ; Wilkinson & Lowe, 1966 ; Parker & Rathnum, 1975 ; Orwa et al., 2001 ; Govaerts et al., 2002a ; Govaerts
et al., 2002b ; Martin et al., 2003 ; Niu et al., 2013).
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V.2 Les polymyxines

.IV.2.1 Bactéries productrices

Depuis la découverte de la polymyxine B en 1947 chez B. polymyxa, une quinzaine d’autres
formes de polymyxines ont été caractérisées chez différentes espéces bactériennes. La
polymyxine E est produite par les souches B. colistinus (Evans et al., 1999), Paenibacillus
amylolyticus (DeCrescenzo et al., 2007), P. polymyxa OSY-DF (He et al., 2007), P. polymyxa
JB05-01-1 (Naghmouchi et al., 2011) et P. polymyxa ATCC21830 (Park et al., 2012). La
polymyxine M est produite par P. kobensis (Martin et al., 2003). La polymyxine B est produite
par P. polymyxa PKB1 (Shaheen et al., 2011), P. polymyxa JSa-9 (Deng et al., 2011) et
P. polymyxa F4 (Park et al., 2012). La polymyxine A par P. polymyxa E681 (Choi et al., 2009)
et récemment la polymyxine P est produite par P. polymyxa M-1 (Niu et al., 2013). Ces souches
de P. polymyxa sont en général isolées du sol, de la rhizosphere, de ’eau, des larves d’insectes

malades ou encore des aliments (Choi ef al., 2009).

.IV.2.2 Structure chimique

Les polymyxines sont des lipopeptides antibiotiques qui constituent un groupe de 7
polypeptides nommés polymyxine A, B, C, D, E, M et P (Stansly 1949 ; Martin ef al., 2003 ;
Niu et al., 2013). La polymyxine E est également connue sous le nom de colistine, la
polymyxine A sous le nom d’aerosporine et la polymyxine M sous le nom de mattacine. La
structure de base des polymyxines est constituée d’un heptapeptide cationique cyclique
substitué par un tripeptide lié & un acide gras du coté N-terminal par une liaison amide
(Figure 21 p. 52) (Katz & Demain, 1977). Chaque groupe de polymyxine est divis¢ en plusieurs
sous-groupes principalement basés sur les variations de la chaine latérale « acide gras ». Toutes
les polymyxines ont une structure de base commune (Figure 21 p. 52). Elles se distinguent les
unes des autres par des différences aux niveaux des acides aminés ou de la composition en acide
gras (Orwa et al., 2002). La plupart des variations sont observées sur les acides aminés en

position 3, 6 et 7 (Storm et al., 1977).

L’acide 2,4-diaminobutyrique (Dab) est un monomere présent en grande quantité dans les
polymyxines (6 résidus Dab dans chaque molécule). Dans chaque polymyxine le cycle
peptidique est formé par cyclisation du groupe carboxyle de la thréonine (L-Thr) en position 10
avec le groupe a-aminé du résidu Dab en position 4. Le groupe y-aminé de ce résidu Dab est
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lui-méme attaché a la chaine latérale du tripeptide (Storm et al., 1977). Leurs poids
moléculaires varient de 1129 a 1218 Da (Vogler & Studer, 1966 ; Parker & Rathnum, 1975 ;
Orwaet al.,2001 ; Govaerts et al., 2002a & 2002b ; Martin et al., 2003). Dans les polymyxines,
les acides gras attachés a la chaine latérale sont généralement des acides heptanoique ou
octanoique ou leurs dérivés méthylés (Orwa et al., 2001, Price et al., 2007). L’acide
nonanoique a également été rapporté pour des polymyxines (Govaerts et al., 2002b). La chaine
peptidique chargée et la queue d’acide gras hydrophobe donnent un caractére amphiphile aux
polymyxines. Ce caractére amphiphile favorise leur solubilité a la fois dans les milieux aqueux
et non aqueux (Hermsen et al., 2003) et constitue une propriété essentielle pour leur activité

antibactérienne (Velkov ef al., 2013).

.IV.2.3 Spectre d’activité

Les polymyxines sont principalement actives contre les pathogénes a Gram-négatif. La grande
majorité des isolats d’Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas
aeruginosa, et Acinetobacter sp., sont sensibles aux polymyxines (Landman ef al., 2008). Des
activités antimicrobiennes contre Salmonella sp., Shigella sp., Pasteurella sp.,
Haemophilus sp., Bordetella pertussis et Legionella pneumophila ont aussi été détectées (Li
et al., 2005 ; Landman et al., 2008 ). Des espéces comme les Proteus sp., les Providencia sp.,
les Serratia sp., les Brucella sp., les Neisseria sp., les Chromobacterium sp., ainsi que les
Burkholderia sp., sont résistantes aux polymyxines (Falagas & Kasiakou, 2005 ; Landman
et al., 2008). Les polymyxines n’ont pas d’activité sur les coques aérobies a Gram-négatif et
positif, les bacilles aérobies a Gram-positif, les bactéries anaérobies, les champignons et les

parasites (Storm et al., 1977 ; Hermsen et al., 2003).

dV.2.4 Meécanisme d’action

Les polymyxines exerceraient leur effet bactéricides via une interaction directe avec le lipide A
du lipopolysaccharide (LPS) (Figure 22 p. 56). Le LPS est un composant structurel de la
membrane externe constitué¢ d’antigene O, de polysaccharide et de lipide A qui posséde des
groupes phosphate chargés négativement (Raetz & Whitfield, 2002) (Figure 22B). Il est chargé
négativement et participe a I’intégrité et a la stabilité de la membrane externe bactérienne. Les
polymyxines se lieraient fortement au LPS puis provoqueraient un changement de perméabilité

de la membrane interne, ce qui entrainerait la mort cellulaire (Storm et al., 1977).
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Ainsi différents mécanismes d’actions ont été proposés sur la base d’études biophysique
(Velkov et al., 2010). Ces modeles se rejoignent sur le fait que les polymyxines agissent comme
des tensioactifs et que le lipide A est une cible importante pour ce mécanisme (Velkov et al.,
2010). D’une part, les polymyxines ont 5 charges positives portées par les acides
diaminobutyriques (a2 pH physiologique) et d’autre part le LPS contient des ions Ca*" et Mg*".
Par conséquent, les polymyxines se lient aux LPS anioniques par interactions électrostatiques
entre les résidus Dab chargés positivement et les groupes phosphate du lipide A chargés
négativement puis déplacent le magnésium (Mg”") et le calcium (Ca’"), qui normalement
stabilisent le LPS dans la membrane externe des bactéries a Gram-négatif. Ces interactions
¢lectrostatiques initiales stabilisent le complexe transitoire LPS-polymyxine et permettent a
I’acide gras non polaire (interaction hydrophobe) de la polymyxine de s’insérer en profondeur
dans la membrane externe (Schindler & Osborn, 1979 ; Hancock, 1997 ; Hancock & Lehrer,
1998 ; Clausell et al., 2007 ; Velkov et al., 2010 & 2013) (Figure 22C).

Des études récentes sur la structure des complexes LPS-polymyxine (Figure 22A) par
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et par Titration Calorimétrique Isotherme (TCI)
illustrent en détail les interactions électrostatiques et hydrophobes entre elles. Lors du contact
initial de la polymyxine avec le LPS, I’insertion de I’acide gras et de la partie hydrophobe du
polypeptide (acides aminés en position 6 et 7) déstabilise les chaines d’acides gras du lipide A
et conduit a la perte de ’intégrité de la membrane externe (Velkov et al., 2010 & 2013). Apres
passage a travers la membrane externe, les polymyxines perturbent la barriere physique de la
bicouche phospholipidique de la membrane interne, ce qui conduit a la formation de pores
transitoires (Figure 23 p. 57). Il en résulte un déséquilibre osmotique et finalement la mort
cellulaire (Hancock, 1997 ; Hancock & Chapple, 1999 ; Clausell et al., 2007 ; Velkov et al.,
2010). D’autres molécules perturbatrices (antibiotiques ou produits toxiques) pourraient
pénétrer dans les cellules a travers ces pores transitoires et accélérer le processus de mort

cellulaire (Hancock, 1997).
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.[ Antigene O saccharidique ]
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Figure 22 : Modéles moléculaires illustrant les interactions entre la polymyxine B, et la
structure du lipide A de Klebsiella pneumoniae (Velkov et al., 2013).

(A) Modele moléculaire du complexe Lipide A représenté en vert et polymyxine B représenté en batonnet. (B)
Structure chimique du lipide A. (C) Interactions électrostatiques entre les résidus d’acides diaminobutyriques

(Dab) des polymyxines chargés positivement et les phosphoesters du lipide A chargés négativement.
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Figure 23 : Activité antimicrobienne de la polymyxine B sur la membrane externe des

bactéries a Gram-négatif (Velkov ez al., 2010).

dV.2.5 Meécanisme de résistance

Les bactéries a Gram-négatif peuvent développer une résistance aux polymyxines par mutation
ou par adaptation. Les bactéries résistantes a un groupe de polymyxine présentent ¢galement
une résistance aux autres groupes du fait de leur homologie structurale (Evans ef al., 1999). Le
LPS étant le point d’ancrage des polymyxines, la plupart des mécanismes de résistance sont
basés sur la modification du LPS, en particulier du lipide A de la membrane externe (Zavascki

et al., 2007).

La résistance chez Pa, Salmonella enterica sérotype Typhimurium, E. coli, A. baumannii et
K. pneumoniae est due aux modifications des phosphates du lipide A par ajout de groupements
chargés positivement, tels que le 4-amino-4-désoxy-L-arabinose (LAra4N) et/ou la
phosphoéthanolamine (Helander ef al., 1994 & 1996 ; Moskowitz et al., 2004 ; Perez &
Groisman, 2007 ; Raetz et al., 2007 ; Clements et al., 2007 ; Adams et al., 2009 ; Beceiro et al.,
2011 ; Fernandez et al., 2012). La premiere étape de 1’action des polymyxines sur la membrane
externe des bactéries a Gram négatif implique une interaction électrostatique entre les résidus
d’acides diaminobutyriques chargés positivement et les groupes phosphate du lipide A chargés
négativement (Clausell ef al., 2007). Par conséquent, en diminuant la charge négative nette de

la membrane externe via les modifications du lipide A, la cellule bactérienne réduit cette
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attraction électrostatique (Gunn et al., 1998 & 2000 ; Macfarlane et al., 1999 ; Breazeale et al.,
2005 ; kline et al., 2008 ; Arroyo et al., 2011).

Chez de nombreuses espeéces bactériennes, la résistance aux peptides antimicrobiens
cationiques est médiée par des systémes de régulation a deux composants, tels que PhoP-PhoQ
(Gunn et al., 1998 ; Macfarlane ef al., 1999) (Figure 24).

Faible [Mg?*], Forte [Fe*'].
Polymyxines Faible pH

Figure 24 : Systémes de régulation a deux composants PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ
(adapté de Kato ez al., 2003 ; Falagas et al., 2010).

La modification du LPS par incorporation de 4-amino-4-désoxy-L-arabinose (LAra4N) est médiée par les
systémes PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ. A faible concentration de Mg”" ou en présence de polymyxines, le senseur
membranaire PhoQ phosphoryle le régulateur PhoP qui va activer un autre systétme a deux composants
PmrA-PmrB via la protéine PmrD. Par la suite, PmrA-PmrB active I’expression des génes qui codent pour les
enzymes capables de modifier les groupes phosphates du lipide A par ajout de LAradN ou de
phosphoethanolamine (opéron arn). PmrA peut exercer une rétroaction négative en réprimant la transcription de

4 : 3+
pmrD en présence de forte concentration de Fe™".

Ce systéme est ¢galement utilisé par la cellule bactérienne pour la survie dans des conditions
présentant des faibles concentrations de Mg”" ou de Ca*". Le systéme PhoP-PhoQ est largement
¢tudié chez S. enterica, ou il régule la virulence et la résistance aux polymyxines chez cette
bactérie (Gunn ez al., 1998 & 2008). Ainsi a faible concentration de Mg®" ou en présence de
polymyxines, le senseur membranaire PhoQ phosphoryle le régulateur PhoP, conduisant a
I’activation d’un autre systéme a deux composants PmrA-PmrB via la protéine PmrD. Par la
suite, PmrA-PmrB active ’expression des genes qui codent pour les enzymes capables de

modifier les groupes phosphates du lipide A par ajout de LAra4N ou de phosphoethanolamine
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(Gunn et al., 1998 & 2008). Le systtme PmrA-PmrB est également activé par une forte
concentration en Fe’ ou un faible pH (Kato et al., 2003 ; Perez & Groisman, 2007) (Figure 24).
De telles modifications du lipide A ont été mises en évidence chez d’autres bactéries a Gram
négatif telles que P. aeruginosa, Burkholderia cepacia, et Yersinia pestis (Falagas et al., 2010).
Notons que chez P. aeruginosa les concentrations en Mg”™ peuvent activer directement le

systeme PmrA-PmrB (McPhee ef al., 2003).

Un nouveau mécanisme de résistance aux polymyxines qui implique une perte compléte de
production du LPS a été signalé chez A. baumannii (Moffatt et al., 2010 & 2011). Afin de
compenser I’intégrité de la membrane externe qui est fragilisée par la perte du LPS, les souches
d’A. baumannii résistantes aux polymyxines régulent positivement I’expression des génes de
biosynthése de phospholipides, de lipoprotéines et de poly-B-1,6-N-acétylglucosamine pour

consolider la structure de leur enveloppe cellulaire (Henry ez al., 2012).

Certains mécanismes de résistance aux polymyxines n’impliquent pas directement le LPS. Par
exemple, une étude réalisée chez K. pneumoniae montre que la surproduction de
polysaccharides capsulaires augmente la résistance a la polymyxine en limitant les interactions
de cette derniere avec la surface de la bactérie (Campos et al., 2004 ; Llobet et al., 2008). Dans
les biofilms de Pa, la résistance a la colistine coincide avec une surexpression du systéme de
pompe a efflux MexAB-OprM (Pamp et al., 2008). La pompe a efflux AcrAB-TolC confere

une résistance aux polymyxines chez K. pneumoniae et E. coli (Warner et al., 2010)

Une étude récente a montré que le déficit en hopanoide chez Burkholderia multivorans coincide
avec une sensibilité accrue aux polymyxines, suggérant ainsi que les hopanoides contribuent a
la résistance intrinseéque de Burkholderia aux polymyxines (Malott ef al., 2012 & 2014). Les
hopanoides sont des composés qui joueraient un role de barriere dans la membrane externe de

certaines especes bactériennes (Sahm ef al., 1993).

Une augmentation de la sensibilité aux polymyxines chez Burkholderia cepacia et Proteus
mirabilis qui sont des espeéces intrinsequement résistantes a €té¢ associée a des défauts de
I’UDP-glucose-déshydrogénase et de 1’UDP-glucose phosphorylase qui sont des enzymes
impliquées dans la biosynthése du précurseur du LPS, I’'UDP-glucose (Loutet et al., 2009 ;
Jiang et al., 2010).

La Figure 25 montre les différents mécanismes utilisés dans la résistance aux polymyxines.
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Figure 25 : Mécanismes de résistance aux polymyxines développés par les bactéries a

Gram négatif (adapté de Velkov ez al., 2013).

La couleur rose indique les différentes stratégies moléculaires utilisées par les bactéries pour résister aux
polymyxines (le lipopolysaccharide, les hopanoides, les pompes a efflux et les enzymes protcolytiques).

PME = protéine membranaire externe, LPS = lipopolysaccharide, NAM = acide N-acétylmuramique et NAG

= N-acétylglucosamine.
.IV.2.6 Utilisation clinique des polymyxines

En pratique clinique, seule la colistine (polymyxine E) et la polymyxine B sont utilisées comme
antibiotiques pour lutter contre les infections dues aux bactéries Gram-négatif multirésistantes.
La colistine a été plus largement utilisée que la polymyxine B (Li et al., 2006). La principale
différence entre ces deux molécules se trouve au niveau de I’acide aminé en position 6 qui est
une phénylalanine dans la polymyxine B et une leucine dans la colistine (Figure 21 p. 52). La
colistine et la polymyxine B sont un mélange de plusieurs composés (au moins 30 composes
pour la colistine), dont les deux composants majeurs sont respectivement la colistine A
(polymyxine E;) et la colistine B (polymyxine E,) ; et la polymyxine B, et la polymyxine B,
(Elverdam et al., 1981 ; Evans et al., 1999 ; Orwa et al., 2000 & 2001 ; Govaerts et al., 2003 ;
Li et al., 2005).
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En France la colistine est commercialisée sous deux formes galéniques : le sulfate de colistine

et le colistiméthate sodique (CMS), aussi appelé méthane-sulfonate de colistine.

Le sulfate de colistine est administré par voie orale pour la décontamination digestive des
patients immunodéprimés, et par voie cutanée pour le traitement des infections bactériennes
cutanées dues a Pa. Le colistiméthate sodique est utilisé pour un usage parentéral
(intraveineuse, intramusculaire) pour traiter les septicémies, les infections des plaies, des voies
urinaires et des voies respiratoires causées par Pa (Carroll ef al., 1961 ; Evans et al., 1999 ;
Levin et al., 1999 ; Li et al., 2005). Les deux formes galéniques sont administrables sous forme
d’aérosol. Chez les patients atteints de mucoviscidose, la colistine sous forme d’aérosol est
utilisée depuis ces 30 dernicres années pour traiter la colonisation des voies respiratoires par Pa
(Jensen et al., 1987 ; Littlewood et al., 1985 & 2000 ; Valerius et al., 1991 ; Frederiksen et al.,
1997 ; Bauldoff et al., 1997 ; Conway et al., 2003 ; Hoiby et al., 2005 ;).

Le colistiméthate sodique est moins puissant et moins toxique que le sulfate de colistine
lorsqu’il est administré par voie parentérale (Beveridge & Martin 1967). 1l est considéré
comme étant une prodrogue de la colistine (Bergen et al., 2006) et est produit en ajoutant a la
colistine du formaldehyde et du bisulfite de sodium (Barnett ez al., 1964). Le CMS est instable
in vitro et in vivo, et est hydrolysé en une trentaine de dérivés méthane-sulfonés et en colistine,
molécule qui est beaucoup plus stable dans le plasma humain (Li ez al., 2003a & 2003b ; Li et
al., 2004). Le sulfate de colistine est stable dans 1’eau a 4°C pendant 60 jours et a 37°C durant
120 H, mais n’est pas stable dans un tampon phosphate et dans le plasma humain a 37°C (Li et

al., 2003a).

Contrairement a la colistine qui est administrée sous forme de prodrogue, la polymyxine B est
administrée directement sous sa forme active (sulfate de polymyxine B) par voie parentérale
(Hermsen et al., 2003 ; Falagas & Kasiakou 2005 ; Landman ef al., 2008) et par inhalation. Elle
est également utilisée en combinaison avec d’autres antibiotiques dans des préparations
topiques, ophtalmiques et otiques. La littérature rapporte qu’au Japon, la polymyxine B a été
intégrée dans des cartouches d’hémoperfusion utilisées pour retirer le lipopolysaccharide dans

le sang afin de bloquer le processus initial de septicémie (Rachoin ez al., 2010).

A Déchelle internationale, la colistine par voie parentérale est beaucoup plus utilisée que la
polymyxine B parentérale (Li ef al., 2006). Cette derniere n’est disponible que dans trois pays :
Etats-Unis, Brésil et Singapour (Bergen ef al., 2012).
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.IV.2.7 Toxicité des polymyxines

.IV.2.7.1 Etudes initiales

La colistine et la polymyxine B ont été rapidement associées a des néphrotoxicités et
neurotoxicités importantes, ce qui a limité leur utilisation (Pedersen et al., 1971). Elles ont été
remplacées par d’autres antibiotiques mieux tolérés (aminoglycosides) a partir des années 1970
(Falagas & Kasiakou, 2005 ; Li et al., 2005 & 2006 ; Landman ef al., 2008). Les deux types de
toxicités sont dose-dépendantes et disparaissent généralement a 1’arrét du traitement (Evans

et al., 1999).

La toxicité neurologique est associée a des étourdissements, une fatigue, une paresthésie du
visage et des périphériques, des vertiges, des troubles visuels, une confusion et un blocage
neuromusculaire, pouvant conduire a une insuffisance respiratoire ou une apnée (Falagas et al.,
2006). La toxicité rénale se manifeste essentiellement par une néphropathie tubulaire aigiie, a

I’origine d’une diminution de la clairance de la créatinine (Evans ef al., 1999).

AV.2.7.2 Toxiciteé revisitée

Des études récentes ont démontré que la cytotoxicité (rein/systéme nerveux) mesurée dans les
années 1970 pourrait avoir été surestimée (Markou ef al., 2003 ; Li et al., 2006 ; Falagas et al.,
2005 & 2006 ; Sarkar et al., 2007). Cela pourrait annoncer un regain d’intérét pour ces
antibiotiques (Falagas et al., 2006 & 2008 ; Yuan et al., 2008 ; Velkov et al., 2010). La
littérature rapporte que la toxicité observée durant les premieres études cliniques était
probablement due au manque d’études pharmacocinétiques, pharmacodynamiques et
toxicologiques ; et a la diversité des étiquetages (Li et al., 2005a). Dans différents pays, le
colistiméthate sodique existe sous 2 formes commerciales, [’une avec titration et étiquetage en
unités internationales (UI), I’autre en mg de colistine, ce qui pourrait poser des problémes de
dosage. De plus la présence d’autres médicaments et I’absence d’ajustement des posologies en
présence d’une insuffisance rénale contribue également a [’augmentation de la toxicité

(Li et al., 2005Db).
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.1V.2.7.3 Synthése chimique

La toxicité des polymyxines serait liée a leur caractere fortement cationique (Ouderkirk ez al.,
2003). Ces dernicres années, la synthése chimique de dérivés de polymyxines a été réalisée. En
2010, Vaara et al, ont réussi a synthétiser chimiquement des dérivés de polymyxines portant
seulement 3 charges positives contre 5 pour les molécules commercialisées (Vaara et al., 2008
et 2010abc) (Figure 26). Ces dérivés présentent une partie cyclique identique a celle de la
polymyxine B avec des différences au niveau de la chaine latérale. Les 3 charges positives de
ces structures sont portées par les acides diaminobutyriques (L-Dab) présents dans ces
molécules. L’affinité de ces molécules pour la bordure en brosse des cellules des tubules rénaux
a été plus faible que celle mesurée avec la polymyxine B. Certaines de ces molécules ont méme
des clairances rénales, 8 a 400 fois supérieures a celles mesurées avec la colistine (Vaara et al.,

2010bc ; Vingsbo Lundberg et al., 2010).

Par conséquent, ces structures de synthéses moins cationiques pourraient avoir moins d’effets
secondaires que les polymyxines d’origine bactérienne commercialisées, avec des activités

antimicrobiennes équivalentes (Vaara et al., 2010bc & 2012).
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Figure 26 : Structures de la polymyxine B et des dérivés NAB739, NAB741 et NAB7061
synthétisés (Mingeot-Leclercq et al., 2012).

Pour les acides aminés : Dab = acide diaminobutyrique, Leu = Leucine, Phe = Phénylalanine, Thr = Thréonine,
Ser = Sérine, Abu = aminobutyryle. Pour les acides gras : MHA/MOA = acide-6-methyl-heptanoique/octanoique,
OA = acide octanoique, Ac = acétyle. Les 5 charges positives des groupes aminés libres sont également

représentées.
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.IV.2.8 Production des polymyxines par Pindustrie
pharmaceutique

La colistine et la polymyxine B sont produites par 1’industrie pharmaceutique en cultivant des
souches de P. polymyxa en fermenteur. Les milieux de cultures utilisés sont riches, et
contiennent notamment de I’amidon de pomme de terre, et/ou de I’extrait de levure (Eliasson
Lantz et al., 2006). Ces exigences nutritives rendent la conduite de la fermentation ainsi que la
purification des antibiotiques difficiles a mener. Cependant ces bioproductions restent meilleur

marché que la synthése chimique.

AV.3 Les fusaricidines

Les fusaricidines sont des lipopeptides antibiotiques également produits par des souches de
P. polymyxa.  Elles sont composées d’une  partiec acide gras  (acide
15-guanidino-3-hydroxypentadécanoique ou GHPD) li¢ a un hexapeptide cyclique comprenant
quatre acides aminés de configuration D (Nakajima et al., 1972 ; Kurusu et al., 1987 ; Kajimura
& Kaneda, 1996 et 1997 ; Kuroda et al., 2000 ; Li et al., 2007 ; Choi ef al., 2007 ; Li et al.,
2013). Les fusaricidines différent des polymyxines par la présence de liaisons esters entre
certains acides aminés (depsipeptides) de la partie cyclique (liaisons peptidiques pour les
polymyxines). A ce jour, quatre formes de fusaricidines notées A, B, C et D ont été décrites

(Figure 27).
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—» L-Thr —»[ Pos 2 ]—»[ Pos 3 ]

D-Ala «—{ Pos 5 J«— D-allo-Thr

Fusaricidines Pos 2 Pos 3 Pos5  Masse (Da) Formule brute
A D-Val L-Val D-Asn 883 C4H74N 0Oy,
B D-Val L-Val D-GlIn 897 C4H76N 0O
C D-Val L-Tyr  D-Asn 947 C4sH7uN(O1n
D D-Val L-Tyr D-GIn 961 C46H76N 10012

Figure 27 : Structure chimique des fusaricidines A, B, C et D produites par P. polymyxa.

GHPD = 15-guanidino-3-hydroxypentadécanoique. Pos 2, Pos3 et Pos 5 = positions variables des acides aminés
dans les fusaricidines d’apres (Li et al., 2007 ; Choi et al., 2007 et Deng et al., 2011).

Les fusaricidines ont une excellente activité antifongique contre les champignons pathogenes
des plantes tels que Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, et Penicillium
thomii. La fusaricidine B présente une activité antagoniste contre Candida albicans et
Saccharomyces cerevisiae (Choi et al., 2007). Les Fusaricidines ont aussi une excellente
activité contre les bactéries a Gram positif telles que Staphylococcus aureus et Micrococcus
luteus (Kajimura & Kaneda, 1996 & 1997). En outre, elles ont une activité antifongique contre
Leptosphaeria maculans qui provoque la maladie de la jambe noire du canola au Canada
(Kharbanda et al., 1997 ; Beatty & Jensen, 2002). Les fusaricidines affectent plus faiblement la

croissance des bactéries a Gram négatif.

Les mécanismes d’actions de ces molécules encore peu étudiées, ne sont pas connus pour le
moment. Chez P. polymyxa PKBI les fusaricidines sont produites au début de la phase de
sporulation (Beatty & Jensen, 2002). De nombreux ions métalliques comme les Zn*>", Fe’" et
Mg*" affecteraient la production de fusaricidine chez P. polymyxa SQR-21 (Raza et al.,
2010ab). Contrairement a la polymyxine B et a la colistine, les fusaricidines ne sont pas

commercialisées en tant qu’antibiotiques.
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V CLUSTERS DE GENES DE PRODUCTION DES
POLYMYXINES ET DES FUSARISCIDINES

Bien que les structures chimiques de nombreuses polymyxines et fusaricidines soient connues
depuis plusieurs années, les études moléculaires sur les mécanismes de biosynthése de ces
molécules sont récentes. Récemment, Shaheen & Jensen (2011, Canada), Li & Jensen (2007,
Canada) et Park & Choi (2007, 2009) ont identifiés les clusters de génes responsables de la
production des polymyxines et des fusaricidines chez des souches de P. polymyxa. Leurs

travaux ont révélés que ces molécules étaient produites par des NRPS (Figure 28).

pmx 14,9 kb 3,3kb 1,8kb 1,7 kb 18,9 kb

[ pmxa__ > [ B [©[D) | pmxE >

23,7kb

s SRR fusA > <)

| Synthé > | Biosynthése lipidiq > | Transporteurs>

Figure 28 : Clusters NRPS de production de la polymyxine A (pmx) et des fusaricidines
(fus) chez P. polymyxa d’aprés (Li et al., 2007 ; Choi et al., 2009 ; Shaheen ez al., 2011).

.V.1 Cluster de biosynthése des polymyxines (pmx)

En 2009, Choi et al ont identifié le cluster de genes impliqués dans la production de la
polymyxine A chez le P. polymyxa E681 (Figure 21 p. 52). Par la suite, un brevet US 8,329,430
a été déposé par Park et al (2012) pour ce cluster ainsi que pour deux autres impliqués dans la
production des polymyxines B et E identifiés respectivement chez les P. polymyxa F4 et
ATCC21830. Ces clusters pmx couvrent tous une région d’environ 40 kb et se composent de
cinq genes nommés : pmxA, pmxB, pmxC, pmxD et pmxE. Les génes pmxC et pmxD codent
pour des protéines de transport, alors que les trois autres génes pmxA, pmxB et pmxE codent

pour des synthétases de respectivement 4, 1 et 5 modules (Figure 28).

Chez le Paenibacillus polymyxa E681, la production de polymyxine A a été démontrée grace a

la construction et la caractérisation d’une souche mutante pmxE, avec une mutation dans le
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gene correspondant. La technique de mutagenése par « PCR-Targeting » a été utilisée pour
déléter le gene pmxE et le remplacer par une cassette de résistance a un antibiotique. Cette
mutagenese a entrainé une perte totale de la production de polymyxine A. Le cluster de génes
pmx de P. polymyxa E681 a ensuite ét¢ introduit dans la souche Bacillus subtilis 168. Une
production hétérologue faible de la polymyxine A a été rendue possible apres ajout de I’acide
L-2,4-diaminobutyrique (Dab) dans le milieu de culture. Sans ce précurseur, la synthése de la
polymyxine par le B. subtilis recombinant était impossible (Choi et al., 2009). Ceci suggere que

le Bacillus n’est pas équipé pour produire le Dab.

Par ailleurs d’autres travaux de cette équipe ont révélés que deux facteurs de transcriptions
SpoOA et AbrB étaient impliqués dans la régulation de la biosynthese de la polymyxine (Park et
al., 2012). La suppression du geéne Spo0A qui initie la sporulation entraine une perte totale de
production de polymyxine chez le B. subtilis recombinant. La production de polymyxine
dépend donc de la sporulation. Leurs travaux ont révélés que la protéine AbrB localisé en
amont de pmxA fonctionnerait comme un régulateur négatif de la transcription (Park et al.,

2012).

En 2011, Shaheen ef a/ ont également décrit 1’identification et le séquengage d’un cluster de
genes de production de la polymyxine B chez P. polymyxa PKBI1. Ce cluster présente une
disposition comparable au cluster de génes de biosynthése de la polymyxine A proposé par
(Choi et al., 2009). D’apres les prédictions in silico, ce cluster pmx serait impliqué dans la
biosyntheése de variants de la polymyxine B, comprenant en position 3 non pas un résidu
L-2,4-diaminobutyrique mais son énantiomere, le D-2,4-diaminobutyrique. L implication de
ces génes dans la biosynthése de la polymyxine B a été démontré par mutagenese par
« PCR-Targeting » dans le géne pmxE et dans les transporteurs pmxC et pmxD. Fait intéressant,
la souche mutante ApmxE ne produit plus de polymyxine B, et les mutations ApmxC et ApmxD
ont entrainé une diminution de la production de polymyxine B par rapport a la souche sauvage

PKBI.

Récemment Niu ef al (2013) ont décrits un autre cluster de génes de production de la
polymyxine P, chez la souche P. polymyxa M-1 aprés séquengage de son génome. Cependant la
fonction et la spécificité de ce cluster restent a étre démontrées puisque pour I’heure ce travail

n’a été effectué qu’in silico.
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V.2 Cluster de biosyntheése des fusaricidines (fus)

Le cluster de production de la fusaricidine (32,4 kb) est composé de 8 génes notés fusA, B, C, D,
E, F, G et Te (Figure 28). Ce cluster a été isolé respectivement chez les P. polymyxa E681 (Choi
et al., 2007), P. polymyxa PKBI (Li et al., 2007), P. polymyxa DBB1709 (Han et al., 2012) et
P. polymyxa SQR-21 (Li et al., 2013). Le géne fusA code pour la production d’une synthétase
de 6 modules, tandis que les génes fusB, C, D, E, F et G seraient impliqués dans la biosynthese
de la fraction lipidique. Le gene fusTe, pourrait coder pour une thioestérase susceptible
d’hydrolyser des groupements acyles ou amino-acyles fixés sur le cofacteur
4’-phosphopantétheine. Cette activité permettrait d’éliminer des groupements inadaptés fixés
sur la synthétase. Selon une autre hypothese, fusTe pourrait coder pour une acyltransférase

catalysant le transfert de I’acide gras sur la partie peptidique de la fusaricidine (Li et al., 2007).
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I TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES

.1.1 Matériel biologique

Matériel et Méthodes

.1.1.1 Souches bactériennes et plasmides

Toutes les souches et les plasmides utilisés dans cette étude sont répertoriés dans les Tableau 4

et s.

Tableau 4 : Souches microbiennes et conditions de cultures utilisées dans ce travail.

Bactérie Gram-négatif cibles des effets antibiotiques
Pseudomonas aeruginosa hopital BM0207
Pseudomonas stutzeri BM0043

Bactéries Gram-positif cibles des effets antibiotiques
Bacillus cereus BP001
Enterococcus faecalis CIP 103214
Staphylococcus aureus CIP 53154
Staphylococcus aureus ATCC 25823
Micrococcus luteus CIP 5345

Bactéries compétentes pour transformation
Escherichia coli IM109
Escherichia coli EP1100-T1R
Escherichia coli LE392MP
Escherichia coli Réplicator Fos
Escherichia coli VCS257

Souches pour antibiogramme
Escherichia coli CIP 7624
Pseudomonas aeruginosa CIP 76110
Staphylococcus aureus CIP 7625
Providencia stuartii CIP 107808
Streptococcus pneumoniae CIP 104485

Souches anti-P. aeruginosa
Paenibacillus alvei CIP 6618" (PAL)

Paenibacillus polymyxa LMG 13294 DSM 36" (PP)
Paenibacillus polymyxa INRA 220 (PPI)
Paenibacillus polymyxa PKB1

Souches étudiées
Paenibacillus B-LR
Paenibacillus alvei 32

Milieux de culture

BN
BN

BN
BN
BN
BN
BN

M9 et LB
LB
LB
LB
LB

BN
BN
BN
BN
BN

BN/LB
LB
LB

BN/LB

BN/LB
BN/LB

Température de
croissance

37°C
30°C

30°C
30°C
37°C
37°C
30°C

37°C
37°C
37°C
37°C
37°C

37°C
37°C
37°C

30°C
30°C
30°C
30°C

30°Cet 37°C

30°C

Origine

CHU, Nantes

Coll. Lab

Coll. Lab
Coll. Lab
Coll. Lab
Coll. Lab

IUT La Rochelle

Promega
Epicentre
Epicentre
Lucigen
Stratagene

IUT La Rochelle
IUT La Rochelle

Coll. Lab
Pasteur
Pasteur

INRA, Avignon
DEVM, Marseille
INRA, Avignon

Susan Jensen'

M2 Recherche?

Romain Chevrot®

Coll. Lab : collection du laboratoire ; ' Department of Biological Sciences, CW-405 Biological Sciences Building,

University of Alberta, Edmonton, Alberta T6G 2E9, Canada ; 2 Master Recherche Fatoumata Tambadou, 2010 et

3 Thése de Romain Chevrot, 2007.

BN : Bouillon Nutritif, LB : Luria Bertani et M9 : Milieu minimum (voir paragraphe .1.2.1 p. 74).
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La souche E. coli IM109 est utilisée pour les étapes de clonage avec les plasmides pGEM-T et
pGEM-7Zf(+) (Promega). Son génotype est (recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (tk’;mK"),
relAl, supE44, \-, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laclZAM15]).

La souche E. coli EPI100-T1R est utilisée comme hote des particules de phage A lors de la
réalisation de la banque fosmidique du Paenibacillus B-LR. Son génotype est [F— mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ¢80d/acZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697
galU galK A\ rpsL nupG tonAl].

La souche E. coli Replicator FOS est utilisée comme héte des particules de phage A lors de la
réalisation de la banque fosmidique du Paenibacillus alvei 32. Son génotype est [F mcrA A
(mrr-hsdRMS-mcrBC) endAl recAl $80dlacZAMI15 AlacX74 araD139 A(ara, leu)7697 galU
galK rpsL (Str™) nupG (atfL araC-Pgap-trfA250 bla atfR) X].

Les souches E. coli LE392MP et E. coli VCS257 sont utilisées pour vérifier I’efficacité des
extraits de phages MaxPlax A et Gigapack III XL. Elles sont sensibles aux phages A. Leurs
génotypes respectifs sont [F— el4—(McrA—) A(mcrC-mrr) (TetR) hsdR514 supE44 supF58
lacY1 or A(laclZY)6 galK2 galT22 metB1 trpR55 A\—] et [supE44 supF58 hsdS3(rg~ mg")
dapD8 lacY1 ginV44 A(gal-uvrB)47 tyrT58 gyrA29 tonA53 A(thyA57)].

72



Matériel et Méthodes

Tableau 5 : Liste des plasmides utilisés.

Plasmides Caractéristiques Référence

pGEM-T Vecteur de clonage des produits de PCR, Amp" Promega

pGEM-7Zf(+) Vecteur de clonage non réplicatif chez Paenibacillus, Amp® Promega

pEpiFOS™-5 Fosmide pour construction de banque d’ADN de la souche B-LR, ChI® Epicentre

PSMART-FOS Fosmide pour construction de banque d’ADN de la souche 32, ChI® Lucigen

p0J260 Plasmide conjugatif non réplicatif chez Streptomyces, ApraR Bierman et al.,

pET-28a Vecteur de clonage des produits de PCR, Kan® Novagen

pGEMT-C Geéne pmxC cloné dans pGEM-T, Amp® Cette étude

pGEMT-D Géne pmxD cloné dans pPGEM-T, Amp" Cette étude

pGEMT-B Fragment PCR du géne pmxB (550 pb) cloné dans pGEM-T, Amp" Cette étude

pGEMT-BIF1 Fin du géne pmxE (1430 pb) cloné dans pGEM-T, Amp" Cette étude

pGEMT-Dab Fragment PCR (395 pb) des domaines d’adénylations de 1’acide aminé Cette étude
L-2,4-diaminobutyric cloné dans pGEM-T, Amp"

pGEMT-Pro Fragment PCR (280 pb) des domaines d’adénylations de la proline cloné Cette étude
dans pGEM-T, Amp"

pGEM-7ZAE Fragment PCR du géne pmxE (1650 pb) cloné dans pGEM-7Zf(+), Amp" Cette étude

pGEM-7ZAE-Apra® Cassette apramycine (1168 pb) de pOJ260 cloné dans pGEM-7ZAE, Cette étude
ApraR, AmpR

pOJ260AAshunt Fragment PCR du géne pmxA (1000 pb) cloné dans pOJ260, Apra® Cette étude

EpiFOS-35' Clone fosmidique contenant une partie du cluster de géne de la colistine, Cette étude
Chl®

EpiFOS-42’ Clone fosmidique contenant une partie du cluster de géne de la colistine, Cette étude
Chl®

EpiFOS-57* Clone fosmidique contenant une partie du cluster de géne de la colistine, Cette étude
Chl"®

Amp" : géne de résistance a I’ampicilline, Apra® : géne de résistance a I’apramycine, ChI® : géne de résistance au
chloramphénicol, Kan® : géne de résistance a la kanamycine. Le pOJ260 a été fourni par M Jean Luc Pernodet et

M™ Sylvie Lautru (IGM, France). Le pET-28a a été fourni par M® Mohamed Marahiel (Marburg).
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1.2 Milieux et conditions de culture

.1.2.1 Milieux de culture

Milieu Luria Bertani (LB)
LB (Fisher Scientific)

Agar (Euromedex)
Agar pour LB Top agar
Eau distillée

Milieu Yeast Tryptone (YT)

Tryptone (Biokar Diagnotics ou BD)
Extrait de levure (BD)

NacCl (Carlo Erba)

Agar pour milieu solide

Eau distillée

Milieu Terrific Broth (TB)
Tryptone (BD)

Extrait de levure (BD)
KH,PO, anhydre (Merck)
K,HPO,, 3H,0 (Merck)
Glycérol (VWR)

Eau distillée

Milieu M9

Na,HPO,, 7H,0 (Merck)
KH,PO, anhydre

NaCl

NH,4CI (Grosseron)

Agar pour milieu solide

Eau distillée

Avant utilisation, compléter avec une
concentration finale de :

MgSO,, 7H,0 (Merck)

CaCl, 2H,0 (Prolabo)

Glucose (Merck)

Thiamine (Sigma)

155¢
12¢g
Tg
gsplL

8¢
5¢g
5¢g
I5¢g
gsplL

11,8 ¢
236¢g
22¢g
94¢g
0,4%
gsplL

128 g
3g
0,5¢g
lg
12¢g
gsplL

2 mM
100 uM
0,4%
0,01%

Bouillon nutritif (BN)
BN (BD)

Agar pour milieu solide
Agar pour gélose molle
Eau distillée

Milieu caséine soja (TSA)

Bouillon caséine soja (BD)
Agar pour milieu solide
Eau distillée

Milieu ceeur cervelle (BHI)

Bouillon cceur cervelle (BD)
Eau distillée

Milieu SOC (Hanahan, 1983)
Tryptone

Extrait de levure

NaCl (Labogros)

KCI (Carlo Erba)

Eau distillée

Avant utilisation, compléter avec une
concentration finale de :
Glucose (Merck)

MgSO,, 7H,0

MgCl,, 6H,0 (Merck)

Milieu M63 (Miller 1972)
KH,PO, anhydre

K,HPO,, 3H,0

(NH,4),SO,4 (Merck)

Eau distillée

Avant utilisation, compléter avec
une concentration finale de :
Glucose

Thiamine

MgSO4, 7H20

20¢g
12¢g
6g
gsplL

30g
12 ¢
qgsplL

37¢g
gsplL

20g
5¢g
05¢g
02¢g
gsplL

20 mM
10 mM
10mM

45¢
113¢g
2g
gsplL

0,2%
0,0001%
0,02%
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Les différents milieux sont amenés a pH 7 puis autoclavés a 121°C pendant 15 min. Les
antibiotiques et les suppléments nutritionnels sont stérilisés par filtration (0,22 um) et ajoutés

apres refroidissement des milieux a 50°C.

.1.2.2 Milieux de productions d’antibiotiques

Les milieux synthétiques M63T et MODTS50 sont utilisés pour la production des composés
antibiotiques des souches B-LR et 32.

e Milieu M63T (Chevrot et al., 2007)

Dans le cas du M63T, I’apport en azote et en carbone est triplé par rapport au milieu M63, soit

pour 1 litre de milieu :

KH;,PO4 anhydre (Merck) 45¢
K,>HPOy, 3H,0 (Merck) 113 g
(NH,),SO4 (Merck) 6g
Eau distillée qsp 1 L

Cette préparation est autoclavée 15 min a 121°C. Avant utilisation, il est ajouté :

Glucose 20% 30 mL
Thiamine 0,1% 1 mL
MgSQ,, 7TH,0 20% 1 mL

e Milieu MODT50 (Chevrot ef al.,, 2007 & 2013)

Ce milieu est obtenu en ajoutant a la base minérale du milieu M63T, une solution

d’oligo-¢éléments, d’acides aminés et de sucres.

Base minérale pour 1 litre milieu MODT50 :

KH,PO, anhydre (Merck) 45¢g
K,HPOy4, 3H,O (Merck) 113 ¢
(NH4)2SO4 (Merck) 6g
MgSO,, 7H,0 40 mg
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Acides aminés pour 1 litre de milieu MODT50 :

L-arginine 0,05¢g L-phénylalanine 0,05¢g
Acide L-aspartique 0,05¢ L-thréonine 0,05¢
L-cystéine 0,04 g L-valine 0,05¢g
Acide L-glutamique 0,05¢ L-glycine 0,05¢
L-histidine 0,05¢g L-lysine 0,05¢g
L-isoleucine 0,05¢ L-sérine 0,05¢
L-leucine 0,05¢g L-tyrosine 0,042 ¢
L-méthionine 0,05¢

La base minérale et les acides aminés sont mélangés dans un volume final de 1 litre d’eau. Le

pH du milieu est ajusté a 7,2 avant autoclavage a 110°C pendant10 min.

Solution 100X d’oligo-éléments pour 1 litre de milieu MODTS50 :

CaCl, 27,5mg ZnCl, 8,5 mg
FeCl, 6H,O 67,5 mg CuSO, 4 mg
MnCl, 4H,0 5 mg CoCl, 6H,0 3 mg

Cette solution est stérilisée par filtration sur 0,22 pm et conservée a 4°C. Elle est ajoutée apres

autoclavage du milieu MODTS50.

Sucre ajouté aprés autoclavage pour 1 litre de milieu MODT50 :

Glucose 20% 30 mL

La solution de glucose est stérilisée par filtration sur 0,22 pm et conservée a 4°C. Elle est

ajoutée apres autoclavage du milieu MODTS0.

.1.2.3 Conditions de culture

Toutes les souches d’E. coli utilisées sont cultivées en milieu riche LB a 37°C a I’exception de
la souche E. coli IM109 qui est cultivée sur milieu minimum M9 gélosé pour assurer le
maintien du facteur F’. Les cultures sont réalisées en étuve (Prolabo) sous conditions aérobie.
Les cultures liquides sont réalisées sous agitation constante a 200 rpm (Agitateur GrantBio,

POS-300).

Les souches de Paenibacillus sont cultivées en milieu riche BN a 30°C. Pour les expériences de

transformation du Paenibacillus B-LR, le milieu riche BHI supplémenté en sucrose (10% final)
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est utilisé. Le milieu LB est utilisé pour les extractions d’ADN de Paenibacillus. Pour la
production des composés antibiotiques, le Paenibacillus B-LR est cultivé en milieu liquide
M63T et le Paenibacillus alvei 32 en milieu liquide MODTS50 (paragraphe .I1.2.2 p. 75). Les
volumes de culture occupent 1/5°™ de la capacité des Erlenmeyers. Toutes les cultures sont
réalisées en étuve sous condition aérobie. Les cultures liquides sont réalisées sous agitation

constante a 200 rpm.

1.3 Conservation des souches

Toutes les souches utilisées lors de cette étude sont conservées a 4°C sur milieux solides pour
une utilisation rapide. Pour une conservation a long terme, les souches sont conservées a -80°C.
Les échantillons sont conservés dans des cryotubes en introduisant un volume équivalent de

glycérol 30% stérile et d’une culture en phase exponentielle de croissance.

1.4 Tests d’activités antimicrobiennes sur boites

.1.4.1 Préparation des surnageants

Les surnageants de culture de la bactérie B-LR et des mutants sont testés pour leurs activités
antimicrobiennes vis-a-vis de plusieurs souches cibles (Tableau 4, p. 71). Les précultures sont
réalisées dans du BN pour la bactérie B-LR ou du BN contenant de I’apramycine (30 pg/mL)
pour les mutants (200 rpm-30°C, une nuit). Les précultures sont alors centrifugées 10 min a
3000 g. Apres élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension et lavées deux
fois dans du milieu de culture M63T. Les cultures se font en M63T et sont ensemencées a une
DOgoonm de 0,1 avec la préculture puis incubées sous agitation (200 rpm-30°C, 48 h). Les
surnageants sont récoltés par centrifugation 20 min a 11000 g, a 4°C. Les surnageants sont
ensuite chauffés 10 min a 100°C au bain marie. Ce traitement par la chaleur n’affecte pas
I’activité inhibitrice étudiée. Apres refroidissement les surnageants sont testés pour leur activité

antimicrobienne.

Contrairement a la souche B-LR, la souche 32 est testée en piqlre (paragraphe .1.4.3 p. 78).

.1.4.2 Tests simple couche

Des cultures de chacune des souches cibles (Tableau 4, p. 71) sont réalisées dans 5 mL de BN a

30 ou 37°C une nuit sous agitation a 160 rpm. Lorsque les souches cibles testées sont
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P. aeruginosa BM0207 ou P. stutzeri BM0043, I’inoculum est dilué au 1/10°™. Des boites de
15 mL de gélose nutritive molle (agar 0,6%) sont directement ensemencées dans la masse avec
10 puL de culture (souches cibles) (Figure 29). Des puits en verre stériles (4 mm x 8 mm,
Polylabo) sont déposés sur les géloses apres leur prise en masse. 10 a 100 pL de surnageant sont
ajoutés dans les puits. En parallele, des puits témoins sont réalisés avec du milieu de culture non
cultivé amené au méme pH que le surnageant testé. Les boites avec les puits sont incubées une
nuit a 30°C ou 37°C suivant les exigences de la souche cible. Pour chaque surnageant testé, les
tests se font en triplicatas. Apres incubation, les halos d’inhibitions de croissance obtenus sont

mesures.

Milieu de culture en
surfusion (50°C) + souche
cible \

Apreés prise en masse :

Placement des puits O

+ 10 a 100 pl de surnageant 0 0
a tester

Témoin (pH, milieu)

@) O

Essais en triplicatas

Diffusion / incubation a
I’étuve pendant 24 h I O 0 I

Figure 29 : Schéma général des tests d’activités en boite simple couche.

.1.4.3 Tests en piqire

Pour ce test, les souches d’intéréts B-LR et 32 sont testées en piqlires contre les souches cibles.
Les conditions de culture des souches cibles sont décrites dans le paragraphe .1.4. Les colonies
d’intéréts sont prélevées a I’aide de cones stériles et piquées dans la gélose molle contenant la
souche cible. Les piqures sont réalisées en duplicatas. Apres une nuit d’incubation les halos

d’inhibitions de croissance obtenus sont mesurés.
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I TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

1.1 Extraction d’ADN

11.1.1 Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique est extrait a 1’aide du kit « NucleoSpin Tissue » (Macherey-Nagel) avec
quelques modifications. Les bactéries sont cultivées dans 4 mL de milieu LB (200 rpm-30°C,
une nuit), puis centrifugées 5 min a 13500 g. Le culot est repris dans 200 uL de tampon
(Tris-HC1 20 mM pH7,5, EDTA 2mM pHS et Triton X-100 1%). Du lysozyme (Euromedex) et
de la RNase A (Euromedex) sont ajoutés a une concentration finale de 20 mg/mL. Le mélange
est incubé a 37°C pendant 60 min, puis 25 pL de protéinase K (Macherey-Nagel) sont ajoutées.
Apres 60 min d’incubation a 56°C sous agitation, 200 uLL de tampon de lyse B3 sont ajoutés et
le mélange est placé a 70°C pendant 10 min. Le lysat est centrifugé 5 min a 12000 g. La
suspension est reprise dans 210 pL d’éthanol absolu puis transférée sur une colonne contenant
une membrane de silice qui retient sélectivement I’ADN. La colonne est centrifugée 1 min a
12000 g et lavée successivement avec 500 pL de tampon BW et 600 pL de tampon B5 pour
¢liminer les sels et les protéines. La colonne est ensuite séchée par centrifugation pour éliminer

les traces d’éthanol avant d’éluer I’ADN avec 50 pL de tampon (Tris-HCI 5 mM, pHS,5).

.1.1.2 Extraction d’ADN plasmidique (MiniPrep)

L’ADN plasmidique est extrait par lyse alcaline avec le kit « GeneJET Plasmid Miniprep »
(Thermo Scientific). Les bactéries sont cultivées dans 5 mL de LB (230 rpm-37°C, une nuit)
supplémenté avec I’antibiotique adéquat (ampicilline a 100 pg/mL, chloramphénicol a
12,5 pg/mL ou apramycine a 30 ng/mL). Apres centrifugation le culot est repris dans 250 pL de
solution de resuspension, puis 250 uL de solution de lyse sont ajoutées. Le mélange est
homogénéisé délicatement par inversion du tube. Le mélange est neutralisé¢ par 350 pL de
solution de neutralisation et centrifugé 5 min a 12000 g pour éliminer I’ADN génomique et les
débris cellulaires. Le surnageant contenant I’ADN plasmidique est déposé sur une colonne
puis centrifugé 1 min a 12000 g. La colonne est lavée deux fois avec 500 pL de tampon de
lavage contenant de 1’éthanol. La colonne est ensuite séchée par centrifugation a vide avant

d’¢luer ’ADN avec 50 pL de tampon (Tris-HCI 10 mM, pHS,5).
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1.1.3 Extraction d’ADN fosmidique (MaxiPrep)

L’ADN fosmidique des clones positifs est extrait avec le kit « NucleoBond Xtra Maxi Plus »
(Macherey-Nagel) avec quelques modifications. C’est une maxi-préparation qui permet
d’obtenir de grandes quantités d’ADN plasmidique a faible nombre de copies. Elle est basée sur
le principe de la lyse alcaline suivie d’une étape de purification par chromatographie sur
colonne échangeuse d’anions. Une préculture d’E. coli est réalisée dans 5 mL de LB (contenant
12,5 pg/mL de chloramphénicol) a 37°C sous agitation a 300 rpm pendant 8 h. Une culture est
réalisée en inoculant 600 mL de LB (300 rpm-37°C, une nuit) contenant 12,5 pug/mL de
chloramphénicol avec la préculture (0,1% final). Les cellules sont récupérées par centrifugation
10 min a 6000 g a 4°C. Le culot est repris successivement dans 30 mL de tampon RES puis dans
30 mL de tampon LYS, puis incubé 5 min a température ambiante. Le mélange est neutralisé
avec 30 mL de tampon NEU pour précipiter les protéines et ’ADN chromosomique puis
centrifugé 20 min a 6000 g. Le lysat clarifié est chargé sur le filtre NucleoBond® Xtra avec la
colonne préalablement équilibrée puis lavé avec 20 mL de tampon EQU. Le filtre est éliminé et
la colonne est lavée avec 25 mL de tampon WASH avant d’éluer I’ADN plasmidique avec
15 mL de tampon d’élution. L’ADN est précipité avec 1 volume d’isopropanol, centrifugé
30 min a 6000 g a 4°C. Le culot est lavé avec 5 mL d’éthanol 70%, centrifugé a 6000 g, séché et
resuspendu dans 200 pL tampon TRIS.

1.2 Dosage de PADN

La qualité et la quantit¢ d’ADN extrait est évaluée par spectrophotométric a 1’aide d’un
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La pureté de ’ADN est confirmée si le rapport des
absorbances Aye0/Azgo est compris entre 1,8 et 2. Un rapport Azeo/Azso supérieur a 2 indique une
contamination par des ARN alors qu’un rapport inférieur a 1,7 indique une contamination

protéique. L’ADN est ensuite conservée a -20°C.

1.3 Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

11.3.1 Mode opératoire

La PCR consiste a amplifier de maniere spécifique et en grande quantité un fragment d’ADN

par action répétée d’'une ADN polymérase. Cette enzyme génére des fragments portant une
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adénosine non appariée en extrémité 3°, facilitant le clonage dans des vecteurs possédant une
thymine non appariée aux extrémités 3°. Chaque réaction met en ceuvre deux amorces

oligonucléotidiques qui définissent le fragment d’ADN a amplifier.

Le mélange réactionnel se fait dans un volume final de 50 pL composé de 200 uM de dNTPs
(Euromedex), de tampon Taq 1X, de 0,5 U de Taq DNA polymérase (BioLabs), de 0,4 uM de
chaque amorce nucléotidique et de 10 a 50 ng de matrice d’ADN. Le mélange est ensuite
complété a 50 pL avec de I’eau Milli-Q stérile. Pour chaque réaction un controle négatif est
effectué en remplagant la matrice ADN par un volume équivalent d’eau. Les réactions
d’amplification sont réalisées dans un thermocycleur 2720 (Applied Biosystems) selon les
conditions suivantes : 5 min de dénaturation a 94°C puis 30 a 45 cycles de dénaturation (1 min
a 94°C), d’hybridation (1 min a la température d’hybridation du couple d’amorces choisi pour

I’amplification), d’élongation (1 min par kb a 72°C) et une ¢élongation finale de 5 min a 72°C.

1.3.2 Oligonucléotides

Une attention particuliére doit étre apportée au choix des amorces qui doivent avoir une taille
d’environ 20 nucléotides et une température de fusion sensiblement identique. La température

de fusion Tm se calcule de la fagon suivante : Tm = 2(A+T)+4(G+C).

Cela permet aux amorces de ne pas s hybrider entre elles et de ne pas former de boucles sur

elles-mémes. La spécificité de I’amplification est conditionnée par ce choix.

Les oligonucléotides utilisés au cours de ce travail sont présentés dans le Tableau 6. Ils sont

synthétisés par Sigma Aldrich ou Eurofins Genomics.
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Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés lors de cette étude pour les réactions de PCR.

Nom Séquence 5> » 3’ Taille (pb) Spécificité
pmxC-F GAACAAGTCAAGCGGCAGATC 1800

pmxC-R CTTTCACTTGCGAGAGCCATC Transporteurs
pmxD-F CAGGAATTTACCGAGTCTGCC 1700 des polymyxines
pmxD-R GTCGCATTCGCAAGCAGGAAG

pmxB-F TCCACAACTCGAGCTAAGCC 550

pmxB-R ACTTACCGCTCCAGTACTGTTC polymyxine
F1l-obl colE CCTGCCGTTGCGCGATG 1432 synthétases
R1-pkbl pmxE ~ GAAAATAATATCAATGGCCTCTAGCAC

DAB-F GTGTTCGTSGGWGAYATYG 395

DAB-R RTTCAGCCAMGCTTTSCCG

LeulPa-F GCCGAATTCGTGCAGCAGTGG 447

LeulPa-R GTCCGGCAGCCAGCGGGC

PmxAshunt F TATAGAATTCCCGTGCTGGCCGTCTGGAA 1000

PmxAshunt R CACAAAGCTTCTCCGGACGGTTCAAATAC

ColEco-F CGATGAATTCAAGGGGCGCACCACCATTCTGAT 1650

ColHind-R CGATAAGCTTAACTGGTCCAGAACGGTTACATACTGTTC

ColB-F CATCGAATTCCAGCCTGATCTGGAGCTTG 1938

ColB-R GACGAAGCTTGAAGCAGAACACGTTCAGA

ColE-F CATCGAATTCACGGGCAATATGAATTAAC 1937

ColE-R GACGAAGCTTCTGATCCAACCGGTACTCG

A2gamF AAGGCNGGCGSBGCSTAYSTGCC 300

A3gamR TTGGGBIKBCCGGTSGINCCSGAGGTG Synthétases
NRPSF GCNGGYGGYGCNTAYGTNCC 1000 bactériennes
NRPSR CCNCGDATYTTNACYTG

Pro3-F CACAATCAYTAYGGYCCRTC 281

Pro3-R ATCMCCYGTTCGGTACATYC Alignement des
IsoL-F CNATYCCGATCGGSARVCCG 235 domaines
IsoL-R AKRTTSCCRTCHGGCAGCC d’adénylations
Asp-F TAYGGNCCSACVGARDC 350 d’antibiotiques
Asp-R GCCBCKKABYTTSAYYT susceptibles
Ser2-F GGCTATYTSAACCGTCCSGA 154 d’incorporer ces
Ser2-R GKATTTTYACTTGRTKATCAATTCG acides aminés
Arg2-F CTGATGGMAAYATYGAAT 131

Arg2-R GMMGGGATCATGTAWWC

ApraSac-F CGATCCGCGGAGTGGAACGAAAACTCACGTTAA 1168 Cassette de
ApraSac-R CGATCCGCGGCGCCATTCGCCGTCCGCC résistance a
Apra®-F ATGTCATCAGCGGTGGAGTG 804 I’apramycine
Apra®-R TCAGCCAATCGACTGGCGAG

ColVerif-F CCATTTTGCGAACGGCCAAGTATGGC 300 ou

ColVerif-R TGGATTCGCTGCCGATCGAGAATGGC 300+1168 Vérification de la
ColAl-F CGTCGGCATTCTCTCCGAGC 1206 mutagenése
ColA1-R ACTCGATCTCACCCGTC

ColA2-F CCGCTTAGCGGCCAC 1640

ColA2-R CGCAGGGAGTGACCACC

F-H3 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAG X

R-H3 CTGGGAAAACCCTGGCGTTAC

F-El GAAATTGTTATCCGCTCACAATTC X

F-El GAATTGTGAGCGGATAACAATTTC

Signification des lettres employées autres que A, C,GetT:R=AouG, Y=CouT,M=AouC,S=GouC,
W=AouT,D=G,AouT,B=G, TouC,H=A, TouC,K=GouT,V=G,AouC,N=A,C,G,ouT.

Al.4Electrophorése

Les fragments d’ADN obtenus apres extraction, amplification ou digestion enzymatique sont

séparés par électrophorese sur gel horizontal d’agarose (Euromedex) dans du tampon TBE 1X

(Tris 1 M, acide Borique 0,9 M et EDTA 0,01 M). La concentration en agarose varie de 0,7 a
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2% (m/v) selon la taille des fragments d’ADN a séparer. Le gel est préparé dans du TBE 1X
puis coloré au GelGreen (Biotium) a une concentration finale de 0,5X avant solidification. Les
¢chantillons (10 pL) sont mélangés avec 2 uL de tampon de charge (glycérol 50%, bleu de
bromophénol 0,1% et xyleéne cyanol 0,1%) puis chargés dans les puits du gel. Apres dépdt des
¢chantillons, la migration s’effectue pendant 90 min sous une tension de 100 V en présence de
marqueurs de taille (GeneRuler 100 bp, 1 kb ou 1 Kb plus ; BioLabs ou Thermo Scientific). Les
fragments d’ADN rendus fluorescents par le GelGreen sont visualisés sous lumicere UV. Le

traitement et I’analyse d’images sont réalisés avec le systéeme Imagel.

1.5 Purification des produits PCR

Pour les réactions de séquencage et de clonage, les produits de PCR sont purifiés afin
d’éliminer les différents composants du mélange réactionnel (enzyme, tampon, dNTPs,
amorces, et autres impuretés). Lorsque plusieurs produits d’amplification sont obtenus, le
fragment d’intérét est découpé du gel puis purifié. Les purifications se font grace au
kit « NucleoSpin Gel and PCR Clean-up » (Macherey-Nagel) selon les recommandations du

fournisseur.

.11.6 Techniques de clonage

.11.6.1 Ligature dans le plasmide pGEM-T

Le clonage des produits PCR est réalisé avec le kit « pGEM®-T Vector » (Promega). Le
pGEM"-T (Figure 30) est fourni sous forme linéarisé avec une base thymine (T) ajoutée a
chaque extrémité 3’. Beaucoup de polymérases utilisées pour les réactions d’amplifications
ajoutent une base adénosine (A) a I’extrémité 3° du brin néo-synthétisé. Cela permet un clonage
direct des produits de PCR dans le vecteur grace a I’appariement entre les bases A des produits

et les bases T du vecteur.
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Figure 30 : Carte du plasmide pGEM®-T.
Le ratio molaire insert : vecteur est de 3 :1. Les réactions de ligature entre insert et vecteur se
font grace a la T4 DNA ligase dans un volume final de 10 pL contenant 1 pL de vecteur
pGEM®-T (50 ng), 5 uL de tampon 2X pour I’enzyme (Rapid Ligation buffer, T4 DNA
Ligase), 1 uL de T4 DNA ligase (3 U/uL) et X pL de produits PCR. Les mélanges réactionnels
sont incubés une nuit a 4°C. La quantité¢ d’insert nécessaire est calculée avec la formule

suivante :

ng vecteur X taille insert mole insert
ng insert = X
Taille vecteur mole vecteur

.11.6.2 Préparation de bactéries compétentes JM109

Une préculture d’E. coli IM109 a transformer est réalisée dans 5 mL de LB pendant une nuit a
37°C sous agitation a 200 rpm. Le lendemain, 50 mL de LB sont ensemencés avec 2,5 mL de la
préculture puis incubés a 37°C jusqu’a I’obtention d’une DOgponm comprise entre 0,5 et 0,6. La
culture est placée 10 min dans la glace pour stopper la croissance puis centrifugée 10 min a
5000 g, a 4°C. Le culot est repris dans 10 mL de tampon RF1 froid (RbCl 100 mM, MnCl,
50 mM, CaCl, 10 mM, acétate de potassium 30 mM et glycérol 15% (v/v), pH ajusté a
5,8 avec de I’acide acétique) puis placé dans la glace pendant 10 min. Aprés une seconde
centrifugation de 10 min a 5000 g a 4°C, le culot est repris dans 2 mL de tampon RF2 froid
(MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl, 75 mM et glycérol 15% (v/v), pH ajusté 6,8 avec du
NaOH) de fagon a avoir a une concentration bactérienne de 3.10'° bactéries/mL. Les bactéries
compétentes sont aliquotées par 100 pL et stockées a -80°C pendant plusieurs mois sans perdre

leur compétence.
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.11.6.3 Transformation par choc thermique

Les bactéries compétentes (100 pl) préalablement incubées 10 min dans la glace sont
transformées avec 4 pL. du mélange de ligature. Aprés 30 min d’incubation dans la glace, les
bactéries subissent un choc thermique de 45 secondes au bain-marie a 42°C. Le tube est replacé
dans la glace pendant 5 min puis 950 pL de milieu SOC sont ajoutés. Les bactéries
sont incubées 90 min a 37°C sous agitation afin d’induire la résistance a I’antibiotique. Le
plasmide pGEM-T permettant une sélection blanc/bleu des clones recombinants, les bactéries
sont donc étalées sur milieu gélos¢ LB contenant de I’ampicilline a 100 pg/mL, du X-gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) a 80 pg/mL et de TI'IPTG
(Isopropylthio-B-D-galactoside) a 0.5 mM puis incubées a 37°C pendant une nuit. Le substrat
X-gal est clivé par la B galactosidase et donne une coloration bleue aux colonies. L’insertion du
produit PCR au site de clonage abouti a une § galactosidase non fonctionnelle ce qui donne une
coloration blanche aux colonies. Ainsi seules les bactéries ayant intégré un plasmide

recombinant (colonies blanches) ou non-recombinant (colonies bleues) peuvent croitre.

.11.6.4 Analyse des clones recombinants

Les colonies blanches obtenues sont repiquées et leur ADN plasmidique est extrait par lyse
alcaline comme décrit dans le paragraphe .II1.1.2. L’ADN plasmidique des clones est analysé
par PCR puis vérifié par électrophorese sur gel d’agarose. Les clones positifs sont ceux qui

présentent un fragment dont la taille correspond a celle de I’insert.

11.6.5 Séquencage des plasmides

Les plasmides sont séquencés par la société Genoscreen (Lille) ou par Eurofins Genomics,
(Allemagne) selon la méthode de Sanger. Les différentes séquences obtenues sont analysées en
créant des alignements avec les séquences protéiques de polymyxines connues et en réalisant
des BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de comparaison avec les séquences des bases

de données du NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Le programme ClustalW permet aussi de

détecter les homologies en nucléotides ou acides aminés entre les s€quences ou produits de

genes.
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.11.7 Construction de banques d’ADN génomiques

Pour comprendre et maitriser la voie de biosynthése des composés antibiotiques produits par les
souches B-LR et 32, il est nécessaire de cloner I’ensemble du cluster contenant les génes
impliqués. Ainsi, la construction d’une banque génomique est 1’étape nécessaire compte tenu
de la taille potentielle de ces clusters (~ 40 kb). Les banques sont construites en utilisant les
systémes pEpiFOS™.-5 (Epicentre® Biotechnologies, Madison) pour la souche B-LR et
pSMART® FOS (Lucigen, Midelton USA) pour la souche 32. Ces vecteurs fosmidiques
présentent I’avantage de pouvoir cloner des séquences de 35 a 45 kb de fagon stable chez

E. coli.

11.7.1 Principe de construction

| S
Fosmide

7 4
@>‘§\)>/¢///> >':‘P ) S —

. ’
Purification =~ Coupure  Sélection des Ligation Encapsidation  Infection
de ’TADN fragments de
35-45 Kb

Figure 31 : Etapes de construction d’une banque fosmidique.

Une banque génomique est un ensemble de vecteurs recombinants contenant chacun un
fragment d’ADN de la souche étudiée. Comme le montre la Figure 31, I’ADN génomique des
souches est d’abord purifié puis digéré mécaniquement ou par voie enzymatique. Les fragments
de 35-45 kb sont sélectionnés et ligaturés dans des vecteurs fosmidiques déphosphorylés. Ces
vecteurs sont ensuite encapsidés in vitro (packaging) dans des particules de phages A avant
transfection dans les souches d’E. coli EPI100™-T1® Phage T1-Resistant pour la souche B-LR
et E. coli Replicator FOS pour la souche 32.
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11.7.2 Extraction de PADN au phénol/chloroforme

Une quantité¢ importante d’ADN génomique des souches sauvages est extrait au phénol /
chloroforme : Isoamyl alcool (25/24 :1) pHS8. Pour chaque souche une culture est réalisée dans
50 mL de milieu LB (200 rpm-30°C, une nuit). Les cellules sont récupérées par centrifugation
10 min a 3500 g. Le culot est repris dans 3 mL de tampon (Tris-HC1 10 mM pH?7,5, NaCl 150
mM et EDTA 100 mM) pHS8. Du lysozyme est ajouté a une concentration finale de 1 mg/mL
ainsi que de la RNase A a une concentration finale de 100 pg/mL final. Le tout est mis a incuber
a 37°C pendant 30 min pour lyser les parois bactériennes. Du SDS a une concentration finale de
1% et de la protéinase K a une concentration finale de 200 pg/mL sont ensuite ajoutés pour
dissocier les protéines associées a I’ADN. Aprés 60 min d’incubation a 42°C, les protéines sont
précipitées par I’ajout de 5 mL de phénol/chloroforme (25/24). Le phénol et le chloroforme sont
des solvants organiques qui dénaturent les protéines et sont non miscibles a I’eau. Les protéines
dans la phase aqueuse (supérieure) qui est récupérée apres centrifugation. Apres 10 min de
centrifugation a 3500 g, la phase supérieure est récupérée et est additionnée de 5 mL de
phénol/chloroforme. Le mélange est a nouveau centrifugé et la phase supérieure est récupérée.
Une derniere étape d’extraction est faite en ajoutant uniquement 5 mL de chloroforme : isoamyl
alcool (24 :1) sur la phase aqueuse pour €liminer les traces de phénol. La phase aqueuse est
récupérée, et I’ADN est précipité par ajout de 2 volumes d’éthanol absolu. Aprés 30 min de
centrifugation a 21000 g, le culot d’ADN est séché a I’air libre et repris dans 250 pL de tampon
TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pHS).

d1.7.3 Fragmentation de PADN génomique

Deux techniques de fragmentation ont été testées. L’ADN génomique de la souche B-LR
purifié est fragmenté par digestion enzymatique partielle avec I’enzyme de restriction BamHI.
L’enzyme est diluée au 50°™ dans du tampon 3.1 (NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM,
MgCl, 10 mM, BSA 100 pg/mL, pH7,9). Le mélange réactionnel est le suivant :

10 ng ADN de la souche B-LR
S5uL Tampon 3.1
sme 37°C, 1 Heure
1 uL BamHI 1/50
x uL Eau stérile
50 uL

87



Matériel et Méthodes

L’ADN génomique de la souche 32 est coupé mécaniquement avec une pipette de 200 pL. Des
essais de coupures mécaniques sont réalisés par 200, 500 et 1000 aller-retours a la pipette. La

taille de I’ADN coupé est ensuite vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose.

1.7.4 Réparation de PADN

Chaque ADN fragment¢ est réparé afin de générer des extrémités franches avec un groupement
phosphate en 5’ pour faciliter la ligation avec le fosmide déphosphorylé. La réaction se fait dans

un volume final de 50 pL selon les conditions suivantes :

10 ug ADN de la souche B-LR digéré 10 ng ADN de la souche 32 digéré

6 uL Tampon de réparation (Epicentre) 10 uL Tampon de réparation (Lucigen)
6 uL Enzyme de réparation (Epicentre) 2 uL Enzyme de réparation (Lucigen)
6 uL dNTP 2,5 mM x uL Eau stérile

6 uL ATP 10 mM 50 uL Volume total

x uL Eau stérile

50 uL Volume total

Pour la souche B-LR, le milieu est incubé 30 min a 37°C puis ’enzyme de réparation est

inactivée par chauffage 15 min a 70°C.

Pour la souche 32, le milieu est incubé 45 min a température ambiante puis 8 L de tampon de

charge (paragraphe .I1.4 p. 82 ) sont ajoutés avant de stopper la réaction a 70°C pendant 10 min.

A1.7.5 Sélection des fragments de 35-45 Kb

Chaque ADN réparé est déposé sur un gel d’agarose de type Low Melting Point (0,7%, 20 cm,
150 mL). La migration s’effectue pendant 21 h sous une tension de 60 V. Apres migration les
puits extérieurs du gel contenant les marqueurs de tailles sont coupés, colorés au GelGreen puis
visualisé aux rayons UV pour repérer les positions des marqueurs. Le gel est ensuite rassemblé
puis coupé sur une largeur de 2-4 mm contenant I’échantillon d’ADN qui a migré dans la région

entre 35 et 50 kb.

Un traitement a 1’agarase est ensuite effectué : chaque morceau de gel récupéré est fondu a
65°C pendant 10 min puis refroidi a 42°C. Une unité de -agarase (Euromedex) est ajoutée
pour 100 mg d’agarose fondu. Le mélange réactionnel est incubé 30 min a 42°C, puis I’agarase

est inactivée par chauffage 10 min a 70°C.
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Chaque ADN est ensuite précipité par ajout dans le milieu réactionnel de 1/10 de volume
d’acétate de sodium (3 M, pH7) et de 2 volumes d’éthanol absolu. Aprés 15 min de
centrifugation a 41000 g, le culot est lavé avec 2 volumes d’éthanol 70%, séché et dissout dans

du tampon TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pHS).

11.7.6 Préparation du vecteur pEpiFOS™ (banque
B-LR)

L’ADN génomique de la souche B-LR étant digéré partiellement par I’enzyme de restriction
BamHI, le fosmide pEpiFOS™.-5 (Figure 32) utilisé pour cette banque est aussi digéré avec
BamHI. Aprés digestion, I’ADN fosmidique est précipité par ajout de 1/10 de volume d’acétate
de sodium (3 M, pH7) et de 2 volumes d’éthanol absolu. Aprés 15 min de centrifugation a
41000 g, I’ADN est repris dans 10 pL d’eau stérile. Le fosmide digéré et précipité est traité avec
de la phosphatase alcaline (Biolabs, selon les recommandations du fournisseur) de maniére a
¢viter une ligature du fosmide sur lui-méme. Une fois déphosphorylé, il est de nouveau

précipité, centrifugé et repris dans 5 pL d’eau.

Hpa | 7008
Pci | 6861

parABC : systéme de partition du plasmide F.
Apa | 6351

) v s .
Hen 8400 repE : facteur d’initiation intervenant dans

I’assemblage du complexe de réplication au niveau

parB  pEpiFOS™-5  redF Bsiz17 11844  de ’origine de réplication.

7518bp ChiR : géne de résistance au chloramphénicol.

~ %ho | 2392 lacZ : géne codant la B-galactosidase.

TaiLon cos: éléments cos des phages lambda pour

EcoN | 2848

, S
BstX | 4464 I’encapsidation.

[
Afe | 3945 ori2 : origine de réplication simple copie.

Figure 32 : Carte du fosmide pEpiFOSTM-S. loxP : sites de recombinaison du phage P1.
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ori2 Not I
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BamH I . . "
WL primey ng‘( I ChIR : géne de résistance au chloramphénicol.
lacZ : géne codant la -galactosidase.
® .
|lSM4,\I35'I"(h FOS — sacB : géne de saccharose synthase.
& cosN : signal pour le lambda packaging.
-,
) oo "'? o ori2 : origine de réplication simple copie.
N , o . . S ‘
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Figure 33 : Carte du fosmide pSMART-FOS.

A1.7.7  Ligation

La ligation est réalisée entre les inserts récupérés du gel (ADN de la souche B-LR) et le vecteur
pEpiFOS™.-5 digéré par BamHI et déphosphorylé ou entre les inserts récupérés du gel (ADN
de la souche 32) et le vecteur pPSMART-FOS (Figure 33). La DNA ligase est utilisée pour les
réactions de ligations et le ratio molaire vecteur: insert est de 10:1 pour chaque
couple vecteur-insert. Les mélanges réactionnels sont incubés 3 h a température ambiante avant

d’inactiver la ligase par chauffage 15 min a 70°C.

0,25 pg ADN insert B-LR 0,25 pg  ADN insert 32

1 uL Tampon de ligation (Epicentre) 1 uL Tampon de ligation (Lucigen)

1 uL ATP 10 mM 1 uL Vecteur pPSMART-FOS

1 puL Vecteur pEpiFOS™-5 1 uL CloneSmart DNA Ligase (Lucigen)
1 uL Fast-Link DNA Ligase (Epicentre) x uL Eau stérile

x uL Eau stérile 50 uL Volume total

10 uL Volume total

1.7.8 Encapsidation des produits de ligation

Le produit de ligation du vecteur pEpiFOS™-5 est encapsidé avec 25 pL d’extrait de phage
MaxPlax A (Epicentre). Le mélange est incubé 90 min a 30°C. Apres incubation le milieu
réactionnel est complété avec 25 pL d’extrait de phage puis incubé 90 min a 30°C. La réaction

d’encapsidation est stoppée par addition de 500 pL de tampon de dilution des phages (Tris-HCI
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10 mM pH 8,3, NaCl 100 mM, MgCl12 10 mM) et 20 uL de chloroforme avant conservation a
4°C.

Le produit de ligation du vecteur pPSMART-FOS est encapsidé avec 25 pL. d’extrait de phage
Gigapack III XL (Agilent) puis incubé 90 min a température ambiante. Apres incubation, la
réaction d’encapsidation est stoppée par addition de 500 uL de tampon SM (Tris-HCI 50 mM
pH 7,5, NaCl 0,1 M, MgS04.7H20 8 mM, gélatine 0,01%) et 20uL de chloroforme avant

conservation a 4°C.

A1.7.9 Infection des bactéries

11.7.9.1 Infection des cellules E. co/i EPI100-T1R

La culture d’E. coli EPI100-T1R a infecter est réalisée en inoculant 50 mL de LB (10 mM de
MgSO,) avec 5 mL de préculture de cette souche. Les cellules sont placées a 37°C sous

agitation a 200 rpm jusqu’a I’obtention d’une DOggonm comprise entre 0,8 et 1.

Un volume de 10 a 50 pL. du mélange d’encapsidation (phage MaxPlax A) est incubé avec
100 pL de cellule E. coli EPI100-T1R a 37°C sous agitation a 220 rpm pendant 20 min pour
permettre I’adsorption des phages sur les cellules. Les cellules infectées sont ensuite ¢talées sur
boites LB contenant du chloramphénicol a 12,5 pg/mL, et incubées a 37°C pendant 30 h. Les
clones recombinants obtenus (banque B-LR) sont mis en culture liquide dans des plaques de

microtitration de 96 puits, puis stockés a -20 et -80°C.

11.7.9.2 Infection des cellules E. col/i Replicator FOS

La culture des bactéries Replicator FOS a infecter est réalisée en inoculant 50 mL de LB (0,2 %
de maltose et 10 mM de MgSQ,) avec 0,5 mL de préculture de cette souche. Le maltose permet
d’induire I’opéron maltose qui contient le géne lamB qui code des récepteurs de ce sucre. C’est
sur ces récepteurs que s’adsorbent les phages A (gigapack). Le MgSO,4 permet une adsorption
optimale des phages. La culture est incubée a 37°C sous agitation a 200 rpm jusqu’a une
DOgoonm comprise entre 0,8 et 1. Les cellules sont récupérées par centrifugation a 3000 g a 4°C

pendant 10 min, puis resuspendues dans 17 mL de LB/Maltose (0,2 %)/MgSO4 (10 mM)

Un volume de 10 pL du mélange d’encapsidation (Gigapack III XL) est incubé avec 100 pL de
Replicator FOS a 37°C sous agitation a 220 rpm pendant 20 min. Les cellules infectées sont

ensuite étalées sur boites YT-CXIS (Chloramphénicol a 12,5 ng/mL, X-gal a 40 pg/mL, IPTG a
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0.4 mM et Sucrose a 5%). Les boites sont incubées a 37°C pendant deux jours, puis les clones
recombinants obtenus (banque 32) sont cultivés en milieu liquide TB additionné de
chloramphénicol a 12,5 pg/mL dans des plaques de microtitration de 96 puits, puis stockés a

-20 et -80°C.

.1.8 Criblage de la banque B-LR

La banque génomique de B-LR est criblée par PCR dégénérées sur colonies. La composition en
acides aminés (aa) des molécules antibiotiques de B-LR étant connue, des amorces dégénérées
permettant d’amplifier les régions conservées de certains domaines d’adénylations de ces aa

sont donc utilisés.

.11.8.1 Utilisation d’amorces dégénérées

Contrairement aux amorces non dégénérées qui sont constituées uniquement de combinaison
de bases nucléiques A, T, G et C, les amorces dégénérées comportent dans leurs séquences des
bases nucléiques capables de substituer 2, 3, ou 4 autres bases nucléiques. Ainsi un tube
d’oligonucléotide dégénéré contient plusieurs séquences nucléotidiques possibles, ce qui
permet de reconnaitre plusieurs fragments. Le code DNA TUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) est utilisé pour introduire les dégénérescences dans les séquences des

amorces.

Dans un premier temps, la banque est criblée avec un couple d’amorce spécifique des domaines
d’adénylations impliqués dans I’incorporation de I’acide L-2,4-diaminobutyrique (L-Dab). Les
clones donnant un produit d’amplification de la taille attendu sont sélectionnés et constituent un
pool positif. Ensuite le criblage de ces clones positifs est affiné avec d’autres domaines
d’adénylations supposés présents dans les composés antibiotiques produits par B-LR.
L’utilisation d’amorces dégénérées nécessite une phase d’optimisation des conditions
d’amplifications. Ces conditions (température optimale d’hybridation des amorces, quantité
d’ADN) sont optimisées en utilisant I’ADN génomique de la souche B-LR qui constitue un

témoin positif pour la suite.

11.8.2 PCR dégénérées sur colonies

Afin d’identifier le contenu fosmidique des colonies bactériennes de la banque, des

amplifications par PCR sont réalisées directement sur ces colonies. Comme le montre la Figure
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34, la banque sous forme de microplaques de 96 puits est d’abord repiquée avec un réplicateur
96 picots stérile dans des plaques sans puit Omnitray 86x128 mm contenant du milieu solide
LB chloramphénicol (12,5 pg/mL). Les plaques sont ensuite incubées 1 nuit a 37°C. Les
colonies sont prélevées avec le réplicateur puis plongées dans des plaques PCR de 96 puits
contenant 60 uL d’eau Milli-Q stérile dans chaque puits. Ces plaques sont ensuite couvertes
avec un film transparent « Adhesive Plate Seals » (Thermo Scientific) et incubées 5 min a 94°C
afin de lyser les membranes des bactéries et de libérer I’ADN. Pour un couple d’amorce donné,
le mix PCR est préparé pour chaque plaque de 96 puits dans le but de tester I’ensemble des
clones de la banque. 40 ul de mix (200 uM de dNTPs, tampon Taq 1X, 0,5 a 1 unité de Taq
DNA polymérase, 0,4 uM de chaque amorce nucléotidique (Tableau 6 p. 82)) sont introduit
dans chaque puits avant d’ajouter 10 uL de suspension bactérienne par puits. Les conditions
d’amplifications dépendent de la température de fusion (Tm) de chaque couple d’amorce ainsi
que de la longueur de la molécule d’ADN a synthétiser. Les fragments générés sont ensuite
analysés par électrophorese sur gel d’agarose (1%) 96 puits. Les clones positifs sélectionnés et
validés sont remis en culture dans du milieu LB chloramphénicol (12,5 pg/mL) et stockés en

double exemplaire a -80°C dans des tubes glycérolés.

Repiquage de la bangque Lyse des bactéries Mix PCR

|

i —

Electl-uphorése Amplification

Figure 34 : Schéma général du criblage de la banque B-LR.

.1.8.3 Digestion enzymatique des fosmides

Les fosmides sélectionnés sont extraits puis digérés avec les enzymes de restriction BamH]I,

BstX1, Bgll, EcoR1, Hindlll, PmLI, Scal et Xhol (BioLabs). Les digestions se font 1 ha 37°C en
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présence d’une unité d’enzyme par pug d’ADN fosmidique et dans le tampon recommandé par

le fournisseur.

.11.8.4 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Apres digestion, la taille des inserts des clones d’intéréts est vérifiée par électrophorese en
champ pulsé (PFGE). Développées par Schwartz et Cantor en 1984, les techniques
d’électrophorese en champ pulsé permettent en alternant 1’orientation du champ électrique au
cours du temps dans le gel, de faciliter la migration des molécules d’ADN de grande taille.
Chaque produit de restriction (20 ou 50 pL) est additionné d’un cinquieéme de volume de
tampon de charge (paragraphe .11.4) et déposé sur le gel. La PFGE est réalisée dans une cuve
(CHEF-DR III, Bio-Rad) sur gel d’agarose a 1% (Pulsed Field Certified Agarose Bio-Rad)
selon les conditions suivantes : tampon TBE (Tris 1 M, acide Borique 0,9 M et EDTA 0,01 M)
0,5X, 16 h de migration a 14°C, 6 V/cm, avec des parameétres de pulses initiaux et finaux de
0,1 s et 2 s respectivement et un angle de 120°C. La migration s’effectue en présence de
marqueurs de taille « Lambda Mix Marker 19, Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker »
(Thermo Scientific). Le gel est ensuite visualisé sous UV apres coloration au GelGreen pendant

30 min.

11.8.5 Séquencage des clones

Le pyroséquencage des fosmides est effectué grace a la technologie Roche 454 GS FLX par la

société Eurofins Genomics (Allemagne).

.11.8.6 Analyse in silico

La détection des cadres ouverts de lectures est effectuée avec le logicielle ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). L’analyse in sillico des séquences pour
retrouver les modules NRPS est réalisée avec les logicielles de prédiction en ligne

(http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de/, http://antismash.secondarymetabolites.org/ et

http://nrps.igs.umaryland.edu/nrps/).

1.9 Mutageneése insertionnelle

Pour la mutagenése, les réactions de ligations entre insert et vecteur se font grice au mix

« Instant Sticky-end Ligase Master Mix » (BioLabs). Le ratio molaire insert : vecteur est de
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3 :1. Les mélanges réactionnels sont ensuite directement utilisés pour transformer les bactéries

compétentes E. coli IM109 (paragraphe .I1.6.2 p. 84).

.11.9.1 Inactivation du géene co/E

La technique de mutagenése insertionnelle est utilisée pour inactiver le géne co/E. Un fragment
de 1650 pb du geéne colE est amplifi¢é par PCR avec les amorces ColEco-F
(5’-CGATGAATTCAAGGGGCGCACCACCATTCTGAT-3’) et ColHind-R
(5’-CGATAAGCTTAACTGGTCCAGAACGGTTACATACTGTTC-3’) a partir de I’ADN
génomique de la souche B-LR en créant les sites de restrictions respectifs EcoRI et HindlIl en
amont et en aval du fragment de co/E. Apres digestion enzymatique, le fragment est cloné dans
le plasmide pGEM-7Zf(+) (Promega, Figure 35) préalablement digéré par les mémes enzymes
de restrictions. Ce clonage donne le plasmide recombinant pPGEM-7ZAE. Une digestion par
I’enzyme de restriction Sacll permet d’introduire au centre de 1’insert une cassette portant le
gene de résistance a I’apramycine. Cette cassette de résistance a I’apramycine est amplifiée
avec les amorces ApraSac-F (5’-CGATCCGCGGAGTGGAACGAAAACTCACGTTAA-3’)
et ApraSac-R (5’-CGATCCGCGGCGCCATTCGCCGTCCGCC-3") a partir du plasmide
p0OJ260 puis digérée avec I’enzyme Sacll et intégrée au niveau du site de restriction Sacll de
I’insert. Le plasmide obtenu, nommé pGEM-7ZAE-Apra® est introduit dans la souche B-LR par
électroporation (paragraphe .11.9.1.1). Ce vecteur suicide n’ayant pas la capacité de se répliquer

dans le Paenibacillus B-LR, seule son intégration dans le génome de la bactérie est possible.

Xmn | 1991

Sca 1872 71 Amp": géne de résistance a I’ampicilline codant pour la
1 start
. | 14
it Al |20 B-lactamase.
Sphl |26
Amp" Xbal 3 . .. L, qe . .. .
Xnol |37 ori : origine de réplication pour son maintien dans E. coli.
pGEM®-721(+) et
Vector ek &' |se lacZ : géne codant la B-galactosidase. Il contient le site de
(2997bp) gfpft5| g;
Find i | 72 clonage pour I’insertion du fragment de PCR.
Bamt | | 78
91 S TP
Bax1 100 f1 ori : origine de réplication du phage filamenteux f1.
Nsil  [109
23 L o
o T sps T7 et SP6 : localisation et direction des promoteurs des

phages T7 et SP6.
Figure 35 : Carte du plasmide pGEM-7Zf(+).
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11.9.1.1 Transformation du Paenibacillus B-LR

La transformation de la souche B-LR se fait par électroporation. Une préculture du
Paenibacillus B-LR est réalisée dans 3 mL de milieu BHIS (BHI contenant 10% de sucrose)
pendant une nuit a 30°C sous agitation a 200 rpm. Le lendemain, 200 mL de BHIS sont
ensemencés avec 2 mL de préculture puis incubés a 30°C jusqu’a une DOgoonm de 0,5. La
culture est placée 10 min dans la glace puis centrifugée 10 min a 6000 g, a 4°C. Deux tampons
de lavage sont testés :

e Tampon « SMg »
Le culot est lavé deux fois avec un volume de tampon SMg froid (Sucrose 10%, MgCl, 1 mM)
puis repris dans ce tampon de fagon a avoir une concentration de 10" cellules/mL.

e Tampon « HEPES »
Le culot est lavé deux fois avec un volume de tampon HEPES froid (Sucrose 250 mM, HEPES
1 mM pH7, MgCl, 1 mM, glycérol 10%) puis repris dans ce tampon de facon a avoir une

concentration de 10'° cellules/mL.

L’électroporation est réalisée avec I’appareil MicroPulser'™ (BioRad), qui en appliquant un
champ électrique permet de déstabiliser les membranes cellulaires dans le but de faire rentrer
I’ADN exogéene dans les cellules. Un volume de 300 pL de cellules B-LR électro-compétentes
(HEPES ou SMg) est mélangé avec 0,1 a 1 pg de plasmide pGEM-7ZAE-Apra®. Le mélange
est introduit dans une cuvette d’électroporation de 0,2 cm d’espacement (Dominique Dutscher)
préalablement refroidie a 0°C. Le mélange est laissé 5 min dans la glace puis soumis a un choc
¢lectrique (2,5 a 3 kV/cm, 1 pulse) dans 1’électroporateur. Les cellules sont ensuite reprises
dans 1 mL de BHIS préchauffé et incubées 2 h a 30°C sous agitation a 200 rpm. La sélection
des mutants ayant subi un événement de double recombinaison est effectuée sur milieu gélosé
LB ou TSA contenant 30 pg/mL d’apramycine (1 nuit a 30°C). Les clones résistants obtenus
sont analysés par PCR afin de vérifier I’inactivation du gene. Les amorces utilisées pour ces
vérifications sont ColEco-F et ColHind-R ainsi que ColVerif-F
(5’-CCATTTTGCGAACGGCCAAGTATGGC-3”) et ColVerif-R
(5’-TGGATTCGCTGCCGATCGAGAATGGC-3’).
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1.9.2 Inactivation du géne co/A4

La stratégie utilisée pour inactiver le gene pmxA est la suivante : un fragment de 1000 pb du
géne  cold  est amplifié¢ par PCR avec les amorces PmxAshunt-F
(5’-TATAGAATTCCCGTGCTGGCCGTCTGGAA-3") et PmxAshunt-R
(5’-CACAAAGCTTCTCCGGACGGTTCAAATAC-3’) a partir de ’ADN génomique de la
souche B-LR en créant les sites de restrictions respectifs EcoRI et Hindlll. Apres digestion
enzymatique, le fragment est ligué dans le plasmide pOJ260 (Figure 36) préalablement digéré
par les mémes enzymes de restrictions puis introduit dans les bactéries compétentes E. coli
IM109 (paragraphe .I1.6.2 p. 84). Ce clonage donne le plasmide recombinant pOJ260AAshunt.
Ce plasmide est ensuite introduit dans la souche B-LR par électroporation comme décrit dans le
paragraphe .I1.9.1.1. La sélection des mutants ayant subi un événement de recombinaison est
effectué sur milieu gélosé LB contenant 30 pg/mL d’apramycine (1 nuit a 30°C). Les clones

résistants obtenus sont analysés par PCR afin de vérifier I’inactivation du gene.

(BamHI1/Bglll) Smal
\Spe[ Sall Bglll

HindIIl*
Dral onT Pstl*
Kpnl /-\’ Sall
Clal Xbal®

lach\ g:g:'l'" Am® : géne codant I’apramycine acétyltransférase
Sacl ';:? gig? Eg:;.t!\{' qui confere la résistance a I’apramycine.
Xhol AmR EcoRI* oriT : origine de transfert du plasmide RK2.
pUC .
o lacZo. : géne codant la B-galactosidase.
rep”’C : origine de réplication du plasmide.
Sacl

Figure 36 : Carte du plasmide pOJ260 (d’apres
Bierman et al., 1992).

Il TECHNIQUES D’ANALYSE DES MOLECULES

A11.1 Préparation des échantillons

Les précultures de la souche B-LR et des mutants sont réalisées dans 10 mL de BN (additionnés

d’antibiotique pour les mutants) pendant une nuit a 30°C sous agitation a 200 rpm. La
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préculture est centrifugée 10 min a 3000 g a 4°C. Apres élimination du surnageant, les cellules
sont remises en suspension et lavées deux fois dans du milieu de culture. 200 mL de milieu de
culture sont ensemencés a une DOgoonm de 0,1 avec la préculture puis incubés sous agitation
(200 rpm-30°C, 48 h). Apres culture, le surnageant est récolté par centrifugation 20 min a
11000 g a 4°C. Le surnageant est chauffée 10 min dans un bain marie a 100°C pour éliminer les
éventuelles bactéries résiduelles. Un aliquote de 1 mL est prélevé pour réaliser un test
antimicrobien de contrdle simple couche (Figure 29). Apres refroidissement a température

ambiante dans le noir, le surnageant est traité de deux maniceres différentes :
e Le surnageant est soit congelé directement a -20°C (1X).

e Soit versé dans des cristallisoirs et congelé 72 h a -80°C. Dans ce cas, le surnageant est
lyophilisé pendant 48 h a une pression comprise entre 0,10 et 0,070 mbar (lyophilisateur
CHRIST® BETA 1-8 LD, Thermo Fisher Scientific). Le lyophilisat obtenu est
ressuspendu dans 10 mL d’eau Milli-Q stérile, aliquoté dans des tubes Eppendorf puis

stocké & -20°C (20X).

Avant analyse, le surnageant est décongelé, centrifugé 20 min a 11000 g puis filtré sur une

membrane de 0,22 um (Minisart®, sartorius stedim).

A11.2 Purification des molécules par Extraction

Sur Phase solide (SPE)

.111.2.1 Principe

L’extraction sur phase solide (SPE, Solid Phase Extraction) est une technique de traitement des
¢chantillons liquides avant analyse. Elle est basée sur la distribution des composés entre la
phase liquide qui représente 1’échantillon et la phase solide qui est I’adsorbant choisi. Elle se
déroule généralement en quatre étapes : le conditionnement de 1’adsorbant, le chargement de
I’échantillon, les lavages de la colonne et enfin I’élution. Ainsi une fois déposés, les composés
sont récupérés par ¢lution avec un solvant organique dont 1’affinité avec les molécules
adsorbées est suffisante pour les décrocher. L’extraction se fait avec une cartouche Oasis® HLB
compos¢ d’un macropolymere qui allie des caractéristiques de rétention lipophiles grace au
divinylbenzéne et hydrophiles grace au N-vinylpyrrolidone. Elle est utilisable pour tous types

de composé avec une stabilité de pH allant de 0 a 14.
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Cette technique a été développée par Antoine Bonnet et Anne-Laure Gagez de la Plateforme

d’Analyse Haute Résolution de Biomolécules de I’Université de La Rochelle.

La SPE a été optimisée en utilisant d’abord de la colistine sulfate (Sigma-Aldrich) préparée
dans du milieu de culture (M63T) a une concentration de 2 mg/l et en testant plusieurs gradients
d’élutions jusqu’a I’obtention d’un gradient adéquat (bonne séparation des molécules). Avant
de charger I’échantillon, la colonne Oasis® HLB (1 mL-30 mg, Waters) est d’abord
conditionnée avec 1 mL de méthanol 100% élué sur la colonne puis 1 mL d’eau Milli-Q 100%.
Les €luats ne sont pas récupérés pour le conditionnement. 1 mL d’échantillon (surnageant ou
colistine a 2 mg/mL filtré) sont chargés ensuite sur la colonne Oasis® HLB préalablement
conditionnée. La fraction chargée est collectée dans un tube (Fraction 1). La colonne est ensuite
lavée avec 1 mL d’eau Milli-Q pour éliminer les sels et autres impuretés du milieu de culture.
La fraction de lavage est collectée dans un tube (Fraction 2). La colonne est ensuite éluée en
deux étapes : avec 1 mL d’un mélange (80/20, v/v) méthanol/eau+2% d’acide formique puis
avec 1 mL de méthanol 100%. Les éluats sont récupérés dans 2 tubes (Fractions 3 et 4). 200 pL.
de chaque fraction sont transférés dans un vial pour étre analysé par Chromatographie Liquide

Ultra Performante (UPLC). Le reste (800 pL) est directement congelé a -20°C.

A11.3 Etude des molécules par Chromatographie
Liquide Ultra Performante couplée a Ila

spectrométrie de masse (UPLC/MS)

.111.3.1 Principe

La Chromatographie Liquide Ultra Performante (Ultra Performance Liquid Chromatography,
UPLC) est une technologie développée par Waters corporation qui s’appuie sur les principes de
la chromatographie liquide haute performance (HPLC) classique tout en améliorant la
sensibilité, la résolution chromatographique et la vitesse d’analyse. Cette technologie utilise
des colonnes capables de résister a de trés hautes pressions. Ces colonnes contiennent des
phases stationnaires composées de petites particules de 1,7 um de diamétre (contre 32 5 um en
HPLC classique). Cette diminution de la granulométrie permet d’utiliser des gammes de débit

plus large ce qui induit une augmentation des vitesses d’analyse sans altérer les performances
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chromatographiques. Les composés séparés par UPLC sont ensuite directement détectés par

spectrométrie de masse (Mass Spectrometry, MS).

La spectrométrie de masse est une technique de détection trés puissante et trés sensible qui
permet d’obtenir la masse moléculaire d’un composé par analyse du rapport masse/charge
(m/z) et de corréler son spectre de masse avec sa structure chimique. Un spectrometre de masse
est composé de plusieurs éléments : une source d’ionisation, un ou plusieurs analyseurs de
masse, un détecteur et un enregistreur. Apres séparation des composés par UPLC, une source
d’ionisation par électrospray (Electrospray Ionisation, ESI) va permettre d’ioniser les
molécules de 1’échantillon a analyser et de transférer les ions vers I’analyseur. Ce dernier va
ensuite séparer les différents ions générés dans la source en fonction de leur rapport m/z dans un
champ magnétique ou électrique. Enfin, le détecteur collecte et dénombre les ions en sortie de
I’analyseur. L’enregistreur permet de traiter le signal et de convertir les données en spectres de
masse et/ou en chromatogrammes lors d’un couplage avec une technique chromatographique.
Dans cette étude, le procédé d’ionisation se fait en mode positif ce qui conduit a la formation

d’ions mono-chargés de type [M+H]" mais également & des ions multichargés [M+nH]"".

111.3.2 Conditions d’analyse

Les analyses sont effectuées sur un chromatographe liquide Acquity UPLC H-Class (Waters,
Milford, USA) couplé a un spectrometre de masse Xevo G2-S QTOF comprenant une source
d’ionisation par ¢lectrospray (Waters, Manchester, Royaume-Uni) équipée du systeme
Lockspray. Ce spectromeétre est composé d’un quadripdle fonctionnant en mode transmission,
suivie d’une cellule de collision et d’un analyseur a temps de vol de nouvelle génération
QUANTOF. Le systtme chromatographique est composé d’une pompe quaternaire
(Quaternary Solvent Manager, Waters) et d’un injecteur automatique thermostaté (Sample

Manager-FTN, Waters).

La colonne utilisée pour séparer les composés contenus dans les fractions d’intérét est de type
phase inverse Waters Acquity UPLC BEH C g (2,1 x 50 mm; 1,7 um; 130 A) et sa température
est optimisée a 25°C. Le volume d’injection est de 5 uL et la température des échantillons est
controlée a 4°C. La phase mobile permettant la séparation des composés est un mélange binaire
eau/0,1% d’acide formique (Eluant A) et acétonitrile/0,1% d’acide formique (Eluant B). Le
gradient d’élution est présenté dans le Tableau 7. La séparation se fait a 25°C avec un débit de

phase mobile fixé a 0,4 mL/min.
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Tableau 7 : Gradient d’élution utilisé pour la séparation des composés des surnageants

purifiés par SPE sur le syst¢me UPLC/MS.

Temps Eluant A Eluant B
(minutes) (%) (%)

0 97 3
0,20 97 3
0,25 80 20
1,50 73 27
1,55 0 100
3,45 0 100
3,55 97 3

5 97 3

Eluant A : eau+0,1% acide formique et Eluant B : acétonitrile +0,1% acide formique.

Les parametres utilisés en spectrométrie de masse sont présentés dans le Tableau 8.
e . , L, 1. .. ™ .
L’acquisition et le traitement des données sont réalisés avec le logiciel MassLynx * (version

4.1, Waters Corporation).

Tableau 8 : Paramétres d’ionisation et de détection utilisés en MS.

Paramétres Réglages
Source d’ionisation Electrospray en mode positif
Voltage du capillaire 2500 V
Température de la source 120°C
Température du gaz de désolvatation (N,)  500°C
Débit du gaz de désolvatation 1000 L/heure
Débit du gaz de collision 50 L/heure
Gamme de masse 50 a 1500 m/z
Mode d’acquisition Full Scan et MS*

A11.3.3 Spectrométrie de masse en mode tandem

(MS/MS)

La spectrométrie de masse en mode tandem ou MS/MS est utilisée pour déterminer
I’enchainement des acides aminés grace a la fragmentation de la liaison peptidique. Ce mode
consiste a combiner deux analyseurs séparés par une cellule de collision. Une premicre étape

consiste a sélectionner un ion issu de la source d’ionisation dans le quadripdle : c’est I’ion
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parent ou précurseur. Cet ion subit une fragmentation dans la cellule de collision sous I’effet
d’un bombardement par des atomes d’argon et donne des ions fils ou produits qui seront
analysés et détectés par 1’analyseur a temps de vol (Time of Flight, TOF). L analyseur TOF est
basé sur la mesure du temps que met les ions a parcourir une distance donnée, ce qui permet de

détecter les rapports m/z et donc de déterminer la masse des ions correspondants.

En mode tandem le volume d’injection est de 10 pL et les paramétres utilisés sont présentés
dans le Tableau 9. Les acquisitions sont effectuées en mode balayage sur une gamme de

rapports m/z allant de 50 a 1500.

Tableau 9 : Paramétres d’ionisation et de détection utilisés en MS/MS.

Paramétres Réglages
Source d’ionisation Electrospray en mode positif
Voltage du capillaire 2500 V
Température de la source 120°C
Température du gaz de désolvatation (N,)  500°C
Débit du gaz de désolvatation 1000 L/heure
Débit du gaz de collision 50 L/heure
Rampe d’énergie de collision 40-50 V (mono-chargés)
15-25 V (di-chargés)
Sampling cone 35V
Source ofset 85V
Mode d’acquisition MS/MS
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Lors de travaux antérieurs, deux micro-organismes appartenant a la famille des
Paenibacillus ont été isolés par 1’équipe. Le premier, appelé souche « 32 » provient d’une
expectoration d’un malade atteint de mucoviscidose (thése Romain Chevrot). Le deuxieme

appelé B-LR a été isolé a partir d’eau de mer (Master recherche Fatoumata Tambadou).

Ces deux micro-organismes ont ¢té sélectionnés en raison de 1’activité antimicrobienne de leurs

surnageants de culture.

Celui de la souche « 32 » a inhibé la croissance de tous les micro-organismes a Gram positif
que nous avons pu tester, ainsi que la croissance de levures et de moisissures (Chevrot ef al.,
2013 en annexel) (Tableau 10 p. 106). Apres fractionnement par HPLC, un peptide de
786.6 Da impliqué dans cette activité antimicrobienne a pu é&tre purifié et caractérisé par
spectrométrie de masse basse résolution. Cette nouvelle molécule appelée depsipeptide L,
serait constitucée d’une partie acyle comportant un acide
15-guanidino-3-hydroxypentadécanoique, et d’une partie peptidique cyclique de quatre acides
aminés (Ser-Leu/lle-Leu/lle-Arg) (Figure 37). Le depsipeptide L partagerait donc des
homologies de structures avec les fusaricidines. La partie acyle serait commune aux deux
molécules alors que les parties cycliques seraient différentes. En effet, les fusaricidines

incorporent six acides aminés contre quatre dans le depsipeptide L.

GHPD Ser Leu/lle

I
©

I
Arg = Leu/lle

Figure 37 : Structure du depsipeptide L produit par la souche 32 (m/z 786.6).
GHPD = Acide 15-guanidino-3-hydroxypentadécanoique, Ser = Sérine, Leu = Leucine, Arg = Arginine et

Ile = Isoleucine.

Le surnageant de culture de la bactérie B-LR a présenté un spectre d’activité entierement
différent. Ce sont majoritairement les bactéries a Gram négatif qui ont été¢ inhibées
(Tableau 10 p. 106). Parmi elles on retrouve de nombreux micro-organismes pathogénes dont
des Pa. En revanche le surnageant de B-LR n’a pas d’activité sur les souches de Providencia
sp., Proteus sp., et Serratia sp., naturellement résistantes aux polymyxines. Ce spectre

ressemble a celui de la colistine (polymyxine E). Apres fractionnement et purification de ce
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surnageant, des molécules antimicrobiennes partageants des homologies avec les polymyxines

ont pu étre caractérisées de fagon préliminaire par spectrométrie de masse basse résolution.

Tableau 10 : Spectres d’activités antimicrobiennes des surnageants de culture des

souches « 32 », « B-LR » et de la colistine (5 pg).

Bactéries a Gram positif
Bacillus cereus

Bacillus megatherium

Bacillus subtilis

Enterococcus faecalis

Listeria innocua

Micrococcus luteus
Staphylococcus aureus ATCC25823
Staphylococcus aureus CIP53154
Staphylococcus aureus TUT
Staphylococcus saprophyticus
Bactéries a Gram négatif
Achromobacter sp.

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Escherichia coli K12

Hafnia alvei

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Proteus morganii

Proteus vulgaris

Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa hépital BM0207
Pseudomonas aeruginosa hépital colistine résistant BM0215
Pseudomonas aeruginosa hépital colistine résistant BM0217
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas stutzeri BM0043
Salmonella anatum

Salmonella enteritidis
Salmonella enteritidis CIP7052
Serratia marcescens BM0009
Serratia marcescens CIP6755
Shigella flexneri

Shigella sonnei

Levures

Candida albicans

Issatchenkia orientalis DSM6128
Saccharomyces cerevisiae
Champignons

Fusarium oxysporum

Fusarium solanii

«32»

o+
++
++
o+
++
++
o+
o+
++
++

R

++
++

++
++
++

+H+
+H+

«B-LR »

-+

+ + + + o <

R

R
++
++
++

oS o o o

R

o+
++
++
++
++

++
++

Colistine (5 pg)

ND
++

++

++
++
At

ND
++
++
++

o+
o+
+++
++
o+
ND

o+
o+

++

ND
ND

Origine

Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.

Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.

Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab

Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab

CHU, Nantes
CHU, Nantes
CHU, Nantes
CNRS, Paris

Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.
Coll.

Coll.
Coll.
Coll.

Coll.
Coll.

Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab
Lab

Lab
Lab
Lab

Lab
Lab

La révélation des activités antimicrobiennes a été effectuée par tests simples couches. « 0 », absence d’inhibition ;

«+», diametre d’inhibition < 0,5 cm ; « ++», 0,5 cm < diamétre d’inhibition < 1,5 cm ; « +++», diamétre

d’inhibition > 1,5 cm. ND : non déterminé. Coll. Lab : collection du laboratoire.
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Les travaux menés sur ces deux Paenibacillus ont été poursuivis lors de cette thése et seront
présentés dans une premicre grande partie de ce chapitre de résultats et discussion. Cependant
ces résultats concernent pour la plupart la souche B-LR puisque par souci de temps et par intérét

scientifique nous avons concentré nos efforts sur ce micro-organisme.

o Nous présenterons donc, tout d’abord les résultats obtenus lors de la caractérisation des
molécules antibiotiques de B-LR par spectrométrie de masse haute résolution. Cette
¢tape a permis de confirmer que cette souche produisait des peptides non-ribosomiques
dont la colistine.

o Dans un deuxieéme temps nous décrirons les travaux destinés a caractériser les systemes
génétiques a 1’origine de la production des peptides non-ribosomiques des souches
B-LR et 32. Ainsi, des banques d’ADN génomiques ont été construites et criblées. Au
terme de ce travail, un cluster de genes, codant pour des synthétases non-ribosomiques

nouvelles a été séquencé chez la bactérie B-LR (demande de brevet en cours).

Cette partie se terminera par la description des manipulations effectuées dans le but de
démontrer le réle de ce cluster dans la production des peptides non-ribosomiques

produits par B-LR.

Les connaissances et les compétences développées dans le domaine des NRPS, ont été
valorisées lors d’un travail mené sur des micro-organismes issus d’une station d’étude
environnementale du laboratoire. Nous avons ainsi cherché, via un criblage par PCR
dégénérées, des nouvelles séquences de NRPS dans une banque de micro-organismes issus de
la vasicre intertidale de Brouage (Charente Maritime). Cette niche écologique particuliére
présente la particularité d’évoluer au rythme des marées et fait cohabiter de nombreux
micro-organismes au sein de biofilms complexes. Ces travaux ont fait 1’objet d’une publication

(Tambadou et al., 2014). IIs seront présentés dans la dernicre partie des résultats et discussion.
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A. Caractérisation par spectrométrie de masse
haute résolution des molécules antibiotiques

produites par la souche B-LR (UPLC-MS/MS)

Lors de travaux préliminaires nous avons pu vérifier que le Paenibacillus B-LR produit ses
composés antibiotiques en milieu minimum M63T. Cette propriété est rare chez les
Paenibacillus qui sont généralement des micro-organismes exigeants (croissance en milieux
riches). Cette propriété est intéressante car elle facilite la purification et pourrait permettre
d’obtenir industriellement des composés antibiotiques présentant un degré de pureté supérieur.
Dans cette partie sera présenté le travail qui a permis de caractériser finement les composés

produits par B-LR.

I PRODUCTION ET EXTRACTION DES MOLECULES

Afin de caractériser finement les molécules antibiotiques produites pas B-LR, un protocole
simple de production et d’extraction a été mis au point (Figure 38). Dans ce protocole quatre
fractions ont été collectées aprés Extraction sur Phase Solide (SPE) utilisant des colonnes de
type Oasis HLB (Waters). L’optimisation de la méthode d’extraction a été d’abord effectuée en
utilisant un témoin de colistine sulfate commerciale a une concentration de 2 mg/L, préparée
dans du milieu de culture M63T. En effet, le spectre d’activité antimicrobienne de la souche
B-LR étant proche de celui de la colistine, nous avons émis 1’hypotheése que les composés
antibiotiques produits par cette souche pouvaient avoir une structure proche de la colistine.
Nous avons donc utilisé cette derniére pour déterminer les bonnes conditions d’extraction en

SPE.

Les analyses en Chromatographie Liquide Ultra Performante (UPLC) de la colistine ont été
effectuées avec les fractions F; et F4. Les deux pics correspondant aux colistines E; et E; ont été
retrouvés dans la fraction F4. Par conséquent, il a été décidé d’utiliser cette fraction F4 pour la

suite des analyses.
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Récolte du surnageant de culture en
MG63T apres 48 h-30°C.

l

Centrifugation
11000 g, 20 min-4°C. |
@ " | Rejet du culot bactérien

Chauffage a 100°C, 10 min.

@ Tests d’activités antimicrobiennes

Filtration 0,22 pm.

l

Extraction sur phase solide (SPE).
(colonne Oasis HLB-1 mL-30 mg)

- Conditionnement : MeOH 100% puis H,O

- Chargement : 1 ml. de surnageant filtré (I'))

- Lavage : I1,0 (I',)

- Elution : MeOH/H20 (80/20, v/v) + 2% d’acide formique (I'5)
MeOH 100% (F )

Analyse UPLC-MS/MS.

Figure 38 : Protocole de production et d’extraction des molécules du surnageant de

culture de la souche B-LR avant analyse en UPLC.
Fy, F,, F5 et F4 représentent les fractions collectées. MeOH : méthanol. Les analyses en UPLC ont été effectuces

avec les fractions F; et F,.

I SEPARATION DES COMPOSES PAR UPLC-MS

Les peptides contenus dans la fraction F4 obtenue a partir du surnageant de culture de B-LR, ont
¢té analysés et séparés par chromatographie liquide ultra performante couplée a un
spectrometre de masse Xevo G2-S QTOF (UPLC/MS) comme décrit dans le paragraphe .111.3
p- 99 du matériel et méthodes. La phase mobile permettant la séparation des composés est un
mélange eau (0,1% d’acide formique pour I’éluant A) et acétonitrile (0,1% d’acide formique
pour I’¢luant B). La séparation a été effectuée a 25°C avec un débit de 0,4 mL/min. Les
composés séparés ont été ensuite directement détectés par spectrométrie de masse. Le

processus d’ionisation par electrospray (ESI) en mode positifa été utilisé. Ce processus conduit
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a la formation de plusieurs ions parents a partir de la molécule initiale. Le profil
chromatographique obtenu pour 1’analyse du surnageant de culture de la souche B-LR présente
17 pics d’¢lution correspondant chacun a un ion parent (donnée non montrée). L’ensemble des

composés présents sur le chromatogramme de la fraction F4 a été résumé dans le Tableau 11.

Les composés majoritaires retrouvés dans la fraction F4 sont Bel, Be2, E1 et E2 avec des temps
de rétention (Tr) respectifs de 2,37 ; 2,38 ; 1,51 et 1,52 min. Les masses moléculaires [M+H]"
respectives des deux dernieres molécules 1169,77 Da et 1155,76 Da correspondent a celles des

colistines E, et E, décrites dans la littérature ( Figure 21 p. 52).

Par la suite aux temps de rétention 1,67+1,76 et 1,50 nous avons pu retrouver des molécules
présentant des masses moléculaires [M+H]" respectivement de 1183,75 Da et 1141,74 Da,
équivalentes aussi a celle des colistines Ile-Eg et Val-E, décrites dans la littérature. Ces
premiers résultats étayent I’hypothéese selon laquelle, B-LR produit des molécules antibiotiques
appartenant a la famille des polymyxines. Afin de confirmer ce travail et pour aller plus loin
dans la caractérisation des autres molécules issues du surnageant, les ions parents ont été

fragmentés.
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Tableau 11 : Tons parents obtenus apreés analyse en UPLC-MS du surnageant de culture de la souche B-LR.

Résultats et Discussion

[MHH]"  [M+Na]® [MH2H]® [M4+3H] [M+4H]* Formule Brute = ~O1Dab (i‘g%‘;ﬁ)
Bel 2,37 1003,60 | 1025,57 | 502,30 - - CagH7oN 19013 229,1555 C11H21N203
Be2 2,38 1017,60 | 1039,60 509,30 - - C4oHg1N10O13 229,1554 C11H21N,05
El 1,61 1169,77 | 1191,76 585,39 390,60 293,20 Cs3Hi01N16013 241,1928 C13H25N,0,
E2 1,52 1155,76 | 1177,75 | 578,38 385,93 289,70 Cs2HooN 16013 227,1753 Ci12H23N20,
Ile-E8 1.67+1.76 | 1183,75 - 592,38 395,26 296,69 Cs3HogN16014 255,1718 C13H23N,05
Incl 2,11 989,57 1011,56 | 495,29 - - C47H76N10013 215,1396 Ci0H19N,03
Inc2 1.82+1.95 | 1197,76 - 599,39 399,93 300,20
Inc3 2,14 1003,58 - 502,30 - - C48H79N10013 215,1393 C10H19N203
Val-E2 1,50 1141,74 | 1163,73 571,38 - - Cs1Ho7N16013 227,1758 C12H23N,0,
Inc5 2,45 103 1,57 1053,56 516,30 - - C49H79N10014 229,1550 C11H21N203
Inc6 2,45 1045,59 1067,57 523,30 - - C50H81N10014 229,1552 C11H21N203
Inc8 1,80 975,55 997,53 488,98 - - C48H75N10013 215,1396 C10H19N203
Inc10 2,45 1253,75 627,38
Incl1 2,42 1239,74 - 620,38 - - C13H23N203 255,1712 C55H99N16016
Incl2 2,24 121 1,75 - 606,38 - - C54H99N16015 255,1714 C13H23N203
Incl4 1,87 904,51 926,49 452,76 - - C43H70NoO12 116,0712 CsHoNO, AG seul
Incl15 1,85 890,50 912,48 445,75 - - CaHgsNoO12 116,0711 CsHoNO,

Conditions chromatographiques : Colonne C;5 Acquity UPLC BEH (2,1 x 50 mm ; 1,7 pm ; 130 A), injection de 5 uL de surnageant contrdlé a 4°C, éluant A : eau (0,1% acide

formique), ¢luant B : acétonitrile (0,1% acide formique). Séparation a 25°C. Débit de 0,4 mL/min. Tr = temps de rétention, AG = Acide gras et Dab = acide diaminobutyrique.

Conditions MS : Source d’ionisation par electrospray en mode positif. Mode d’acquisition en Full Scan et MS®. Gamme de masse de 50 & 1500 m/z. La masse de 116,0711 et la

formule CsH;(NO, correspondent a I’AG tout seul sans acide diaminobutyrique.
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Il ANALYSE DES STRUCTURES

Afin d’élucider la structure des composés antibiotiques produits par B-LR, la MS/MS haute
résolution a été utilisée pour fragmenter les ions parents. Lors de cette MS/MS, la leucine et
I’isoleucine ne pouvaient pas étre différenciées en raison de leur masse moléculaire identique.
Les spectres de masse obtenus ont permis d’élucider la structure de 12 lipopeptides présentant
une partie cyclique. Des homologies de structure ont pu étre établies, et ces molécules ont pu
étre rassemblées dans 3 groupes différents. Ces lipopeptides se distinguent les uns des autres
principalement par le nombre d’acides aminés intégrés dans leur partie cyclique. On distinguera

donc les molécules contenant des cycles de 5 acides aminés (aa), de 6 aa et de 7 aa.
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Résultats et Discussion

Composés possédant une partie cyclique a

5 acides amineés

Sept molécules font partie de ce groupe. Ce sont des molécules a 7 aa (Inc14 et Inc15 ; Tableau

11 p. 111)eta 8 acides aminés (Bel, Be2, Incl, Inc3 et Inc8 ; Tableau 11 p. 111). La structure

de ces composés est présentée dans la Figure 39. Leurs poids moléculaires vont de 889,50 Da a

1116,60 Da. La comparaison des molécules a 8 aa (Figure 39A) montre des homologies au

niveau des aa 1 a 6 (L-Dab;-Leu/Ile,-Pros-Sers.Sers-Tyrs-) et des différences au niveau des aa 7

et 8 (X-Y) ainsi qu’au niveau de I’acide gras.

A.
1

2

3

Ser ——— Tyr

4

—L-Dab — Leu/Ile — Pro — Ser

Y-NH,

/

|

Lo)—0J
8 7

4 5
B. Ser ———— Tyr
1 2 3 /
—> Leu/Ile = Pro — Ser I
No—
7 6
Nom Acide Gras (AG) X Y Masse (Da) Formule brute Structure
Bel C7H1202 Orn Leuw/Ile 1002,60 C43H79N10013 A.
Incl C6H1002 Orn Leu/lle 988,57 C47H76N10013
Be2 C7H1202 Lys Leu/lle 1016,60 C49H81N10013
Inc3 C6H1002 Lys Leu/lle 1002,58 C48H79N10013
Inc8 C6H1002 Orn Val 974,55 C43H75N10013
Incl14 C5H1()N02 Lys Leu/lle 903,51 C43H7()N9012 B.
Inc15 C5H10N02 Orn Leu/lle 889,50 C42H68N9012

Figure 39 : Structures chimiques et masses des lipopeptides produits par B-LR possédant

une partie cyclique a 5 acides aminés déterminées par MS/MS.

A = structures a 8 acides aminés. B = structures a 7 acides aminés.

AG = acide gras, L-Dab = acide L-2,4 Diaminobutyrique, Leu = Leucine, Ile = Isoleucine, Pro = Proline,

Ser = Sérine, Tyr = Tyrosine, Orn = Ornithine et Val = Valine. Les molécules Inc14 et Inc15 ne possedent pas de

L-Dab en position 1 (Structure B.), elles débutent par une Leu/Ile en position 1 et ont 7 acides aminés.
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Les molécules Bel (1002,60 Da) et Incl (988,57 Da) ont les mémes séquences en acides
aminés avec une différence de masse moléculaire de 14 Da qui correspond a une perte d’un CH,

au niveau de 1’acide gras. Ce sont des molécules homologues.

Les molécules Be2 (1016,60 Da) et Inc3 (1002,58 Da) sont aussi des homologues. Elles ont les
mémes séquences en acides aminés avec une différence de masse moléculaire de 14 Da qui

correspond a une perte d’un CH; au niveau de 1’acide gras.

La comparaison des molécules Inc14 et Inc15 a 7 aa (Figure 39B) révele des homologies au
niveau de I’acide gras et des aa 1 a 5 (-Leu/lIle;-Pro,-Ser;_Sers-Tyrs-) et des différences au

niveau des aa 6 et 7 (X-Y).

Parmi les molécules possédant un cycle a 5 aa, on retrouve les masses des molécules
préalablement identifiées de fagon préliminaire en LC-MS basse résolution qui correspondent a
Bel et Be2 (Figure 40). L’analyse en UPLC/MS a permis d’aller plus loin et d’identifier une
sérine en position 5, une tyrosine en position 6, une ornithine ou une lysine en position 7 (pour
le composé Bel et Be2 respectivement), une leucine ou isoleucine en position 8 et une sérine en
position 4. Ces résultats viennent compléter ceux obtenus en basse résolution et affiner la
structure complete de ces deux molécules au niveau de leur partie cyclique (Figure 40).

AG : CH,,0,
Y——X Y-X :

-Tyr-Ser ou Ser-Tyr

1 2 3 4
AG — L-Dab— Leu/Ile — Pro — @ -Phe-Cys ou Cys-Phe
-Leu/Ile-His ou His-Leu/Ile

8 7
NH, @ Asp (composé Bel)
ou

NH, Lys/GIn (composé Be2

Figure 40 : Structures des composés antibiotiques produits par B-LR identifiés par

spectrométrie de masse basse résolution.

AG = Acide Gras, L-Dab = acide L-2,4 Diaminobutyrique, Leu = Leucine, Ile = Isoleucine, Pro = Proline,
Asp = Acide aspartique, Lys = Lysine, Gln = Glutamine, Tyr = Tyrosine, Ser = Sérine, Phe = Phénylalanine,
Cys = Cystéine et His = Histidine.
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111.2 Composés possédant une partie cyclique a

6 acides amineés

Deux molécules entrent dans cette catégorie (Inc5 et Inc6) (Figure 41). Elles comportent 9

acides aminés avec un cycle a 6 aa. Leurs poids moléculaires vont de 1030,57 Da a 1044,59 Da.

La comparaison de ces deux molécules montre des homologies au niveau des aa 1 a 6 et 9

(L-Dab;-Leu/Ile;-Pros-Sers.Sers-Tyrg-) et des différences au niveau des aa 7 et 8 (X-Y) ainsi

qu’au niveau de ’acide gras.

1 2 3

4

—L-Dab — Leu/Ile — Pro — Ser

v-NH,

5 6
Ser —— Tyr

|
[ X |7

!
Leu/Tle +——
9 8

Nom Acide Gras (AG) X Y Masse (Da) Formule brute

Incs C7H1302 Ala Ala 103 0,57 C49H79N100 14

Inc6 C6H1002 Gly Val 1044,59 C50H81N10014
Val Gly

Figure 41 : Structures chimiques et masses des lipopeptides produits par B-LR possédant

une partie cyclique a 6 acides aminés déterminées par MS/MS.

AG = acide gras, L-Dab = acide L-2,4 Diaminobutyrique, Leu = Leucine, Ile = Isoleucine, Pro = Proline,

Ser = Sérine, Tyr = Tyrosine, Ala = Alanine, Gly = Glycine et Val = Valine.
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A.
5 6
Ser =———— Tyr
1 2 3 4
—>L-I)‘ab — Leu/Tle = Pro — Ser ‘
\m—07
8 7
B.
5 6
Ser —— Tyr
1 2 3 4 1
—»L-D‘ab — Leu/Tle = Pro — Ser 7
-NH \ |
L Leu/lle +——
9 8

Figure 42 : Comparaison des structures possédant un cycle a cinq acides aminés (A.) et

un cycle a six acides aminés (B.)

La comparaison des molécules comportant des cycles a 5 et 6 acides aminés (Figure 42) révele
leur ressemblance: dune part elles ont en commun les aa 1 a 6
(L-Dab,-Leu/Ile,-Pros-Sers Sers-Tyrs-) et d’autre part elles possédent un résidu
Leucine/Isoleucine (en position 8 Figure 42A ou en position 9 Figure 42B) qui permet leur

cyclisation a I’exception du composé Inc8 qui posséderait une valine a la place (Figure 39).

La structure de ces molécules montre qu’elles sont peu cationiques. Elles comporteraient une
seule charge positive portée par I’acide diaminobutyrique en position 1 (Figure 42). Etant
donné que les molécules Bel et Be2 (octapeptides) sont majoritairement produites par B-LR,
une comparaison de ces molécules avec des antibiotiques connus produites par les
Paenibacillus a été effectuée. La structure de ces molécules ressemble aux octapéptines qui
possedent aussi un résidu L-Leucine en position 8 permettant la cyclisation de ces molécules
(Terabe et al., 1979 ; Cochrane & Vederas, 2014). Cependant les acides aminés ne sont pas les
mémes car les octapéptines seraient des polymyxines tronquées avec un cycle a 7 résidus
(Cochrane & Vederas, 2014). A notre connaissance, cette famille de molécule n’a jamais
encore ét¢ décrite dans la littérature. Nous n’avons pas pu trouver de molécule équivalente dans
la base de données NORINE. En outre nous n’avons pas trouvé d’exemple d’autres molécules
cyclisées sur une serine et présentant une chaine latérale. Le role biologique de ces molécules

demeure donc inconnu.
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A11.3 Composés possédant une partie cyclique a
7 acides aminés

Trois molécules entrent dans ce groupe. Il s’agit de décapeptides avec un cycle a sept
aa (Figure 43). Leurs poids moléculaires vont de 1140,74 Da a 1168,77 Da. La comparaison
de ces molécules montre des homologies au niveau des aa 1 a 6 et 8 a 10 et des différences au
niveau de 1’aa 7 ainsi qu’au niveau de 1’acide gras. Ces 3 molécules correspondent aux
colistines E; et E; et a la Val-colistine E, (Figure 43).

7-NH,
|5 6 7

L-Dab — Leu/lle—>

1 2 3 4 /

[ AG J=»L-Dab — Thr — L-Dab — L-Dab

NH _NH \
L T Thr +— L-Dab <— L-Dab

10 9 | 8
v-NH, v-NH,

Nom Acide Gras (AG) X Masse (Da) Formule brute
Colistine E] C9H17O Leu/lle 1 168,77 C53H101N16013
Colistine Ez C8H150 Leu/Ile 1 154,76 C52H99N16013
Val-Colistine E2 C8H15O Val 1 140,74 C51H97N16013

Figure 43 : Structures chimiques et masses des lipopeptides produits par B-LR possédant

une partie cyclique a 7 acides aminés déterminées par MS/MS.

AG = acide gras, L-Dab = acide L-2,4 Diaminobutyrique, Thr = Thréonine, Leu = Leucine, Ile = Isoleucine et
Val = Valine.

Les spectres de masse obtenus pour les colistine E;, E; et Val-colistine E, présentent des valeurs
de [M+2H]*" respectives de 585,39 ; 578,38 et de 571,38 (Figure 44 p. 119, Figure 45 p. 120 et
Figure 46 p. 121). La fragmentation des ions parents des colistines E et E; donne des ions fils
de m/z 829, 728, 628, 427, 327 et 227 (Figure 44 p. 119 et Figure 45 p. 120) qui sont formés par
perte de fragments d’aa. La fragmentation de 1’ion parent de la Val-colistine E, donne des ions
fils de m/z 815, 714, 614, 514, 413, 313 et 213 (Figure 46 p. 121) formés aussi par perte de

fragments d’aa.
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Ces 1ons fils obtenus sont identiques a ceux décrits dans la littérature lors de la fragmentation
des colistines E, E; et Val-E, (Govaerts et al., 2002 ; DeCrescenzo et al., 2007). Les colistines
E; et E; ont les mémes séquences d’acides aminés avec une différence de masse moléculaire de

14 Da qui correspond a une perte d’un CH; au niveau de 1’acide gras.

En conclusion, la souche B-LR produit de la colistine E;, de la colistine E;, et de la valine
colistine E, (Val-E,). Ces molécules sont des décapeptides cationiques et cycliques avec 5

charges positives portées par les acides diaminobutyriques a pH physiologique.
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: 13-Nov-2013
13-11-12-Echan-OB1-02 110 (1.601) 1: TOF MSMS 585.39ES+
1004 585.3922 3.76e5

585.8936
=
576.3867
586.3948
@ 535.3599
465.2995
202.1191
456.2043 728.4784
929.5891
101.0712 327.2397 710.4678 911_5’mzi|
199.1809 1
0 Hui‘_”wl‘”xwl‘\‘ \H“‘wH“‘hwi‘h"““\i‘l‘il‘“H\‘L\H‘Hl\l[‘Hl\ul”‘\HH‘\H l\ ‘H“\"l‘ih “Hl\” i w“‘l‘w””\HH\HHMH‘\HH\HH\HH\HH m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1100 1200 1300 1400
[M+2H]|*": 585.3922
ot i 241.1916 Dab Thr Dab+Thr Dab Dab
1% series ——» 9205801 —p 829.5264 —»728.4781—P 628.4149—p 427.3026—P 327.2393— 227.1759
nd . 327.2396 Dab Dab Dab+Thr Dab+Thr
2" series 3 8435412—p 7434783— 643.4153— 442.3027— 241.1917
B.
y-NH
E1 | 2
L-Dab— Leu
241.19 929.58
AG: CH,;0
AG — L-Dab Thr - L-Dab— L-Dab
\ L-Dab—— y-NH,
y-NH, y-NH,
Thr <« L-Dab
y-NH,

Figure 44 : (A) Spectre MS/MS correspondant a la fragmentation de I’ion précurseur

dichargé (m/z 585,39). (B) Structure proposée pour le peptide correspondant colistine E;.

AG : acide gras (CoH;70) ; L-Dab : acide L-2,4 diaminobutyrique ; Thr : Thréonine ; Leu : Leucine. Les carrés et

les ronds correspondent aux ions produits en premiére et seconde séries.
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A 13-Nov-2013
e -11-12-Echan-OB1-03-E2-INC14-Inc5-01 97 (1.532) Cm (95:100) 1: TOF MSMS 578.38ES+
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1l “ n \ntl\ " l. L i
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500 ' 600 700 ' 800 = 900 | 1000 ' 1100

406.2617

101.0711

100 200 300 400

[M+2H]*": 578.3837

227.1760 Dab Thr Dab Dab Thr Dab Dab
1! series —» 929.5884 —.829.5257___, 728.4775 —p 6284138 — 3 528.3514 —p 427.3025 —p 327.2391 —p 227.1757

327.2396 2Dab+Thr Dab Thr+Dab
2" series __, 8205257 —_ 528.3514__y 428.2881 —p 227.1757

B.
E2 Y'THz

L-Dab— Leu

22717 929.58
Leu AG: C8H150

AG — L-Dab Thr - L-Dab— L-Dab

\ L-Dab——y-NH,
y-NH, y-NH, ¥

Thr <« L-Dab

y-NH,
Figure 45 : (A) Spectre MS/MS correspondant a la fragmentation de I’ion précurseur

dichargé (m/z 578,38). (B) Structure proposée pour le peptide correspondant colistine E,.
AG : acide gras (CgH;5sO) ; L-Dab : acide L-2,4 diaminobutyrique ; Thr : Thréonine ; Leu : Leucine. Les carrés

correspondent aux ions produits en premicre série.
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A' 13-Nov-2013
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Figure 46 : (A) Spectre MS/MS correspondant a la fragmentation de I’ion précurseur

dichargé (m/z 571,38). (B) Structure proposée pour le peptide correspondant Val-E,.
AG : acide gras (CgH;5s0); L-Dab : acide L-2,4 diaminobutyrique ; Thr : Thréonine ; Ile : Isoleucine ; Leu :

Leucine ; Val : Valine. Les carrés et les ronds correspondent aux ions produits en premicre et seconde séries.
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B. Etude des systemes NRPS des Paenibacillus

B-LR et 32

Les travaux décrits dans la partie précédente ont permis de caractériser certains peptides
produits par la souche B-LR. Parmi ces molécules nous avons détecté des colistines qui

appartiennent a la famille des polymyxines.

Li & Jensen (2007, Canada) et Park & Choi (2007, 2009, Brevet République de Corée) ont pu
démontrer que les polymyxines A et B ainsi que les fusaricidines étaient produites par des

NRPS.

Nous avons donc cherché a vérifier I’hypothese selon laquelle les souches B-LR (productrice
de colistine) et 32 (productrice de depsipeptides proches des fusaricidines) utilisaient

¢galement des systémes NRPS pour ces productions.

IV CONSTRUCTION DE BANQUES D'ADN GENOMIQUES

Afin d’identifier les clusters de geénes responsables de la production des molécules
antibiotiques chez les bactéries B-LR et 32, deux banques d’ADN génomiques ont été
construites. Le choix des vecteurs de clonage utilisés pour la construction de ces banques
repose essentiellement sur la taille des inserts a intégrer. En effet, les clusters impliqués dans la
biosynthese des fusaricidines et des polymyxines chez les P. polymyxa sont de tailles
importantes (entre 33 et 40 kb respectivement). Le vecteur choisi doit donc permettre d’intégrer
des inserts de cette taille. Les fosmides et les cosmides ont été utilisés pour 1’étude de tels
clusters. Cependant, lors d’une étude sur le cluster de production de la fusaricidine chez
P. polymyxa PKB1, un probléme de stabilité¢ des inserts a été observé avec une banque
cosmidique. Cette instabilité résulterait de réarrangements entre les inserts et I’ADN
génomique (Li et al., 2007). Pour éviter ces instabilités, nous avons choisi les fosmides pour la
construction des banques. Les fosmides permettent d’intégrer des inserts de tailles allant de 35 a
45 kb et possedent les éléments cos des phages lambda (Kim et al., 1992). Ces derniers
permettent 1I’encapsidation des éléments génétiques au sein de phages, qui seront utilisés pour
la transformation des cellules hotes. Ils sont présents en faible nombre de copies dans les

cellules et par conséquent ils sont plus stables que les cosmides.
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La mise au point de cette nouvelle méthodologie a été particulierement difficile en raison de la
longueur des fragments a cloner. Plusieurs tentatives de construction se sont avérées

infructueuses. Une longue période de mise au point a donc été nécessaire.

=  Test de ’efficacité des phages A utilisés pour I’encapsidation :

Avant de procéder a la construction des banques il est impératif de vérifier I’efficacité des
extraits de phages utilisés. La diminution de [D’efficacité d’encapsidation entraine une
diminution considérable du nombre de clones attendus lors de I’infection.

Pour cela il faut suivre le protocole classique de construction d’une banque en utilisant un ADN
«control » déja ligaturé (Stratagene) et infecter les bactéries E. coli VCS257 ou
E. coli LE392MP qui sont sensibles aux phages A. Ce protocole permet d’obtenir des plages de
lyses en lieu et place de colonies d’une banque normale. En comptant le nombre de plages de
lyse obtenues on pourra calculer I’efficacité d’encapsidation en pfu/pug d’ADN (pfu, unité
formant plaque). Cette étape ne sera validée que si ’efficacité obtenue est supérieur a

1.10° pfu/pg.

= Détermination du nombre de clones représentatifs d’une banque :

Une banque génomique est complete que si elle est représentative de I’ensemble du génome des
souches étudiées. La probabilité d’avoir une séquence quelconque d’ADN dans la banque peut

étre calculée avec la formule suivante :
N =In (1-P) / In (1-F)

Ou N est le nombre de clones recombinants nécessaires, P la probabilité de couvrir le génome,
F le rapport entre la taille moyenne des inserts et la taille du génome de la souche utilisée. En se
basant sur la taille des génomes des souches de P. polymyxa (~ 6000 kb) et une taille moyenne
des inserts de 40 kb, le nombre de clones nécessaires pour obtenir des banques représentatives

des génomes des souches B-LR et 32 avec une probabilité de 99% est d’environ 689.

1IV.1 Clonage dans pSMART-FOS : banque de la
souche 32

La banque fosmidique du Paenibacillus 32 a été construite en fragmentant I’ADN génomique
de fagon mécanique avec une pipette de 200 pL. Les coupures mécaniques ont été réalisées par

cycle de 200 pipetages-refoulages. L’ADN fragmenté est ligaturé dans le vecteur fosmidique
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pSMART-FOS et le mélange de ligation a été encapsidé dans les extraits de phages Gigapack
III XL, formant ainsi des phages recombinants. Pour étre sir d’avoir au moins les 689 colonies
de la banque, il est nécessaire de faire un titrage des particules de phages en étalant sur boite une
premiere fois un mélange de 10 uL de bactériophages et de 100 uL d’E. coli Replicator FOS
préparées. Pour les 10 uL de phages recombinants étalés 25 colonies ont été obtenues, donc il

faut étaler au minimum 240 pL de phages recombinants pour avoir environ 600 colonies.

Apres un étalement de 300 puL de phages recombinants, environ 1300 colonies ont été obtenues.
Au final la banque d’ADN génomique de la souche 32 est constituée de 1300 clones. La banque
a ensuite été repiquée sur boites YT-CXIS de fagon a individualiser les 1300 clones d’E. coli.

Ceux-ci sont alors conservés dans des plaques de microtitration de 96 puits.

V.2 Clonage dans pEpiFOS™ : banque de Ia
souche B-LR

Le fosmide pEpiFOS™ a été utilisé pour la construction de la banque génomique du
Paenibacillus B-LR apres plusieurs tentatives infructueuses de construction dans le fosmide
pSMART-FOS. L’ADN génomique de la souche B-LR a été digéré partiellement avec
I’enzyme de restriction BamHI (5°-GGATCC-3") dont la fréquence de coupure est de 1/4096.
La taille des fragments de restriction retenue pour la ligation est de 35 a 45 kb. Les fragments

obtenus ont été ligaturés dans le fosmide pEpiFOS™

préalablement digéré par BamHI et
déphosphorylé. Le site BamHI est présent dans le géne lacZ. Le mélange de ligation obtenu a
ensuite été¢ encapsidé dans les extraits de phages MaxPlax A, formant des phages recombinants.
Pour déterminer le titre de la banque, 10 a 50 uL de produit d’encapsidation ont été utilisés pour
infecter 100 pL d’une culture d’E. coli EPI100-T1R. Pour les 10 pL de phages étalés, 20

colonies ont été obtenues, et pour les 50 pL de phages 100 a 150 colonies ont été obtenues.

La totalité des phages a été utilisée pour infecter les cellules d’E. coli EPI100-T1R, ce qui a
permis d’obtenir une banque d’ADN génomique de 960 clones d’E. coli contenant chacun un
petit fragment d’ADN de la bactérie B-LR. La banque est ensuite repiquée sur boites
LB-chloramphénicol de fagon a individualiser les 960 clones dans des plaques de microtitration

de 96 puits.
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V CRIBLAGE DE LA BANQUE B-LR

Par manque de temps la banque de la bactérie 32 n’a pas pu étre criblée. Seule celle du

Paenibacillus B-LR a subi une étude poussée.

L’objectif du criblage était de retrouver dans ces 960 clones le ou les genes impliqués dans la
biosynthése des molécules antibiotiques produites par le Paenibacillus B-LR. Cette souche
produit majoritairement deux types de peptides d’intéréts : des colistines (polymyxine E) et des
composés a 8 acides aminés. Nous avons donc émis 1’hypothése selon laquelle les genes de
productions recherchés partageaient des homologies avec les génes responsables de la synthese
des polymyxines décrits dans la littérature (Choi ef al., 2009 ; Shaheen et al., 2011). Ainsi, pour
retrouver ces séquences homologues, des techniques de criblage par PCR dégénérées et non

dégénérées sur colonies ont été mises en place.

.V.1 Mises au point des amorces

Différentes amorces dégénérées permettant d’amplifier les régions conservées de certains
domaines d’adénylation intégrant des acides aminés communs aux polymyxines et aux peptides
d’intéréts produits par la souche B-LR (Figure 47) ont donc été congues. Ces amorces sont

ensuite utilisées pour rechercher des clones d’intéréts dans la banque.

A. Structure des molécules Bel et Be2
Ser ——— Tyr

—»L-D‘ab — Leu/Ile = Pro — Ser I
T-NH, \Leu/lle «—— Orn (Bel)
ou
Lys (Be2)
B. Structure des colistines E, E, et Val-E, T-NH, Val (Val-E,)

\ ou
L-Dab — Leu/lle—> Leu/lIle (E; et E,)

[ AG |~ L-D‘ab — Thr — L-Dab — L-Dab/
-NH -NH \
L R Thr +— L-Dab +— L-Dab

v-NH, v-NH,

Figure 47 : Structures des peptides antibiotiques d’intéréts majoritairement produits par

le Paenibacillus B-LR identifiées par spectrométrie de masse.
AG = Acide Gras, L-Dab = acide L-2,4 Diaminobutyrique, Leu = Leucine, Ile = Isoleucine, Pro = Proline,

Ser = Sérine, Tyr = Tyrosine, Orn = Ornithine, Lys = Lysine, Thr = Thréonine.
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= Exemples des amorces « L.-2.4-diaminobutyrique » (LDAB-F/LDAB-R)

L’acide L-2,4-diaminobutyrique (L-Dab) est le monomere le plus représenté dans la structure
des colistines (Figure 21 p. 52). Les domaines A responsables de son incorporation représentent

donc une bonne cible pour la recherche du cluster d’intérét.

Des alignements ont donc été effectués avec les séquences nucléiques des domaines
d’adénylation des modules 1, 3, 4, 5, 8 et 9 des synthétases PmxE et PmxA décrites comme
¢tant responsables de 1’incorporation de ’acide L-2,4-diaminobutyrique (Choi et al., 2009 ;
Shaheen et al., 2011). Ces alignements ont révélé des motifs conservés qui ont permis de définir
des amorces dégénérées spécifiques de ces domaines. La Figure 48 montre 1’alignement des 6
domaines d’adénylation et les motifs conservés qui ont abouti a 1’obtention du couple

d’amorces dégénéré LDAB-F/LDAB-R.

pmx
14,9 kb 3,3kb 1,8kb 1,7 kb 18,9 kb
| pmxA > | B>|C>|D> | pmxE >
_Leu Thr Dab Dab' ) Thr. _Dab Thr Dab Dab Dab )
Module 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5
domaine A 5’ 3’ 5’ 3’
PmxE-Al GTGTTCGTGGGAGATATCG 64 CGGCAAAGCGTGGCTGAAT 438
PmxE-A3 GTGTTCGTGGGAGATATCG 21 CGGCAAAGCGTGGCTGAAT 395
PmxA-A8 GTGTTCGTGGGAGATATCG 21 CGGCAAAGCGTGGCTGAAT 395
PmxA-A9 GTGTTCGTGGGAGATATCG 21 CGGCAAAGCGTGGCTGAAT 395
PmxE-A4 GTGTTCGTCGGTGATATTG 21 CGGGAAAGCGTGGCTGAAC 395
PmxE-AS5 GTGTTCGTCGGAGACATCG 21 CGGCAAAGCTTGGCTGAAC 395
* k kk ok Kk kK * * * % * * * * % % * k k Kk Xk * Kk k k ok kkk
LDAB-F 5’ -GTGTTCGTSGGWGAYATYG-3’ 3’ -RTTCAGCCAMGCTTTSCCG-5’ LDAB-R

Figure 48 : Alignement des domaines d’adénylation conservés impliqués dans
P’incorporation de I’acide diaminobutyrique (L-Dab) a partir des séquences NRPS du
cluster de production de la polymyxine A (pmx) chez P. polymyxa E681 (Choi et al., 2009).
Leu = Leucine, Thr = Thréonine et Dab = acide L-2,4 Diaminobutyrique. Les génes pmx4, B et E codent pour des
synthétases, C et D codent pour des transporteurs.

Ces amorces ont été utilisées pour révéler la présence des domaines d’adénylation incorporant
des Dab chez la souche B-LR (ADN extrait et colonies) et chez la souche de référence
productrice de polymyxine PKB1 (Beatty & Jensen, 2002). L’ADN des souches E. coli
Réplicator FOS et E. coli EPI100-T1R ont servi de témoins négatifs (Figure 49). Les
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extractions d’ADN ont été réalisées comme décrit dans le paragraphe .I1.1.1 p. 79 du matériel et

méthodes.

500 pb
395 pb
250 pb

Figure 49 : Gel d’agarose des témoins positifs et négatifs permettant de valider les

amorces LDAB (395 pb).

Puits M le marqueur de taille 1kb DNA Ladder ; Puits T° le témoin sans ADN ; Puits (-) les témoins négatifs
contenant I’ADN des souches E. coli Réplicator FOS et E. coli EPI100-T1R ; Puits By et PKg,; les témoins
positifs contenant I’ADN des souches B-LR et PKB1.

Pour les amorces L-Dab la taille des fragments attendue était de 395 pb. Une bande de cette
taille a été obtenue aprés amplification de I’ADN/colonies des témoins positifs (Figure 49).

Cette étape a permis de valider ces amorces avant criblage de la banque.

Les 960 clones de la banque d’ADN génomique de B-LR répartis dans 10 boites de 96 puits ont
été repiqués sur des boites de milieu LB gélosé. Dans un premier temps les clones de la banque
ont été criblés par PCR dégénérée sur colonies avec les amorces L-Dab spécifiques des
domaines d’adénylation incorporant 1’acide L-2,4-diaminobutyrique. A I’issue de cette
premicre sélection, 28/960 clones ont montré la présence d’un fragment de 395 pb (comme
exemple la Figure 50A). Ces 28 clones présélectionnés constituent un pool positif. Ils ont
ensuite ¢été regroupés sur boites puis re-criblés par PCR sur colonies avec les mémes amorces
L-Dab pour valider cette étape de sélection (Figure 50B). Une fois validée, ces clones ont été

ensuite testés tour a tour avec d’autres amorces.
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M 17 20144 12 35 58 73 75 201 62 20% 13 42 95 18 20%

395pb 500pb T ———— e e W W D W W W W Yy

100 pb —E=

M 39 4 5 31 43 57 80 81 88 93 60 63

500 pb
100 pb

395 pb

395 pb

Figure 50 : Détection sur gel d’agarose des fragments amplifiés par PCR sur colonies des

clones de la banque B-LR avec les amorces LDAB-F et LDAB-R (395 pb).

A. Puits 4, 5, 31, 43,57, 80 et 81 indiquent le numéro des clones positifs ; Puits T° le témoin sans ADN ; Puits (-)
les témoins négatifs contenant I’ADN des souches E. coli Réplicator FOS et E. coli EP1100-T1R ; Puits (+) les
témoins positifs contenant I’ADN des souches B-LR et PKB1 ; Puits M le marqueur de taille 100 pb DNA Ladder.
(Gel agarose 1,5% ; TBE 1X ;40 mina 75 V).

B. Gel de vérification des 28 clones positifs apreés amplification avec les amorces LDAB-F et LDAB-R. (Gel
agarose 1,5% ; TBE 1X ;2 ha 100 V).

Pour affiner ce crible nous avons ensuite recherché par PCR les régions conservées des
domaines d’adénylation permettant d’intégrer la leucine, la proline et I’isoleucine supposés
présents dans la structure des composés antibiotiques produits par B-LR (Figure 47 p. 126). La
proline et I’isoleucine ne sont pas présents dans les clusters de génes de polymyxines séquencés

dans la littérature, elles sont alors recherchées dans d’autres clusters.

=  Amorces LeulPa-F/LeulPa-R

Une autre tentative de criblage a été effectuée avec des amorces spécifiques des domaines
d’adénylation intégrant la leucine dans les deux synthétases PmxA des clusters pmx de
production de la polymyxine A (P. polymyxa E681) et de la polymyxine B (P. polymyxa PKB1)
(Choi et al., 2009 ; Shaheen et al., 2011). La Figure 51 montre 1’alignement de ces 2 domaines
d’adénylation et les motifs conservés qui ont permis d’obtenir le couple d’amorces
LeulPa-F/LeulPa-R. Ce couple d’amorces permet d’amplifier des fragments spécifiques de

350 pb.
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domaine A 5/ 3’ 57 3

PmxA-A7 GCCGAATTCGTGCAGCAGTGG 237 GCCCGCTGGCTGCCGGAC 561

PmxA-A6 GCCGAATTCGTGCAGCAGTGG 237 GCCCGCTGGCTGCCGGAC 561
khkkhkkkkhkhkkkkhkhkkkhkhkkkkk khkkkhkhkkkkhkhkhkkkkhkkkkk

LeulPa-F GCCGAATTCGTGCAGCAGTGG GTCCGGCAGCCAGCGGGC LeulPa-R

Figure 51 : Alignement de séquences nucléiques des domaines d’adénylation impliqués

dans I’incorporation de la leucine dans les synthétases PmxA des polymyxines A et B.

Apres criblage des 28 clones, 4 clones (notés 73, 42, 57 et 80) contenant les fragments de

350 pb ont été sélectionnés avec ces amorces (Figure 52).

350 pb

5780 M

<« 350 pb

Figure 52 : Gel d’électrophorése des fragments amplifiés par PCR sur colonies avec les

amorces LeulPa-F et LeulPa-R (350 pb).

Puits 73, 42, 57 et 80 indiquent le numéro des clones positifs ayant I’insert de 350 pb ; Puits (+) les témoins positifs
contenant I’ADN des souches B-LR et PKBI ; Puits (-) le témoin négatif contenant I’ADN de la souche
E. coli EPT100-T1R ; Puits M le marqueur de taille 50 pb DNA Ladder. (Gel agarose 1% ; TBE 1X ; 1 ha 100 V).

=  Amorces IsoL-F/IsoL-R

Comme précédemment, ces amorces ont été définies a partir des alignements de séquences
nucléiques des domaines d’adénylation intégrant 1’isoleucine dans les synthétases de la
bacitracine (BacA et BacC), de la fengycine (FenE) et de la lichenysine (LicC) des Bacillus
licheniformis et B. subtilis (Figure 53). La taille des fragments attendue pour ce couple
d’amorces est de 235 pb. Cependant lors des tests PCR in vitro avec I’ADN des deux souches
B-LR et PKBI utilisés comme témoins positifs, ces amorces amplifient 2 bandes intenses de
250 et 900 pb. Avec I’amplification de ce fragment a 900 pb non attendu (Figure 54), on peut
dire que ces amorces dégénérées sont moins spécifiques. Elles ont permis de sélectionner 11

clones sur les 28 précédents.
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domaine A 5/ 3/ 57 37
BacA-I1eAb CAATCCCGATCGGCAGCCCG 372 GGCTGCCAGACGGCAACAT 587
BacC-I1eA8 CGATTCCGATCGGCAGCCCG 371 GGCTGCCTGACGGCAACAT 586
BacA-IleAl CGATTCCGATCGGCAGCCCG 372 GGCTGCCAGACGGCAACAT 587
FenE-I1eAlO0 CTATCCCGATCGGGAAACCG 368 GGCTGCCTGATGGGAACCT 580
LicC-I1leA7 CCATTCCGATCGGCAAGCCG 372 GGCTGCCGGACGGCAATAT 587
* hk Khhkkkkhkkk * * % % kkhkkhkkkk *k h*k k% *

IsoL-F CNATYCCGATCGGSARVCCG AKRTTSCCRTCHGGCAGCC IsoL-R

Figure 53 : Alignement de séquences nucléiques des domaines d’adénylation impliqués
dans I’incorporation de ’isoleucine dans les synthétases de la bacitracine, de la fengycine

et de la lichenysine pour définir les amorces dégénérées IsoL.

IR Per 4273 80

900 pb

250 pb

Figure 54 : Gel d’électrophorése du criblage par PCR sur colonies avec les amorces Isol-F
et IsoL-R (250 pb).
Puits 42, 73 et 80 indiquent le numéro des clones positifs ayant I’insert de 250 pb ; Puits T° le témoin sans ADN ;
Puits (-) le témoin négatif contenant I’ADN de la souche E. coli EPI100-T1R ; Puits (+) les témoins positifs
contenant I’ADN des souches B-LR et PKB1 ; Puits M le marqueur de taille 50 pb DNA Ladder. (Gel agarose 1% ;
TBE 1X;1hal00V).

=  Amorces Pro3-F/Pro3-R

Comme précédemment, ces amorces ont été définies a partir des alignements de séquences
nucléiques des domaines d’adénylation intégrant la proline a partir des synthétases de la
tyrocidine (TycB) et de la gramicidine (GrsB) de Brevibacillus brevis. Notons que ces mémes
domaines d’adénylation retrouvés dans les synthétases de la mycosubtiline, de I’iturine, de la
pristinamycine, de la fengycine ou encore de I’actinomycine ont été exclus de cet alignement

car elles ne permettaient pas d’obtenir des motifs conservés. La Figure 55 montre les
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alignements et les motifs conservés qui ont permis d’obtenir le couple d’amorces dégénérées

Pro3-F/Pro3-R spécifique de la proline.

domaine A 5’ 3’ 57 37
TycB-ProA2 CACAATCACTACGGCCCGTC 943 GAATGTACCGAACGGGTGAT 1205
GrsB-ProA2 CACAATCATTATGGTCCATC 942 GGATGTACCGAACAGGGGAT 1203
khkkkkkkk *k*x *k **x *x% * kkhkkkkkkkkkk *k *k%x
Pro3-F CACAATCAYTAYGGYCCRTC ATCMCCYGTTCGGTACATYC Pro3-R

Figure 55 : Représentation schématique des alignements de séquences nucléiques des
domaines d’adénylation impliqués dans I’incorporation de la proline dans les synthétases

de la tyrocidine et de la gramicidine pour définir les amorces dégénérées Pro3.

La taille des fragments attendue est de 280 pb pour les amorces Pro3. Elles ont aussi permis de

sélectionner 10 clones positifs sur les 28.

=  Amorces pmxC-F/pmxC-R

Une derniére tentative de criblage a été effectuée avec des amorces non dégénérées. Ce couple
d’amorces permet d’amplifier le géne pmxC codant pour un des transporteurs de la polymyxine
A chez le P. polymyxa E681 (Choi et al., 2009). 1l permet d’amplifier des fragments de 1800 pb
chez les souches témoins positifs B-LR et PKBI.

Les 28 clones de la banque ont ensuite été criblés par PCR en utilisant les amorces pmxC-F et
pmxC-R pour rechercher les clones qui contiendraient le géne pmxC. Comme le montre la
Figure 56, ce criblage a permis de sélectionner 10 clones positifs (notés 12, 35, 73, 42,4, 5, 43,
57, 80 et 80) sur les 28 précédents.

57 w80s 60 T° wd

2 kb

e .l | Bl ] 18kb
1,5 kb '

0,5 kb

Figure 56 : Gel d’¢électrophorése des fragments amplifiés par PCR sur colonies avec les
amorces pmxC-F et pmxC-R (1800 pb).
Puits 12, 35, 73,42, 4, 5,43, 57, 80 et 60 indiquent le numéro des clones positifs ; Puits T° le témoin sans ADN ;

Puits (+) les témoins positifs contenant I’ADN des souches B-LR et PKBI1 ; Puits M le marqueur de taille 1 kb
DNA Ladder. (Gel agarose 0,7% ; TBE 1X ;2 h a 100 V).
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.V.2 Conclusion du criblage

En plus du criblage ciblant les domaines d’adénylation, nous avons également cherché a

amplifier le transporteur pmxC.

L’analyse du tableau de criblage (Tableau 12) fait ressortir 4 groupes de clones :

Le groupe 1 des clones 42/73/57/80 qui contiendraient tous les domaines d’adénylation
testés ainsi que le gene pmxC. Ce groupe constitue le meilleur pour un éventuel
séquencage.

Le groupe 2 des clones 20/31/88/63 qui contiendraient les domaines d’adénylation
intégrant la proline, 1’isoleucine et I’acide L-2,4-diaminobutyrique.

Le groupe 3 des clones 95/18/93 qui contiendraient les domaines d’adénylation
intégrant 1’isoleucine et 1’acide L-2,4-diaminobutyrique. Ce groupe a été éliminé pour
un séquengage car les clones ne contenaient ni les séquences intégrant la proline ni le
gene pmxC qui code pour un des transporteurs des polymyxines. En effet on suppose
que ce groupe 3 pourrait posséder que les 2 premiers acides aminés de la partie linéaire
des composés a huit acides aminés produits par B-LR (Figure 47 p. 126).

Le groupe 4 des clones 12/4/5/43/60 qui contiendraient en plus des domaines
d’adénylation intégrant I’acide L-2,4-diaminobutyrique le gene pmxC impliqué dans le
transport des polymyxines. Puisque les clones de ce groupe ne possederaient qu’un seul
domaine d’adénylation et donc un cluster tronqué, ils n’ont pas été sélectionnés pour le

séquencage.

Notons que les clones 35 et 44 n’appartiennent a aucun groupe. Pour la suite de cette analyse

nous avons sélectionné trois clones dans le groupe 1 (42/73/80) un clone dans le groupe 2 (31)

et le clone 35.

Le criblage de la banque B-LR a été effectué en se basant sur la structure des molécules

antibiotiques définies par spectrométrie de masse basse résolution. Ce criblage n’était donc pas

optimal car les structures n’étaient pas parfaitement définies.
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Tableau 12 : Tableau du criblage par PCR sur colonies des 28 clones de la banque B-LR.

Boites d’origines de la banque B-LR

Clones

Amorces

BLR-I

17

20

Pro3 (280 pb)

Isoleucine (250 pb)

LeucinePa 350
pb)

PmxC (1800 pb)

L-Dab (395 pb)

20 | 62 20 13 95 | 18 | 20
+
+ + |+

+ | + + + + |+ |+

BLR-S BLR-IO
88 | 93 63
+ +
+ +
+ +

En vert le groupel, en jaune le groupe 2, en rose le groupe 3 et en bleu le groupe 4. Les clones 35, 42, 31, et 57 ont été séquencés.
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.V.3 Sélection des clones a séquencer

Les clusters de production des polymyxines décrits dans la littérature sont des clusters de
grandes tailles (40,6 kb) (Choi ef al, 2009 ; Shaheen et al., 2011). Ainsi, pour sélectionner les
inserts les plus grands en vue de leur séquencgage, une vérification de la taille des 5 clones
d’intéréts (42/73/80 5 31 et 35) a été effectuée. L’ ADN fosmidique de ces clones a été extrait
puis digéré avec divers enzymes de restriction qui ont 1 ou 2 sites de coupures dans le fosmide
pEpiFOS™. La taille des inserts a ensuite été vérifiée par électrophorése PFGE. La Figure 57

montre pour les clones 35, 73, 42 et 80 (le résultat du clone 31 n’est pas montré ici).

Clones Taille Insert

estimée estimé
(kb) (kb)

35 38 30,5
48,5 kb 73 36 28,5
42 38,5 31
21 kb 80 32,5 25
10 kb
7,5 kb
5 kb
3kb
2kb

Figure 57 : Vérification par électrophorése PFGE de la taille des inserts des clones

positifs 35, 73, 42 et 80 aprés digestions enzymatiques.

L’ADN fosmidique des clones est extrait puis digéré avec les enzymes de restrictions Scal (S), Pmll (P) et BamHI
(B) qui coupent respectivement le vecteur fosmidique 1 a 2 fois. Les fragments obtenus sont séparés sur un gel
d’agarose (agarose 1% ; TBE 1X; 16 h a 6V/cm; angle de 120°C). Puits M; (marqueur de taille 1 kb),
M, (marqueur Lambda DNA/ EcoRI + HindIII) et M3 (marqueur Lamda Mix 19). Le fragment de 7,5 kb (fleche a
droite) représente le fosmide linéaire sans insert. La taille estimée des inserts est représentée dans le petit tableau a

droite.
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Les clones recombinants qui étaient digérés par BamHI présentaient au moins un site BamHI
dans D’insert, ce qui montre que la digestion de I’ADN génomique de B-LR lors de la
construction de la banque était bien partielle. La taille des inserts vérifiés varie de 25 a 31 kb.
Les profils de restriction obtenus aprés PFGE ont permis de sélectionner quatre clones qui
possedent un insert de grande taille (30-31 kb). Ces clones sont le clone 35, le clone 31 dans le
groupe 2 ainsi que les clones 42 et 57 dans le groupe 1. Ces clones sélectionnés ont ensuite été

séquencés (Roche GS FLX).

VI ANALYSE /N SILICO DES SEQUENCES

Le séquencgage de ces 4 clones a permis d’obtenir 4 séquences de 34 a 37 kb (insert). Trois
d’entre elles (issues des clones 35, 42 et 57) ont pu étre assemblées sur 50,4 kb. La quatrieme
séquence (clone 31) ne présente pas d’homologie avec les autres et ne contiendrait qu’un
fragment de systeme NRPS. Seul le résultat de 1’assemblage des séquences issues des clones
35,42 et 57 sera donc discuté ici. Les cadres ouverts de lecture ou Open Reading Frame (ORFs)

ont été recherchés dans les 50,4 kb. Au total 12 ORFs ont été retrouvés (Figure 58, Tableau 13).

Tableau 13 : Fonctions déduites, tailles et pourcentage d’identités des ORFs retrouvés

apreés séquencage, avec des protéines homologues retrouvés chez les Paenibacillus.

ORFs Cadre Tailles % Description Microorganismes  Numéros
[pb] pb aa ID d’accession
ORF1 +1 630 210 93 hypothetical protein P. alvei WP _021255919.1
[247-879]
ORF2 +1 495 165 93 GCNS5-like N-acetyltransferase P. alvei WP _021257637.1
[1213-1710]
ORF3 +2 480 160 82 GCNS5-like N-acetyltransferase ~ P. dendritiformis ~ WP_006674655.1
[1766-2248]
ORF4 +3 549 183 96 hypothetical protein P. alvei WP_021257635.1
[2397-2945]

39 2'-5' RNA ligase Halobacillus WP _014642828.1

halophilus

ORF5 -1 768 256 98 Phage-like protein P. alvei WP _021255912.1
[4380-5150]
ORF6 -2 834 278 98 aminoglycoside P. alvei WP_021257631.1
[5491-6327] 6-adenylyltransferase
ORF7 -1 1290 430 97 diaminobutyrate--2-oxoglutarate ~ P. alvei WP_021255909.1
[7296-8588] aminotransferase
ORF8 +2 14997 4967 94 PmxA P. polymyxa AEZ51516.1
[9275-24271]
ORF9 +1 3309 1102 96 PmxB P. polymyxa AEZ51517.1
[24424-27732]
ORF10 +2 1824 608 96 PmxC P. polymyxa AEZ51518.1
[27722-29548]
ORF11 +1 1731 577 96 PmxD P. polymyxa AEZ51519.1
[29545-31278]
ORF12 +2 18879 6292 95 PmxE P. polymyxa AEZ51520.1

[31568-50446]
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| Clone 35 |

I
Clone 42 |

|
} Clone 57 |
[ |
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ORF2 ORF4 ORF6 ORF10 ORF11

Figure 58 : Organisation et annotation des ORFs retrouvés sur 50,4 kb avec le cluster col

de production putatif de la colistine chez le Paenibacillus B-LR.
L’assemblage des séquences des clones 35, 42 et 57 a permis d’obtenir les ORFs en amont du cluster ainsi que le

cluster complet col.

L’analyse in silico a permis d’identifier un cluster de génes de 40,7 kb appelé « cluster co/ ». Ce
cluster col contient 5 cadres ouverts de lecture nommés colA, colB, colC, colD et colE (Figure
S59A p. 139). La comparaison entre le cluster co/ et les clusters pmx décrits dans la littérature
montre le méme nombre de géne et la méme organisation (Tableau 13). Par homologie de
séquences avec les clusters pmx, les génes colA, colB, et colE ont été identifiés comme codant
pour des synthétases NRPS. Une étude in silico a permis de prédire I’implication de ces
synthétases dans 1’assemblage d’un variant de la colistine chez le Paenibacillus B-LR

(http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de/, http://antismash.secondarymetabolites.org/ et

http://nrps.igs.umaryland.edu/nrps/). L’analyse BLAST des geénes colC et colD identifiés au

milieu du cluster co/ suggere que ces genes codent pour des transporteurs ABC.

V1.1 Analyse du cluster NRPS de production de
la colistine chez B-LR

D’apres les prédictions in silico, les 3 genes colA, colB et colE coderaient pour des synthétases
non-ribosomiques impliquées dans la biosynthese de la colistine. col4 (14,9 kb) code pour une
protéine de 4967 aa, colB (3,3 kb) code pour une protéine de 1102 aa et colE (18,9 kb) code
pour une protéine de 6292 aa. Les séquences protéiques codées par ces 3 ORFs ont été

analysées avec des logiciels de prédiction en ligne (http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de/,

http://antismash.secondarymetabolites.org/ et http://nrps.igs.umaryland.edu/nrps/)  pour

déterminer 1’agencement modulaire du cluster NRPS ainsi que les monomeres potentiellement
incorporés (Figure 59B p. 139). Les analyses de séquences effectuées par analogie avec ce qui a

été décrit pour les polymyxines ont révélées que co/E code pour 5 modules NRPS responsables
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de I’incorporation des cinq premiers acides aminés de la colistine, co/4 code pour 4 modules
incorporant les quatre acides aminés suivant et co/B code pour un seul module responsable de
I’incorporation du dernier acide aminé de la colistine. Cette analyse montre que I’ordre et la
disposition de ces 3 génes codant pour des NRPS au sein du cluster ne sont pas colinéaires avec
les acides aminés composant la colistine. Cet agencement des ORFs ressemble a I’agencement
retrouvé dans les clusters pmx de production de la polymyxine A chez P. polymyxa E681
(Choi et al., 2009), de la polymyxine B chez P. polymyxa PKB1 (Shaheen et al., 2011) et de la
polymyxine P chez P. polymyxa M-1 (Niu et al., 2013). Etant donné que dans la molécule de
colistine on a une cyclisation interne, on peut supposer qu’on est en présence d’un peptide

produit par biosynthése non linéaire (type C) (Mootz et al., 2002).

Les comparaisons des séquences protéiques du cluster co/ de BL-R avec les séquences
protéiques des clusters pmx des souches PKBI, E681 et ATCC21830 montrent des fortes

homologies de séquences (Tableau 14).

Tableau 14 : Comparaison des séquences protéiques du cluster col avec les clusters pmx
des souches de P. polymyxa PKB1, E681 et ATCC21830 productrices de polymyxines B, A

et E respectivement.

Séquences Tailles % ID séquences protéiques pmx
pb aa PKB1 E681 ATCC21830

colA 14901 4967 94 90 96

colB 3306 1102 96 95 96

colE 18879 6292 95 96 84
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Figure 59 : Cluster de génes putatif de biosynthése de la colistine (col) chez le

<« L-Dab « L-Dab
9 8

Paenibacillus B-LR et déduction de la structure primaire de la colistine synthétisée.

(A) Structure des genes col. Les fleches vert, jaune et bleue représentent les génes NRPS (cold, B et E) et les
fleches blanches les ABC transporteurs (colC et D). Les chiffres en kb indiquent la taille de chaque ORF.

(B) Disposition des modules et domaines NRPS lors de la biosynthése de la colistine. Les génes colE et cold
contiennent un domaine d’épimérisation qui est responsable de la conversion stéréochimique des L acides aminés
en D.

(O) Structure primaire de la colistine synthétisée par le Paenibacillus B-LR obtenue a partir de la prédiction des
acides amings intégrés par les domaines A. Les 10 acides aminés sont intégrés par les génes colE, colA et colB.
AG = Acide Gras, Dab = acide-2,4 Diaminobutyrique, Leu = Leucine, Ile = Isoleucine et Thr = Thréonine. A; a Ay

indique les numéros des domaines d’adénylation.
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Chaque module identifié¢ est composé de trois ou quatre domaines organis€s comme suit :
A-T-C, A-T-E-C ou A-T-Te (Figure 59B). Les domaines identifiés chez B-LR vont étre

analysés et comparés a ceux décrits dans la littérature.

e Domaines de condensation

Dans un module NRPS, le domaine de condensation (C) est responsable de la formation de la
liaison peptidique entre deux acides aminés adjacents activés par les domaines d’adénylation de
deux modules consécutifs (Strieker et al., 2010). Les prédictions in silico ont montré que les
synthétases colE et colA contiennent respectivement 5 et 4 domaines C (Figure 59B p. 139). En
plus de ces neuf domaines de condensation on retrouve dans la partie N terminale de la
synthétase co/E un domaine Cgarer qui se distingue des autres domaines C trouvés. La présence
de ce type de domaine Cgyer a déja été rapportée dans les lipopeptides ou ce domaine est
responsable de la formation d’une liaison amide entre un acide gras en début de chaine et le
premier acide aminé sélectionné par le module d’initiation de la synthétase (Konz et al., 1999 ;
Rausch et al., 2007). Cette fixation de I’acide gras est essentielle et est considérée comme la
premicre étape dans la biosyntheése des lipopeptides. Cependant dans la biosynthése des
polymyxines, le mécanisme d’incorporation de la partie acide gras au peptide reste encore
inconnu. Ces domaines Cggyrer SONt retrouvés par exemple dans les clusters NRPS de la
fusaricidine (Li et al., 2007), de I’arthrofactine (Roongsawang et al., 2003), ou encore de la

surfactine (Cosmina et al., 1993).

e Domaines d’adénylation

Le domaine d’adénylation (A) est responsable de la sélection de I’acide aminé et de son
activation pour I’incorporer dans le peptide final (Stachelhaus et al., 1995). La découverte des
motifs conservés propres aux différents domaines (Marahiel et al., 1997) ainsi que celle du
code conférant la spécificité des domaines A ou code Stachelhaus (Stachelhaus ef al., 1999,
Challis et al., 2000) a permis le développement de différents algorithmes disponibles en ligne.
Ces outils sont utilisés pour analyser les domaines NRPS et pour prédire la spécificité d’un
substrat pour un domaine A, a partir des séquences protéiques des synthétases. Dans cette
¢tude, les outils de prediction en ligne ont été utilisés pour analyser la structure modulaire de la
colistine synthétase et déterminer la spécificité des substrats incorporés par les domaines A

dans chaque module (Figure 59B p 139).

Ces programmes ont identifiés la présence de 4 domaines A pour col4, un pour colB et cinq
pour colE dans le cluster col. Les acides aminés prédis pour les domaines A de cold sont
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respectivement Leu-6, Leu/Ileu-7, Dab-8 et Dab-9, avec 1’acide diaminobutyrique (Dab) qui est
un acide aminé non protéinogene. Le domaine A7 de colA a été prédit pour activer une Leucine
ou une Isoleucine par les algorithmes. Le domaine A de colB activerait préférentiellement la
Thr-10 et les domaines A de colE activeraient respectivement les acides aminés Dab-1, Thr-2,
Dab-3, Dab-4 et Dab-5. Dans le module 10 qui active la Thr-10 on retrouve un domaine
thioestérase, ce qui indique probablement la fin et la libération du peptide. Il n’y a pas
d’information spécifique dans la séquence du geéne co/B qui indique comment le domaine
thioestérase catalyse la réaction de cyclisation entre les acides aminés Thr-10 et Dab-4. La
composition en acide aminés obtenue est identique a celle de la colistine a la différence de
certains aa qui seraient de série L dans la colistine et de série D dans les molécules produites par
B-LR. En se basant sur la structure des polymyxines, 1’ordre des modules pour 1’assemblage
des acides aminés lors de la synthése de la colistine chez le Paenibacillus B-LR devrait étre
ColE-ColA-ColB. Ainsi la structure de cette colistine produite a été déduite a partir des acides

aminés prédis (Figure 59C p. 139).

Chaque domaine d’adénylation contient une signature de dix acides aminés impliqués dans la
reconnaissance de chaque substrat. Les outils d’analyse des NRPS utilisés ont permis d’extraire

ces 10 acides aminés pour chaque domaine A de la colistine synthétase (Tableau 15).

Tableau 15 : Prédictions des acides aminés incorporés par les domaines d’adénylation de

la colistine synthétase a partir des signatures de reconnaissance du substrat.

Position des acides aminés du site actif Acide aminé  Acide aminé
DomaineA spéci,ﬁ(.]ue da.ns'
235 236 239 278 299 301 322 330 331 517 prédit la colistine
Aq-colE D v G E | S S | D K Dab Dab
Ay-colE D F w N | G M \% H K Thr Thr
Aj-colE D A% G E L S S | D K D-Dab L-Dab
Ay-colE D A% G E | S A | D K Dab Dab
As-colE D A% G E | S A | D K Dab Dab
Ag-colA D A W | A% G A | A% K D-Leu D-Leu
As-colA D G F F L G A% A% Y K Leu/Ileu Leu
Ag-colA D \% G E | S A | D K Dab Dab
Ay-colA D \% G E | S A | D K Dab Dab
Aqg-colB D F w N I G M \% H K Thr Thr
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Les signatures identifiées in silico dans le cluster co/ de B-LR (Tableau 15) ont été ensuite

comparées a celles des souches de Paenibacillus productrices de polymyxines décrites dans la

littérature (Tableau 16).

Tableau 16 : Comparaison des acides aminés conférant la spécificité des domaines
d’adénylation des polymyxines synthétases des souches E681, PKB1, ATCC21830, M-1 et
B-LR.

colE, 5 domaines A

E681

21830

PKB1

Aq

DVGEISSIDK

DVGEISSIDK

DVGEISSIDK

DVGEISSIVK

DVGEISSIDK

Ay

DFWNIGMVHK

DFWNIGMVHK

DFWNIGMVHK

DFWNIGMVHK

DFWNIGMVHK

Aj

DVGEISSIDK

DVGEISSIDK

DVGEISSIDK

DVGEISSIDK

DVGELSSIDK

Dab

Dab

Dab

Dab

Dab

Ay

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

Dab

Dab

Dab

Dab

Dab

As

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

DVGEISAIDK

Dab

Dab

Dab

Dab

Dab

Ag Ay Ag Ay
E681 DAWIVGAIVK Leu DFWNIGMVHK  Thr DVGEISAIDK Dab DVGEISAIDK  Dab
21830 DAWIVGAIVK Leu DGFLLGLVYK  Leu DVGEISAIDK Dab DVGEISAIDK  Dab
PKB1 DAWTIAAIAK Phe DGFLLGLVYK  Leu DVGEISAIDK Dab DVGEISAIDK  Dab
M-1 DAWTIAAIAK  Phe DFWNIGMVHK  Thr DVGEISAIDK Dab DVGEISAIDK  Dab
B-LR DAWIVGAIVK Leu DGFFLGVVYK Leu/lleu DVGEISAIDK Dab DVGEISAIDK  Dab
colB, 1 domaine A

AlO
E681 DFWNIGMVHK Thr
21830 DFWNIGMVHK Thr
PKB1 DFWNIGMVHK Thr
M-1  DFWNIGMVHK Thr
B-LR  DFWNIGMVHK Thr

Les souches E681 (polymyxine A) et ATCC21830 (polymyxine E) sont décrites dans le brevet US 8,329,430. La

souche PKB1 produit un variant de la polymyxine B (Shaheen ef al., 2011). La souche M-1 produit la

polymyxine P (Niu et al., 2013). La souche B-LR produit un variant de la colistine (cette étude).
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Les synthétases de B-LR se distinguent au niveau du troisiéme domaine d’adénylation de co/E
qui intégre un acide diaminobutyrique (Dab), et du septiéme domaine d’adénylation de col4 qui
intégre une leucine ou une isoleucine. Ces spécificités ameéneraient donc la bactérie a produire

un variant de la colistine.

e Domaines de thiolation

Dans le cluster de la colistine synthétase, dix domaines de thiolation (T) ont été identifiés.
Chaque domaine T fixe de mani¢re covalente 1’acide aminé préalablement activé par le
domaine A sur la synthétase (Stachelhaus et al., 1996, Weber et al., 2000). Deux de ces
domaines T (Ts et Tg) sont en amont de domaines d’épimérisation (Figure 59B p 139).
L’alignement des domaines T du cluster co/ montre deux types de motifs conservés : le motif
LGGDSI pour les domaines T; et Tg en amont de domaines E et le motif xGGHSL commun aux

domaines T en amont des domaines C (Marahiel et al., 1997 ; Linne et al., 2001) (Figure 60).

T8-L-Dab TKLAAIWQEVLGLAKEIGVHDNFFDIGGHSLRATTLVSKVHKELSVDLPLRDVFRHSTIE
T9-L-Dab TKLAAIWQEVLGLAKEIGVYDNFFDIGGHSLRATTLAGKVFKELNVNLPLRDVFRHSTIA
T5-L-Dab AKLVAIWQDVLG-PVTIGVTDNFFDLGGHSLRATTLVSKVHKELSVDLPLRDVFRHSTIE
T7-L-Leu ASLAGIWKSVLG-LVHIGVHDNFFDMGGHSLRATTLVSKVHQELNVELPLRDVFRYSTIE
T4-L-Dab AKLAAIWQEVLVREKAVGVTDNFFDLGGHSLRATTLVSKMHKELGIEFPLRDVFRYSTVE
T2-L-Thr SQLVKIWEEVLG-YSGIGVMDNFFELGGHSLRATNLVSKIRKEMNVEFPLRDVFRYMTVE
T1-L-Dab TRLALIWQQVLG-IARVGVEDDFFDLGGHSLRASTLVSKIRKELQVEVPLRDVFRYTTIK
T10-L-Thr MKIARVWQDTLG-VPQVGVKDNFFDLGGNSLSLMRLVQAVYDETGIEIPLNRQFHHVTVE
T3E-D-Dab QALALVWQSVLG-VDQVGTMDNFFALGGDSIKALQVSSRLL-QTGYKLIMKDLEFHYPTIS
T6E-D-Leu RTLVDVWQAVLN-ADRVGVTDHFFELGGDSIKSIQVSSRLH-QAGYKLDIRDLFKYPTIS

Figure 60 : Alignement des séquences d’acides aminés des dix domaines de thiolation du

cluster col chez B-LR

Les motifs conservés LGG(D/H)S(L/I) ou LGGxSL sont soulignés en vert. Dans les motifs conservés, 1’acide
aminé avant le résidu sérine (S) est indiqué en gras. Le résidu (D) avant le résidu (S) est nécessaire pour
I’interaction avec le domaine d’épimérisation et pour la racémisation des acides aminés (Marahiel ef al., 1997).

Le résidu acide aspartique (D) qui est situé avant le résidu sérine conservé (S) serait essentiel
pour une bonne interaction entre le domaine T et le domaine E, et pour la racémisation
ultérieure de I’acide aminé L en son isomere D (Linne ef al., 2001). Le dernier domaine Ty
situé avant le domaine thioestérase contient un motif LGGNSLR. Il se pourrait que le résidu
asparagine (N) situé avant le résidu sérine conservé interagisse avec le domaine Te lors de la

cyclisation de la molécule (Shaheen et al., 2011).

e Domaines d’épimérisation

Une des caractéristiques des peptides non-ribosomiques est la présence d’acides aminés de

type D (Stachelhaus & Walsh, 2000). Habituellement, un L acide aminé est activé par le
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domaine A, qui ensuite I’incorpore directement. Mais parfois, cet acide aminé de série L qui a
été activé peut étre converti en forme D par un domaine d’épimérisation (E) avant la formation

de la liaison peptidique.

Selon les prédictions in silico, deux domaines d’épimérisation ont été identifiés dans les
modules 3 et 6 du cluster co/ de B-LR (Figure 59B p 139). Ceci suggere un changement
stéréochimique des acides aminés présents a ces endroits. Ainsi les acides aminés présents en

position 3 (Dab-3) et en position 6 (Leu-6) seraient sous forme D.

Dans les polymyxines rapportées dans la littérature, il est trés rare d’observer un D-Dab en
position 3 sauf pour les polymyxines A, C et P. Lors de la caractérisation du cluster de la
polymyxine B, Shaheen et al, ont aussi identifiés un domaine E dans le troisiéme module du
cluster pmx. Ceci suggere I’intégration d’un D-Dab en position 3 alors que la polymyxine B
integre normalement un L-Dab. Les auteurs en ont donc déduit que leur bactérie (PKB1),

produirait un variant de la polymyxine B.

e Domaines thioestérase

Un domaine thioestérase (Te) a été trouvé dans le dernier module de la synthétase colB (Figure
59B p 139). Les domaines Te sont souvent trouvés a 1’extrémité C-terminal du module de
terminaison ou ils catalysent la libération de la chaine peptidique par hydrolyse et parfois par

macrocyclisation du peptide (Strieker et al., 2010).
e Conclusion

L’analyse bio-informatique des genes codant pour les synthétases co/ de B-LR prédit une
composition en acides aminés identique a celle des colistines (E; et E,), ce qui est en accord

avec les résultats obtenus en spectrométrie de masse.

La structure prédite présente néanmoins la particularité de posséder un D-Dab en position 3
alors que les colistines integrent normalement un L-Dab. Par conséquent, en se basant sur ces
prédictions in silico les colistines produites par B-LR pourraient représenter de nouvelles

formes de colistine (Figure 59C p. 139).

V1.2 Analyse des transporteurs colC et colD

Une des caractéristiques intéressante du cluster co/ est la présence des genes co/C (1824 pb) et
colD (1731 pb) (Figure 59A p 139). L’analyse des séquences protéiques issues de ces deux
génes montre une faible homologie entre elles (38%). Le BLAST nucléotidique a révélé que les
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genes colC et colD présentent une grande homologie (96%) avec les genes pmxC et pmxD des
souches E681, PKBI1 et M-1. L’analyse de la séquence des acides aminés montre que colC et
colD appartiennent a la famille des protéines ABC transporteurs. La présence de geénes codant
pour les ABC transporteurs a été rapportée pour de nombreux clusters NRPS chez les bactéries
et les champignons ou ils jouent un role dans le transport (export) des peptides produits
(Guillemette et al., 2004 ; Menges et al., 2007 ; Huang et al., 2014). L’architecture des
protéines ColC et ColD est similaire a celle des protéines MdIB et MsbA qui sont des ABC
transporteurs impliqués dans le mécanisme de défense contre les antibiotiques. La structure
secondaire des protéines ColC et ColD a été déterminée en utilisant I’outil SOSUI (Hirokawa et
al., 1998 ;. Mitaku & Hirokawa, 1999 ; Mitaku et al., 2002). Cet outil prédit la présence de cinq

hélices transmembranaires pour ColC et six pour ColD.

La position des deux transporteurs ColC et DolD en tandem au sein du cluster de la colistine
synthétase suggerent un role dans 1’export et la résistance du micro-organisme producteur vis a

vis de la colistine (Choi et al., 2009).

V1.3 Analyse des génes en amont du cluster col

Sept ORFs putatifs ont été retrouvés en amont du cluster col (Figure 58 p. 137). L analyse des
séquences obtenues a permis de prédire la fonction putative des ORFs 2 et 3 comme étant des
acétyltransférases (Tableau 13 p. 136). Elles présentent un pourcentage d’identité de 93 et 82%
avec les GCNS5-like N-Acétyltransférases (GNAT) de P. alvei et de P. dendritiformis
respectivement. Les acétyltransférases appartiennent a la famille des acyltransférases et
catalysent le transfert d’un groupement acétyle vers une amine (Vetting et al., 2005). Les études
menées par Komura et Kurahashi (1980, 1985) suggeérent qu’une acyltransférase serait
nécessaire pour le transfert de I’acide gras vers les colistines. Ainsi ces deux geénes pourraient

donc étre impliqués dans I’incorporation des groupes acyles dans les colistines.

En amont de cold se retrouve I’ORF7 qui code pour une diaminobutyrate-2-oxoglutarate
transaminase. Cette enzyme a déja été rencontrée chez les bactéries halophiles et halotolérantes
telles que Halobacillus halophilus (Reshetnikov et al., 2011) et a un réle dans la syntheése de
I’acide diaminobutyrique (Dab). La diaminobutyrate-2-oxoglutarate transaminase est codée par
le géne ectB (Saum & Muller, 2007 ; Reshetnikov ef al., 2011) qui fait partie d’un cluster de
geénes ectABC responsable de la biosynthése de I’ectoine (Reshetnikov et al., 2011).
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La séquence en acides aminés codée par I’ORF7 présente un pourcentage d’identité de 50 %
avec la protéine EctB de H. halophilus DSM2266 et des pourcentages d’identité de 50 a 89 %

avec les protéines EctB de divers Paenibacillus (Tableau 17).

Tableau 17 : Comparaison de la séquence protéique de ’ORF7 de B-LR avec des génes

homologues a EctB chez les Paenibacillus et chez Halobacillus halophilus.

Microorganismes Fonctions % ID avec Tailles (aa) Numéros
I’ORF7 de B-LR d’accessions
P. polymyxa E681 EctB 73 420 CP000154.1
P. alvei DSM 29 EctB 89 389 EJW20319.1
P. polymyxa M1 EctB 74 420 YP_005959913.1
P. sp. HGF5 EctB 50 430 EGG38373.1
P. sp. HGF7 EctB 65 434 EGL19185.1
H. halophilus DSM2266 EctB 50 429 ABX39524.1

La synthése de ’acide diaminobutyrique (Dab) est réalisée par la diaminobutyrate-2-oxoglutarate transaminase
codée par ectB. La séquence protéique de ’ORF7 de B-LR n’a pas été déposée sur Genbank (demande de brevet en

cours pour le cluster de la colistine).

Fait intéressant, I’ORF7 (EctB) du Paenibacillus B-LR ne fait pas partie d’un cluster car il n’a
pas ¢été identifié d’homologues des geénes ect4 ou ectC dans les séquences obtenues. Ceci
suggere que B-LR ne produirait pas d’ectoine et que I’homologue du géne ectB chez B-LR

pourrait synthétiser I’acide diaminobutyrique que 1’on retrouve dans les colistines produites.

En 2009, Choi et al ont aussi identifiés un géne homologue a ectB lors du séquencage du
génome de P. polymyxa E681. Cependant ils n’ont pas indiqués si ce géne homologue était

retrouvé a proximité du cluster pmx ou ailleurs sur le chromosome de la bactérie.

VIl ETUDE DU ROLE DU CLUSTER COL DANS LA
BIOSYNTHESE DES COLISTINES

Afin de démontrer le role du cluster co/ identifié chez le Paenibacillus B-LR dans la
biosynthese des colistines nous avons tenté d’inactiver les génes colA4 et colE par mutagenese
insertionnelle. Cette technique repose sur I’intégration d’une cassette de résistance a un

antibiotique a I’intérieur du géne que I’on souhaite inactiver. Ces deux geénes ont été choisis car
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ils seraient directement impliqués dans la biosynthése de la molécule d’apres les prédictions

in silico. L’ antibiotique choisi pour cribler les mutants a été 1’apramycine.

VIl.1 Stratégie d’inactivation du géne co/A4

Une séquence de 1000 pb située dans le domaine d’adénylation A; du géne cold a été
sélectionnée et amplifiée par PCR avec les amorces PmxAshunt-F et PmxAshunt-R (Tableau 6
p. 82) en créant les sites de restrictions EcoRI et Hindlll. L’amplification a été effectuée avec
I’ADN fosmidique du clone 57. La séquence amplifiée est digérée par EcoRI et Hindlll puis
clonée dans le plasmide pOJ260 préalablement digéré avec les mémes enzymes et contenant un
géne de résistance a 1’apramycine. Le plasmide recombinant pOJ260AAshunt obtenu a été
introduit dans B-LR par électroporation. La sélection des mutants ayant subi un évenement de

recombinaison a été effectué par culture sur milieu gélosé LB supplémenté en apramycine.

Trois transformants nommés mS, m8 et m12 ont été sélectionnés puis analysés pour vérifier
I’inactivation du geéne colA4. Des couples d’amorces ColA,-F/ColA,-F, F-H3/R-Hj; et F-E/R-E,;
(Tableau 6 p. 82) ont été mis au point et utilisés pour vérifier la présence et I’emplacement de la
cassette de résistance a I’apramycine. Malheureusement, seule la présence de la cassette de
résistance Apr: (804 pb) a pu étre mise en évidence au sein des transformants m5, m8 et m12
par comparaison avec la souche sauvage B-LR qui ne contient pas cette cassette de résistance.

Cette vérification a été effectuée avec les amorces Apra-F et Apra-R (Figure 61).
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AprR
- Ag: 1206 pb
pOJ260AAshunt A, : 1640 pb
Agune - 1000 pb
Apra : 804 pb
ColA,-F ColA,-F F
-> -
B-LR —_— A, A,
e
ColA;-R Ry, ColA,-R
ColA,-F Apra-F
—> —> F-H, >
9
Mvutants —— A, A, p . l A,
< R-H; < <
Apra-R ColA,-R

Figure 61 : Représentation schématique de la stratégie utilisée pour inactiver le géne col4

par simple recombinaison homologue chez le Paenibacillus B-LR.

Un fragment de 1000 pb (Agun) du géne cold a été amplifié par PCR puis cloné dans le plasmide
pOJ260 contenant la cassette de résistance a I’apramycine pour obtenir le plasmide recombinant pOJ260AAshunt.
Ce plasmide a ensuite ét¢ introduit dans la souche B-LR par électroporation. La sélection des mutants s’effectue
sur milieu gélosé contenant 30 pg/mL d’apramycine. La résistance a cet antibiotique a ¢été utilisée pour
sélectionner les mutants ayant subi un événement de recombinaison. Les fléches indiquent les amorces utilisées
chez B-LR et les mutants pour vérifier I’inactivation du géne cold. Ag et A; représentent les domaines
d’adénylation dans le géne cold. La présence de la cassette apramycine (Apr") a été mise en évidence chez les

mutants.

Les couples d’amorces ColA,-F/ColA,-F, F-H3/R-Hj et F-E|/R-E; n’ont pas permis de vérifier
la bonne intégration du plasmide au sein du geéne cold (Figure 61). Afin d’expliquer ce
probléme, nous avons a ¢émis I’hypothése que I’insertion avait eu lieu ailleurs dans le
chromosome de la bactérie B-LR. En effet les séquences des génes NRPS étant tres répétitives
la recombinaison homologue pourrait se faire dans une autre séquence, voire dans un autre
cluster de genes. Les séquencages des génomes de Paenibacillus polymyxa ont révélé la
présence dans une méme souche de plusieurs clusters NRPS de production d’antibiotique de
types polymyxines, fusaricidines, paenibactérine, bacitracine ou encore bacillorine

(Kim et al., 2010 ; Ma et al., 2010 ; Huang & Youssef, 2012).
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.Vil.1.1 Phénotype des mutants

Les mutants m5, m8 et m12 obtenus ainsi que la souche sauvage B-LR ont été néanmoins
cultivés sur milieu minimum M63T pendant 2 jours a 30°C sous agitation a 200 rpm. Les
surnageants ont été récoltés par centrifugation puis chauffés 10 min a 100°C pour €liminer les
bactéries résiduelles. Apres refroidissement, 10 uL de surnageants ont été testés pour leur
activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé sur des boites de gélose
molle préalablement ensemencées avec 10 pL. d’une culture en phase stationnaire des souches
sensibles P. aeruginosa BM0207 ou P. stutzeri BM0043. Les halos d’inhibitions de croissance
ont été¢ mesurés apres une nuit d’incubation a 30°C ou 37°C. Les diamétres d’inhibitions
obtenus étaient de 1,4 cm pour la souche sauvage B-LR et 0,76 a 0,8 cm pour les mutants

(Figure 62).

On s’attendait a une perte totale de 1’activité antimicrobienne. Cependant une diminution de
I’activité antimicrobienne a été obtenue. Cette activité était pratiquement divisée par deux pour

les mutants comparés a la souche sauvage B-LR.

L’activité antimicrobienne résiduelle des mutants pourrait étayer 1’hypotheése d’une sélection
d’un événement de recombinaison ayant eu lieu ailleurs que dans col4. Ou encore, il se pourrait
que la bactérie produise d’autres composés antibiotiques qui pourraient €tre actifs apres

inactivation du cluster de production de la colistine.
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Figure 62 : Effet antimicrobien de 10 pL. du surnageant de culture de la bactérie B-LR et

des mutants m5, m8 et m12 sur un tapis bactérien de P. aeruginosa BM0207.

La souche sauvage B-LR et les mutants ont été cultivés sur milieu minimum M63T pendant 48 H a 30°C. Les
surnageants sont récoltés et testés sur la souche cible P. aeruginosa BM0207 par la méthode de diffusion en milieu
gélosé. Les diameétres d’inhibition sont mesurés aprés une nuit d’incubation a 37°C. Les tests ont été effectués en

triplicatas pour chaque surnageant.
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.VIl.1.2 Difficultés méthodologiques liées a la souche
B-LR

Plusieurs problémes méthodologiques liés a la manipulation de la souche B-LR ont été

rencontrés durant ce travail.

Le premier probléme vient du fait que cette souche est particulierement mobile et envahissante.
Une petite piqure au centre d une boite de milieu gélosé suffit pour que la boite soit totalement
envahie apres une nuit de culture a 28°C, 30°C ou 37°C. Il est donc impossible d’obtenir apres
culture des colonies isolées. Celles-ci forment toujours un tapis microbien. Cela pose un réel
probleme pour les expériences de mutagenese et pour les dénombrements. En effet, au lieu

d’isoler un mutant, c’est un prélévement « au hasard » qui est effectué dans le tapis microbien.

En outre cette bactérie est capable de sporuler. Il est possible d’imaginer que des réels mutants
détoxifient les géloses supplémentées en antibiotique permettant ainsi a des spores de germer ;
ceci aboutissant a un mélange de formes végétatives mutées d’intéréts et de formes végétatives

non mutées.

Cette bactérie flocule aussi en fin de croissance en milieu liquide. Les mesures de densité
optique ne sont donc pas précises a 100%. Il est donc difficile de connaitre dans ces conditions

la quantité de bactérie présente en fin de croissance pour les dénombrements.

Le dernier probléeme méthodologique lié au Paenibacillus B-LR concerne son faible niveau
d’efficacité de transformation. Ceci constitue un frein important pour les manipulations
génétiques, en particulier pour la mutagenese insertionnelle. Les difficultés rencontrées pour
créer des mutants au cours de cette étude ont également été signalées par Li et a/ (2007) et par
Choi et al (2009) lors de la caractérisation des systemes génétiques de production de la
fusaricidine chez P. polymyxa PKBlet de la polymyxine A chez P. polymyxa E681 et par

d’autres auteurs.

-« Although we succeeded in constructing a pmxE knockout mutant in this study, the
low level of transformation efficiency of P. polymyxa E681 remains a bottleneck in
genetic studies » (Choi ef al., 2009).

-« Direct homologous recombination between introduced DNA and P. polymyxa

corresponding chromosomal loci has not been demonstrated previously probably due to
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low efficiency of transformation or to the low efficiency of homologous recombination
events » (Kim & Timmusk, 2013).

-« A transformation method using electroporation has previously been developed for one
other Paenibacillus species, P. polymyxa, although it appears to be species-specific,
producing a much lower transformation efficiency, or no transformants at all in two
other Paenibacillus species closely-related to P. polymyxa—P. azotofixans and

P. macerans, respectively » (Rosado et al., 1994 ; Murray & Aronstein, 2008).

.VIl.2 Croissance de |la souche B-LR et des
mutants en milieu supplémenté en acide
diaminobutyrique

Jusqu’alors la bactérie B-LR était cultivée en milieu minimum M63T ne contenant que du
tampon phosphate, du glucose, de 1’azote minéral et de la thiamine. C’est un milieu qui oblige
la bactérie a fabriquer elle-méme tous les acides aminés qui vont composer la molécule finale
de colistine (Figure 59C p. 139). Dans le mécanisme de synthése des molécules de types
polymyxines, I’acide aminé majoritairement retrouvé est 1’acide diaminobutyrique (Figure 63).
I1 est présent au nombre de 6 dans les polymyxines. La souche B-LR ainsi que les mutants m5,
m8 et m12 ont donc été cultivés sur milieu M63T et M63T supplémenté avec 200 pg/mL
d’acide L-2,4 diaminobutyrique (L-Dab) de facon a évaluer I’impact de la présence du L-Dab

sur la production des composés antibiotiques de la souche BLR et des mutants.

0
NH, K
OH
NH,

Figure 63 : Structure de I’acide diaminobutyrique (Dab) retrouvé dans les polymyxines.

Les cultures ont été effectuées pendant 2 jours a 30°C sous agitation. Les surnageants récoltés
ont été testés pour leur activité antimicrobienne sur des boites de géloses molles préalablement
ensemencées avec une culture en phase stationnaire de la souche sensible P. aeruginosa
BMO0207. Apres une nuit d’incubation a 37°C, les diameétres d’inhibitions ont été mesurés pour

obtenir les phénotypes en présence d’acide diaminobutyrique. La Figure 64 présente les
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résultats obtenus avec la souche BLR et le mutant m5 (les mutants m8 et m12 ne sont pas

montrés).

Figure 64 : Effet antimicrobien de 10 pL. du surnageant de culture M63T et M63T
supplémenté en Dab de la bactérie B-LR et du mutant mS sur un tapis bactérien de

P. aeruginosa BM0207.

La souche sauvage B-LR et le mutant m5 ont été cultivés sur milieu minimum M63T et sur M63T+200 pg/mL
d’acide L-2,4 diaminobutyrique (L-Dab) pendant 48 H a 30°C. Les surnageants sont récoltés et testés sur la souche
cible P. aeruginosa BM0207 par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Les diamétres d’inhibitions sont

mesurés apreés une nuit d’incubation a 37°C. Les tests ont étés effectués en triplicatas pour chaque surnageant.

Lorsque I’acide L-2,4 diaminobutyrique est ajouté dans le milieu de croissance, ’activité
antimicrobienne de la souche sauvage B-LR ainsi que celle des mutants contre P. aeruginosa
BMO0207 est plus importante comparée a celle obtenue pour une croissance en milieu M63T. Il
a été constaté que cette augmentation de 1’activité antimicrobienne €tait plus significative pour
les mutants que pour la souche B-LR. Ces résultats montrent qu’il pourrait y avoir un nouveau

phénotype de ces souches en présence d’acide diaminobutyrique.

L’ augmentation de I’activité antimicrobienne pourrait également étre due a une croissance plus
importante des souches en présence de Dab. Afin de caractériser les compos€s antibiotiques
produits par la souche BLR et ses mutants cultivés sur milieux supplémenté en L-Dab, les

surnageants de culture ont été analysés par UPLC/MS.
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VII.3 Analyse des surnageants par UPLC-MS

Le surnageant de culture de la souche B-LR supplémenté avec 200 pg/mL d’acide
diaminobutyrique (Dab) a été analysé et comparé au surnageant de B-LR cultivé sur M63T. Le
chromatogramme obtenu montre que toutes les molécules identifiées chez B-LR étaient
présentes dans le surnageant supplémenté en acide diaminobutyrique (Tableau 11 p. 111), avec
une augmentation significative de la hauteur des pics correspondant aux colistines E;, E,, et
Val-E,. Ceci suggererait que la quantité de colistines produites en présence d’acide
diaminobutyrique augmente. Ces résultats sont en accord avec les résultats des tests

antimicrobiens effectués (Figure 64 p. 153).

La comparaison des surnageants de culture de B-LR et des mutants m5, m8 et m12 par
UPLC/MS montre une diminution de la hauteur des pics correspondant aux colistines E;, E, et
Val-E,. Le clone m5 semble le plus concerné par cette diminution. Néanmoins les pics sont
toujours présents, et cette diminution pourrait étre simplement due a une croissance plus faible

des mutants.

.VIl.4 Bilan de la mutagénese

Les difficultés méthodologiques rencontrées lors des cultures et des transformations du

Paenibacillus B-LR ne nous ont pas permis d’obtenir un mutant au cluster co/ déficient.

D’autres stratégies sont en cours afin de démontrer le role de ce cluster dans la production de la
colistine. Tout d’abord nous sommes en train d’envisager I’expression hétérologue de

I’ensemble du cluster col/ chez Bacillus subtilis.

En parallele nous avons débuté le clonage des 3 premiers domaines d’adénylation de colA.
Nous avons pour objectif de produire et de purifier les protéines correspondantes. Nous

pourrons ainsi établir in vitro quels aa sont spécifiquement activés par ces domaines.
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C. Recherche de NRPS dans les

micro-organismes issus de la vasiére intertidale

Afin de valoriser les techniques de criblages développées pour découvrir les clusters NRPS de

B-LR, nous avons effectué une étude sur des souches environnementales.

Les peptides non-ribosomiques sont de plus en plus recherchés en raison de leurs activités
biologiques importantes et variées. Les micro-organismes producteurs de ces peptides sont
pour la plupart des bactéries issues du sol tels que les Actinomycétes et les Bacillus
(Cheng et al., 2002 ; Horwood et al., 2004). Des études récentes ont montré que les
micro-organismes marins sont également devenus des sources importantes de peptides
non-ribosomiques (Blunt ez al., 2008 ; Desriac et al., 2013). Dans ce milieu, les éponges
marines sont largement étudiées car elles abritent de nombreux micro-organismes différents
(Li et al., 2006) et produisant des peptides non-ribosomiques d’intérét (Taylor et al., 2007).
Ainsi ces dernieres années, de nombreux genes de type NRPS associés aux éponges marines ont
été détectés et étudiés en utilisant soit des techniques de criblage par PCR dégénérées
(Jiang et al., 2007 ; Zhang et al., 2009), soit des approches de métagénomique
(Schirmer et al., 2005 ; Pimentel-Elardo et al., 2012 ).

En revanche, les souches issues des sédiments marins et plus particuliecrement des vasiéres
intertidales sont encore peu étudiées. Dans notre laboratoire, une station d’étude de la vasiére
intertidale a été développée. Elle se situe a proximité de Brouage dans la baie de
Marennes-Oléron en Charente Maritime. Des collégues ont constitué un souchier de
micro-organismes prélevés dans cette station. Afin de déterminer si ces souches hébergeaient

des séquences codant pour des NRPS, nous avons effectué un criblage par PCR dégénérées.

Les résultats de cette étude ont fait 1’objet d’une publication dans le journal FEMS

Microbiology Letters et sont présentés dans ’article ci-dessous.
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Parmi les substances antimicrobiennes produites par les Paenibacillus on retrouve les
polymyxines et les fusaricidines. Ces molécules sont produites via des NRPS. Dans le cas de la
Mucoviscidose, la colistine ou polymyxine E est utilisée comme antibiotique pour lutter contre
les bactéries Gram-négatives multirésistantes responsables d’infections pulmonaires. Nos
travaux avaient pour principal objectif 1’étude de systémes génétiques a 1’origine de la
production des peptides non-ribosomiques partageants des homologies avec les polymyxines et

les fusaricidines chez les Paenibacillus B-LR et 32.

Ces travaux se sont articulés autour de trois axes principaux : i) Le premier axe avait pour
objectif la caractérisation par spectrométrie de masse haute résolution des molécules
antibiotiques produites par la souche B-LR. ii) Le deuxiéme axe visait a identifier les clusters
de génes impliqués dans la production des composés antibiotiques chez les souches B-LR et 32.
ii1) Un troisiéme axe différent des deux premiers consistait a rechercher des nouvelles

séquences codant pour des NRPS chez des microorganismes issus de la vasiere intertidale.

o Caractérisation par spectrométrie de masse haute résolution des molécules

antibiotiques de B-LR

Dans ce premier axe nous avons caractérisés par UPLC-MS/MS les molécules antibiotiques
contenues dans le surnageant de culture de la souche B-LR. Les résultats obtenus indiquent que
le Paenibacillus B-LR produit 3 familles de lipopeptides : la premiére famille est constituée de
molécules contenant des cycles de 5 acides aminés (aa), la seconde des cycles a 6 aa et la

troisieme des cycles a 7 aa.

La comparaison des molécules comportant des cycles a 5 et 6 aa montre que ces molécules ont
en communs les aa (L-Dab;-Leu/Ile,-Pros-Sers.Sers-Tyreg-) et un résidu Leu/Isoleu. La structure
de ces molécules montre qu’elles sont peu cationiques. Elles comporteraient une seule charge
positive portée par 1’acide diaminobutyrique en position 1. Ces molécules pourraient étre

produites par un seul et méme cluster NRPS qui reste a étre identifié.

La troisieme famille de molécules produites est constituée de décapeptides avec un cycle a 7 aa.
Ces décapeptides sont la colistine E;, la colistine E, et de la valine colistine E, (Val-E;) décrits
dans la littérature. Ces molécules sont cationiques avec 5 charges positives portées par les

acides diaminobutyriques a pH physiologique.

Ainsi, ce premier axe nous a permis de confirmer que le Paenibacillus B-LR produit

majoritairement les molécules Bel, Be2 (cycle a 5 aa) et les colistines E; et E; (cycle a 7 aa). Le
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role biologique de Bel, Be2 et des cycles a 6 aa demeure inconnu. Des peptides de synthéese,
mimant ces molécules ont été commandés (Bachem) afin de réaliser des tests biologiques (en

cours).

o Caractérisation des systémes génétiques de production des composés antibiotiques

chez les souches B-LR et 32

Dans le deuxiéme axe nous nous sommes intéressés a 1’étude des genes NRPS impliqués dans
la production des molécules antibiotiques chez les bactéries B-LR et 32. Afin d’identifier ces
genes, deux banques d’ADN génomiques de 960 et 1300 clones ont été construites. Par soucis

de temps la banque génomique de la souche 32 n’a pas été criblée.

Une technique de criblage par PCR dégénérées sur colonies a été développée dans le but de
retrouver dans la banque de B-LR, le ou les génes impliqués dans la biosynthése des molécules
antibiotiques produites par ce micro-organisme. Grice a ce criblage, quatre clones d’intéréts

sur les 960 ont été sélectionnés puis séquencés.

L’étude in silico des séquences a permis d’identifier les différents modules d’un cluster NRPS
qui serait a I’origine de la biosynthése d’un variant de la colistine chez le Paenibacillus B-LR.
Ce cluster de génes nommé co/ est composé de 5 cadres ouverts de lecture : colA, colB, colC,
colD et colE. Nous avons alors comparé le cluster col avec les clusters pmx de production de la
polymyxine A chez P. polymyxa E681 (Choi et al., 2009), de la polymyxine E chez
P. polymyxa ATCC21830 (brevet US 8,329,430 de Park et al., 2012), de la polymyxine B chez
P. polymyxa PKB1 (Shaheen et al., 2011) et de la polymyxine P chez P. polymyxa M-1
(Niu et al., 2013). Ces 5 clusters montrent une forte homologie de séquence, un méme nombre
de génes et une méme organisation et orientation de ces genes. Les génes cold/pmxA,
colB/pmxB et colC/pmxC codent pour des synthétases NRPS respectives de 4, 1 et 5 modules
tandis que les génes col/C/pmxC et colD/pmxD sont des homologues de génes codant pour des
transporteurs. L ordre des modules pour I’assemblage des acides aminés lors de la synthése des

polymyxines est colE/pmxE-colA/pmxA-colB/pmxB.

Les prédictions in silico prédisent I’incorporation des mémes aa que ceux retrouvés par
spectrométrie de masse haute résolution dans la colistine. La structure prédite présente
également la particularité de posséder un D-Dab en position 3 alors que les colistines integrent
normalement un L-Dab. Par conséquent, en se basant sur ces prédictions les molécules

produites par B-LR pourraient représenter de nouvelles formes de colistine.
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En raison de I’importance pharmaceutique des colistines ces résultats font 1’objet d’une
demande de brevet déposée le 27 janvier 2014 sous le n° 1450641 aux noms du CNRS et de
I’Université de La Rochelle.

En raison de probléme méthodologiques liés a la culture et a la transformation du Paenibacillus
B-LR, et malgré de nombreux efforts, nous n’avons pas été en mesure de mettre au point un
mutant incapable de produire de la colistine. Afin de valider le role du cluster co/ dans la
biosynthése de la colistine, une démarche d’expression hétérologue chez Bacillus subtilis est en
cours. En parall¢le une étude est menée afin de vérifier quels sont les monomeres activés par les
différents domaines d’adénylation de la synthétase col4 du cluster col. Cette étude consiste a
vérifier la spécificité des substrats incorporés par les domaines d’adénylation Ag, A7 et Ag de la
synthétase cold. Les domaines Ag et A; ont été sélectionnés car les acides aminés qu’ils
activent (D-Leucine et L-Leucine respectivement) sont spécifiques des colistines.
Actuellement la production de colistine peut étre effectuée soit par synthese chimique, voie
récente mais cotliteuse ; soit par fermentation industrielle, voie classique, peu cotiteuse, utilisant
des cultures de P. polymyxa. Cette dernicre voie a longtemps ¢été limitée dans son
développement par un manque d’information sur les genes impliqués dans la production de ces
molécules. Contrairement aux molécules obtenues par synthése chimique, les molécules
produites par fermentation sont trés cationiques ce qui les rendraient plus cytotoxique. C’est
pourquoi de nouvelles techniques de production sont envisagées. Des travaux sont ainsi menés
pour identifier et cloner les génes codant pour les polymyxines synthétases dont la colistine. Le
développement d’analogues de colistine avec une toxicité réduite a été limité en raison de la
complexité de ces structures et du manque d’information sur les geénes de biosynthése de ces
molécules.

A terme, I’identification des geénes impliqués dans la synthese de la colistine pourrait permettre,
via des procédés de génie génétique, de mieux controler la production de ces molécules, voire
de produire des molécules a haute pureté ; mais aussi de créer des molécules dérivées,
présentant moins d’effets secondaires et/ou présentant une meilleure activité antimicrobienne.
Pour ce faire, il pourrait étre envisagé par exemple de substituer les domaines d’adénylation
spécifiques des acides aminés Dab par des domaines intégrant des aa homologues mais non
cationiques.

Une autre voie envisageable pourrait se situer a I’interface entre la synthese chimique et la

production biotechnologique. Elle pourrait associer les avantages de la syntheése chimique
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(production de composés a toxicités réduites) aux avantages des fermentations (production a

bas cofit, cyclisation sous contrdle enzymatique ...).

o Recherche de la présence de nouvelles NRPS chez des microorganismes issus

d’une station d’étude environnementale du laboratoire.

Cette recherche a été effectuée sur des micro-organismes peu étudiés dans ce contexte. Elle a
¢été fructueuse puisque nous avons pu détecter la présence de genes codant des NRPS dans 30
souches sur 100 testées. Apreés séquencage nous avons pu mettre en évidence 3 domaines
d’adénylation présentant une signature nouvelle. Nous avons également sélectionné par ce
crible un micro-organisme dont le surnageant a fortement inhibé la croissance de certains
coques a Gram positif. Cette étude a été acceptée pour publication dans FEMS Microbiology
Letters. Ce travail préliminaire pourrait permettre d’envisager une étude métagénomique de

cette niche écologique.
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Résumé

La colistine, antibiotique appartenant a la famille des polymyxines, est un polypeptide
cyclique, cationique, ciblant les membranes bactériennes. Elle est produite par Paenibacillus
polymyxa via des complexes multi-enzymatiques appelés Non-Ribosomal Peptides
Synthétases (NRPS). Dans le cas de la mucoviscidose, et malgré des effets secondaires
importants, la colistine est utilisée comme ultime recours pour lutter contre les bactéries
Gram-négatives multirésistantes responsables d’infections pulmonaires dont Pseudomonas
aeruginosa. Jusqu’ici les systémes génétiques a ’origine de la production de la colistine
¢taient peu connus. Au cours de cette étude, nous avons caractéris€¢ par LC-MS haute
résolution des molécules antimicrobiennes, dont des colistines, produites par un nouveau
Paenibacillus. Afin d’identifier et de cloner le cluster de gene responsable de la production de
ces antibiotiques, une banque d’ADN génomique a été construite et criblée par homologie de
séquence avec des systémes de production déja connus. Ce criblage a permis de sélectionner
quatre clones d’intérét. L’étude in silico de leurs séquences a permis d’identifier les différents
modules d’un nouveau cluster NRPS qui serait a I’origine de la synthése de variants de la
colistine. A terme, cette découverte pourrait permettre de mieux contréler la production de la
colistine et d’obtenir des composés plus actifs et/ou présentant des effets secondaires
amoindris. En parallele a ce premier travail, nous avons également recherché la présence de
nouvelles NRPS chez une centaine de micro-organismes issus d’une station d’étude
environnementale du laboratoire (vasiere intertidale). Ce travail a permis de découvrir des
nouvelles séquences et d’isoler un nouveau micro-organisme producteur d’antibiotique(s).

Mots Clés : Non-Ribosomal Peptides Synthétases, Colistine, Polymyxine, Paenibacillus,
Mucoviscidose, Antibiotique, Peptides antimicrobiens.

Abstract

Colistin is a cationic cyclic polypeptide antibiotic belonging to the polymyxin family and
targeting bacterial membranes. It is produced by Paenibacillus polymyxa through a
Nonribosomal Peptide Synthetase (NRPS) mechanism. In the context of cystic fibrosis (CF),
colistin is used for the treatment of lung infections caused by multiresistant Gram-negative
bacteria including Pseudomonas aeruginosa. Unfortunately, this molecule is also known for
its strong side effects. So far, genetic systems controlling the production of polymyxins were
little known. In this study we characterized by High-resolution LC-MS the antimicrobial
molecules, including colistins, of a new Paenibacillus. A genomic library of this strain was
constructed and screened to identify genes involved in the production of these antibiotics. A
degenerated PCR screening was performed and allowed to select four clones in the genomic
library. In silico study allowed to identify a new NRPS gene cluster responsible for the
biosynthesis of colistin variants. In the future, this work might allow the harnessing of the
production of colistin derived structures, more active and/or showing fewer side effects. In
parallel, a second investigation was performed in order to find new NRPS genes in a
collection of one hundred intertidal mudflat bacterial isolates. This work has allowed the
identification of new sequences and the characterization of a new antimicrobial producing
strain.

Key Words : Nonribosomal Peptide Synthetase, Colistin, Polymyxin, Paenibacillus, Cystic
Fibrosis, Antibiotic, Antimicrobial peptides.



