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Résumé :

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques ubiquitaires qui produisent
un grand nombre de métabolites secondaires, dont des toxines. Parmi ces cyanotoxines,
I’anatoxine-a et 1’homoanatoxine-a sont deux neurotoxines puissantes qui provoquent une
mort rapide, chez certains animaux, apres ingestion. La mort est causée par asphyxie car ces
alcaloides sont de puissants agonistes du récepteur nicotinique de 1’acétylcholine. Ces toxines

représentent donc un risque pour la santé animale et humaine.

L’équipe, au sein de laquelle j’ai effectu¢é ma thése, étudie la biosynthése de
I’anatoxine-a et de ses dérivés, chez les cyanobactéries. Des travaux précédents de 1’équipe
ont permis d’identifier le cluster de génes responsable de la biosynthése de I’anatoxine-a et de
I’homoanatoxine-a, dans le génome de la cyanobactérie Oscillatoria sp. PCC 6506, une
souche productrice d’homoanatoxine-a. Une voie de biosynthése, a partir de la proline a été

proposée par 1’équipe, puis en partie reconstituée, in vitro.

J’ai travaillé sur I’é¢tude des dernieres étapes de cette voie de biosynthese, qui met
probablement en jeu une polyketide synthase (PKS) AnaG et une thioestérase AnaA. Lors de
ces étapes le précurseur de 1’homoanatoxine-a est condensé a une unité acétate, puis subirait
une méthylation, une hydrolyse et une décarboxylation, pour donner I’homoanatoxine-a.
Néanmoins, la PKS AnaG ne possede ni domaine thioestérase ni domaine décarboxylase, et
les derniéres étapes de la biosynthese sont donc mal définies. Nous avons décidé d’exprimer
différents domaines d’AnaG chez Escherichia coli pour obtenir plus d’informations sur ces
étapes. Nous avons également tenté de préparer un analogue du substrat putatif d’AnaG par
synthese chimique. Avec ces outils et en utilisant la spectrométrie de masse, nous espérons

pouvoir confirmer la voie de biosynthese que nous avons proposée.

Par ailleurs, nous avons étudié la biosynthése de la dihydroanatoxine-a chez
Cylindrospermum stagnale PCC 7417. Nous avons réalisé des expériences d’incorporation
isotopiques, couplées avec des études par spectrométrie de masse pour confirmer la

production de cette toxine chez C. stagnale PCC 7417, et confirmer sa voie de biosynthése.
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Chapitre I : Introduction

I.1) Les cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques parmi les plus anciens
connus. Leur apparition sur Terre date en effet de 3,5 milliards d’années. Elles appartiennent
au groupe des bactéries et elles ont laissé une empreinte sur Terre sous forme de fossiles, les
stromatolithes, que 1’on retrouve en Afrique et en Australie. Ce sont des bactéries a Gram
négatif. Les cyanobactéries peuplent tous les milieux terrestres et aquatiques mais la majorité
des especes connues se trouve en eaux douces et dans les eaux marines. Certaines especes

peuvent méme survivre dans des milieux extrémes comme I’Antarctique et les sources

chaudes?.

Figure 1. Lyngbya sp. (gauche) et Anabaena azollae (droite) observées au microscope au

grossissement x400. http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/images/images.html

Les cyanobactéries sont capables de photosynthése oxygenique mais certaines
cyanobactéries sont aussi capables de fixer le diazote de I’atmosphére. Ces différentes
caractéristiques leur donnent donc une place essentielle dans la biosphére terrestre. Les
cyanobactéries sont également connues pour leur capacité a former des efflorescences dans
les eaux douces comme les eaux marines?. Ces efflorescences sont dues a une surabondance
de cyanobactéries et elles sont responsables de problemes environnementaux. La capacité de
certaines cyanobactéries a produire des toxines rend ces efflorescences dangereuses pour la

santé des hommes et des animaux.

Les cyanobactéries sont aussi tres étudiées pour leur capacité a produire une grande

diversité de metabolites secondaires. Ce sont ces métabolites secondaires produits par les



cyanobactéries et plus particulierement les toxines qui sont le sujet principal de mon travail de

recherche.
1.2) Les métabolites secondaires de cyanobactéries

Les métabolites secondaires sont des molécules, généralement de petites tailles,
produites majoritairement par les bactéries, les champignons et les plantes®. L'ensemble des
roles des métabolites secondaires n’est pas encore bien connu méme s’il est généralement
admis que ces composés doivent donner un avantage a |I’organisme producteur dans son
environnement. Parmi les exemples connus d’avantages on peut citer les molécules appelées
suncreens comprenant la scytonémine et la mycosporine qui permettent aux cyanobactéries de
se protéger des rayonnements UVs*. Cependant pour la plupart des métabolites secondaires,

leur réle reste inconnu.

Les métabolites secondaires des cyanobactéries présentent une extraordinaire diversité
structurale®>’. Parmi eux, nous retrouvons plusieurs classes de composés : alcaloides,
terpénoides, glycosides, phénols, polycétides, acides gras, alcanes, alcénes, peptides non-
ribosomaux et ribosomaux. Ces classes de composés peuvent bien slr s’interpénétrer. Les
métabolites secondaires de cyanobactéries sont etudiés pour des applications de ces
composes. Leur étude permet de découvrir de nombreuses pistes pour I’identification de
nouvelles molécules thérapeutiques’. Certains des métabolites secondaires peuvent aussi étre
utilisé comme biocarburants®2°, 1l y a finalement de nombreux métabolites secondaires qui
sont toxiques pour les animaux supérieurs et sont appelés cyanotoxines!!. Le risque qu’ils
posent pour I’environnement et pour I’homme en a fait un des axes de recherche principaux
concernant I’étude des métabolites secondaires de cyanobactéries d’eaux douces. Nous

aborderons ce point plus en détail dans un sous-chapitre suivant.

La trés grande diversité chimique des métabolites secondaires produits par les
cyanobactéries se reflete dans les nombreuses voies de biosynthése qui sont responsables de la
synthése de ces composés. L’identification des geénes impliqués dans ces voies de
biosynthéses a été réalisée trés récemment (depuis 2000) grace a des efforts importants®. Ces
voies de biosyntheses font intervenir de nombreuses enzymes différentes et nous allons nous
intéresser a deux types d’enzymes bien particuliéres : les polyketide synthases (PKSs) et les

non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs).
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1.3) Les polyketide synthases

Les PKSs sont des enzymes présentes chez les bactéries, les plantes, les champignons
et chez certains animaux. Elles sont apparentées aux Fatty Acid Synthases (FASs). Les FASs
sont responsables de la biosynthése des acides gras'?. Elles sont classées en deux types selon
leur organisation. Nous retrouvons le type | chez les animaux et les champignons et le type II
chez les bactéries. La FAS de type | est une macrosynthase multifonctionnelle
homodimérique de grande taille alors que la FAS de type Il est constituée de plusieurs

enzymes distinctes et monofonctionnelles.

Les PKSs sont responsables de la synthése de nombreux macrolides possédant des
propriétés  thérapeutiques comme [’érythromycine (antibiotique), la rapamycine
(immunosuppresseur) et 1’épothilone (anticancéreux). Il existe trois groupes de PKSs connus :
les PKSs de type I, les PKSs de type Il et les PKSs de type I11. Les différences observées entre
les trois types de PKSs portent sur 1’organisation de 1’enzyme. Nous allons particulierement

nous intéresser aux PKSs de type |.

Ces différents types de PKSs partagent toutes des mémes types de réactions. Elles vont
ajouter deux ou trois carbones a une chaine en élongation a partir de différents monomeéres et
d’un composé de départ. L’ajout de ces carbones se fait par le biais d’une réaction de
condensation de Claisen. La liaison entre I’enzyme et la chaine en ¢longation est covalente

sous forme d’un thioester.
| .3.1) Les PKSs de type I

Les PKS de type | sont des enzymes modulaires'®. Chaque module assure 1’ajout de
deux ou trois carbones venant d’un monomeére comme le malonyl-CoA ou le méthylmalonyl-
CoA, a la chaine carbonée en cours d’¢élongation. Ces protéines sont de véritables chaines de
montage moléculaire, c'est-a-dire que la chaine carbonée va passer d’un module a un autre
dans un ordre bien défini lors de 1’élongation comme le chassis d’une voiture sur une chaine
de montage industriel. De plus ces PKSs obéissent a une regle de colinéarité. En effet,
I’organisation des geénes codant pour les PKSS suit 1’organisation de la voie de biosynthese.
Par exemple, le premier module d’une PKS correspondra au premier géne présent dans le

génome. Dans le cas de modules répartis sur plusieurs protéines, la liaison et la
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reconnaissance entre les différentes protéines porteuses de modules se fait par des « docking

domains »*416,

Un module est composé de plusieurs domaines et chaque domaine posséde une
fonction catalytique bien précise lors du processus d’élongation. Les PKSs de type |
présentent toujours trois domaines essentiels a la réaction d’¢longation. Ces domaines sont :
Keto-synthase (KS), Acyltransferase (AT) et Acyl Carrier Protein (ACP). Ensuite il existe
d’autres domaines « optionnels » qui se chargent de catalyser d’autres réactions. S’il n’y
qu’un seul module répétant a chaque fois une certaine réactions d’¢longation, alors c’est une
PKS de type | itérative°, Si par contre, la composition en domaine varie d’un module a

I’autre, la PKS est de type modulaire.

Les PKSs de type | sont donc des protéines de grande taille, allant de plusieurs
centaines de kDa a plus d’un million. La plus grande PKS de type | connue est la PKS appelée
MIsA1 responsable de la biosynthese des mycolactones. Cette protéine posséde 62 domaines
repartis sur 8 modules pour un poids moléculaire de 1,8 MDa**?, Les PKSs de type | ont été
abondamment ¢étudiées, en particulier la voie de biosynthése de 1’érythromycine et la voie de
biosynthése de la pikromycine?*?°. L’étude de ces deux PKSs a beaucoup apporté sur la
connaissance du fonctionnement des PKSs. Nous prendrons comme exemple la voie de
biosynthése de 1’érythromycine présentée en Figure 2. La structure des domaines des PKSs de
type | a beaucoup été etudiée ces dernieres annees, de facon a donner des informations sur
leur mécanisme®®28, La structure tridimensionnelle du troisiéme module de la pikromycine
synthase a, d'ailleurs, été résolue récemment®. Ceci a permis de confirmer que ces protéines
s’assemblent sous forme d’homodimeére. Avant cela, seules les structures tridimensionnelles

des domaines avaient été obtenues.
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DEBS 1 I DEBS 2 I DEBS 3 I

module 4
module 1 module 2 module 3

LDD ‘module 5 module 6

Figure 2. PKS responsable de la biosynthése de I'érythromycine, LDD correspond au module
d’initiation

http://proteopedia.org/wiki/index.php/6-deoxyerythronolide_B_synthase %28DEBS%29
1.3.2) Les différents domaines des PKSs de type I et leur fonctionnement
1.3.2.1) Les domaines KS, AT et ACP

Le domaine ACP permet de porter la chaine en cours d’¢longation grice a un bras
phosphopantéthéinyl. Ce bras doit étre assez flexible pour pouvoir avoir acces aux sites actifs

des différents domaines présents sur le module.

Le domaine AT va catalyser le chargement du monomere sur le bras du domaine ACP.
Le domaine AT assure la spécificité du chargement du monere sur le domaine ACP et donc
son incorporation dans le métabolite final. Si le monomere chargé est le méthylmalonyl-CoA,
il se pose la question de la stéréochimie du composé chargé. Dans ce cas, le domaine AT
charge seulement 1'un des deux isomeéres. Par exemple, dans la voie de biosynthese de
I’érythromycine, seul les isoméres 2S du méthylmalonyl-CoA sont chargés sur les domaines
ACP*,

Le domaine KS va catalyser le transfert de la chaine en élongation du précédent

module sur lui-méme. C’est au niveau de son site catalytique que va avoir lieu la
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condensation de Claisen entre la chaine en élongation et le monomere. Concernant la
stéréochimie de la réaction de condensation, dans le cas d’un méthylmalonyl-CoA, I’inversion
de la configuration au niveau de la position C-2 a toujours lieu comme c’est le cas chez les
FAS de type I. Par contre, dans la voie de biosynthése de I’érythromycine, bien que seuls des
isomeres 2S du méthylmalonyl-CoA soient utilisés, nous retrouvons des groupes méthyles
ayant une configuration L et d’autres ayant une configuration DL, Il peut aussi y avoir une
réaction d’épimérisation chez certains modules aprés la condensation ce qui explique le
changement de configuration. L’origine de cette épimérisation provient du domaine

Ketoreductase®*%. Le mécanisme de ces domaines est présenté sur la Figure 3.

O O

/CoA
O S co
Module n Module n+1 R Module n+1 2
Transfert au \
e ‘ KS - AT - ACP ’ KS - AT - ACP ‘L»
4 S
(0]

3 module suivant | Chargement du Condensation
S S SH monomere
>=0 o=< o)
RV
RV RY R
o
Module n+1 Module n+2
Transfert au
KS - AT - ACP —_— KS - AT
module suivant I
SH S S |
(@) O}R SH Résidu de la cystéine
R
0 0 3 "
R' R SH Bras Phosphopantéthéine
R=Hou CH3

Figure 3. Fonctionnement des domaines KS, AT et ACP avec un monomeére de malonyl-CoA.
1.3.2.2) Les domaines « optionnels »

D'autres domaines, permettant de réduire plus ou moins la chaine carbonée, sont
présents de facon optionnelle sur certains modules de PKSs: Ketoreductase (KR),
Dehydratase (DH), Enoylreductase (ER). Ces domaines interviennent apreés la réaction de

condensation et avant le transfert sur un autre module.

Le domaine KR va, tout d'abord, réduire la fonction cétone en alcool. Les domaines
KR des PKSs de type | peuvent produire des groupements hydroxyle de configuration D ou L
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en fonction des modules. La stéréospécificité de la réaction de cétoreduction est déterminée
par 'orientation du substrat dans le site actif. Cette orientation est influencée par la
composition en acide aminés des boucles non structurées proches du site actif 334, 1 existe
donc deux types de domaines KR, le type A et B*2. De plus lorsque le monomére était le
méthylmalonyl-CoA, il y a une deuxiéme stéréospécificité a prendre en compte. Il existe dans
ce cas des types | et des types 11 en fonction de la réduction par le module KR de I’isomére 2S

ou 2R. Ceci nous donne finalement 4 types de domaines KR : Al, A2, Bl et B2.

NADPH NADP"

‘KS-AT-KR-ACP’ ‘KS-AT-KR-ACP
| { | :
SH S B-cétoreduction SH S R =H ou CH;
O 6]
R R
0] HO
R’ R’

Figure 4. Réaction catalysée par le domaine KR.

Le domaine DH va ensuite déshydrater la fonction alcool en fonction alcéne. La
plupart des insaturations présentes chez les polycétides sont de configuration E. Il semble que
la configuration des insaturations présentes chez ces composés soit généralement liée a la
configuration de la fonction alcool avant la réaction de déshydratation®. Le domaine DH
serait capable d’accueillir les deux types de substrats pour former une insaturation Z ou E*®.
Les alcools de configuration D subissent une syn-déshydratation qui donne une insaturation
de configuration E et les alcools de configuration L subissent une syn-déshydratation qui
donne une insaturation de configuration Z. Il arrive aussi que les insaturations de

configuration Z soient produites par des enzymes n’appartenant pas a la PKS¥.

H,O

‘KS—AT— KR - DH- ACP ’ 4# ‘KS—AT— KR - DH- ACP ’

| g Déshydratation | §

SH S SH S R =H ou CHj
0] 0]

R R

HO 4

R' R'

Figure 5. Réaction catalysée par le domaine DH
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Enfin, le domaine ER va réduire la fonction alcéne en fonction alcane. Il appartient a
la famille des dehydrogénases/réductases de chaines moyennes (MDR)®%, Dans le cas de
composés portant une fonction sur le C-2, il existe de nombreux exemples de composés ayant
une configuration 2S ou 2R. Il existe donc deux types de domaine ER chacun étant

stéréospécifique pour un composé d’une configuration donnée®4?,

NADPH NADP"

‘ KS - AT-KR - DH- ER - ACP ’ ‘ KS - AT-KR - DH- ER - ACP ’

| Réduction d'enoyl | 2 R=H ou CH;
SH S SH S
@) O
R
Vi R
R' RV

Figure 6. Réaction catalysée par le domaine ER

Il arrive aussi que dans une voie de biosynthese naturelle, un domaine soit présent sur
un module mais inactif comme le domaine KR du module 3 chez 1’érythromycine. La
structure modulaire des PKSs rend la modification des PKSs tres attractive. Il est possible de
modifier le produit de synthése en inactivant certains domaines dans la voie de biosynthése.
Ceci permet d’utiliser la machinerie des PKSs pour produire des composés qui ne sont pas
produits naturellement dans ces voies de biosynthése. De nombreux travaux impliquant la
modification de PKSs a différents niveaux, pour exploiter pleinement leur potentiel, sont

actuellement en cours*243,
1.3.2.3) Initiation et terminaison

Des domaines bien particuliers chez les PKSs servent a ’initiation et a la terminaison

de la biosynthése médiée par une PKS.

On trouve d’abord un module d’initiation qui charge le produit de départ de la voie de
biosynthése sur un domaine ACP. Généralement, ce module comporte un domaine AT et un
domaine ACP comme dans la voie de biosynthése de I’érythromycine. Le domaine AT va
catalyser le transfert du produit initial, comme un propionyl-CoA dans le cas de
I’érythromycine, sur le bras du domaine ACP. Le composé pourra ensuite étre transféré au

module suivant pour commencer 1’¢longation. Il arrive aussi qu’un domaine KR soit présent
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sur le module d’initiation mais il est alors inactif. Il peut aussi arriver que le module
d’initiation soit particulier de fagon a permettre au composé de départ d’étre différent des

habituels acyl-CoA*.

A la fin d’une suite de réactions médiées par des PKSs, lorsque 1'¢longation de la
chaine carbonée est terminée, le composé final doit étre libéré. Souvent, dans le dernier
module d’une PKS, il existe un domaine Thioestérase de type | (TE I) qui a pour fonction de
libérer la molécule®*". Les domaines TE | sont des variations des sérine hydrolases ot une
sérine, présente au site actif, va accepter le transfert de la chaine en élongation depuis le
dernier domaine ACP de la PKS. Une histidine, présente au site actif, jouera le role de
catalyseur basique. Le composé en cours d’¢longation sera transféré sur la fonction alcool de

la sérine.

Le composé est ensuite libéré par un mécanisme de cyclisation intramoléculaire®.
Cette réaction va donner des produits cycliques sous forme de lactones ou de lactames. C’est
ce qui se passe dans la voie de biosynthése de 1’érythromycine, mais les produits libérés ne
sont pas toujours cycliques. En effet, un mécanisme d’hydrolyse, donnant un carboxylate,
peut avoir lieu. Cette hydrolyse rentre alors en compétition cinétique avec la cyclisation. La
différence de vitesse entre les deux réactions va déterminer le produit majoritaire obtenu a la

fin de la voie de biosynthese. Ces deux réactions sont présentees sur la Figure 7.
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Cyclisation

Y

ACP - TE |
' 3
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0
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H,O ) )J\

5 OTTR

Hydrolyse

Figure 7. Mécanisme d'un domaine TE

Il existe aussi d’autres mécanismes de terminaison ne faisant pas intervenir de

domaine TE mais d’autres domaines présents sur une PKS. Il peut y avoir un domaine
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réductase qui va permettre la libération du composé a la fin de 1’élongation. C’est le cas dans
la biosynthése du xenovuléne. 1l existe aussi un domaine particulier de TE appelé TE/CLC
(Claisen-like cyclase). Ce domaine va catalyser une condensation de Claisen qui va pouvoir
former un nouveau cycle et libérer le composé. C’est le cas dans la biosynthése de la
naphthopyrone®. Tous ces mécanismes font intervenir un domaine en cis (présent sur la PKS)

au niveau C-terminal de la protéine.

Il arrive que de tels domaines de terminaison ne soient pas présents dans une voie de
biosynthése. C’est alors une enzyme en trans, indépendante qui réalisera la terminaison de
I’¢longation. Il existe, cependant, une trés grande variété d’enzymes pouvant étre impliquées
dans cette étape de terminaison. Parmi ces enzymes, on trouve les lactamases, comme dans la
voie de biosynthése de I’actrochrysone® ou les monoxygénases, comme dans la voie de
biosynthése de I’aurafuron®®. 11 arrive aussi que ’enzyme responsable de la terminaison ne

soit pas encore identifiée pour une voie de biosynthése donnée®.

Il existe aussi un autre type de domaine thioestérase appelé Thioestérase de type Il
(TE 11). Les domaines TE Il ont un role de correcteur dans les PKSs de type I°*%. Les génes
codant pour ces protéines sont souvent présents dans des clusters de génes faisant intervenir
des PKSs. Ces domaines TE Il doivent « nettoyer » les domaines ACP d’une PKS de type I en
hydrolysant les composés bloguant la voie de biosynthése qui peuvent s’y trouver, permettant
ainsi a la PKS de retrouver sa fonction. En effet, il arrive que la réaction de condensation ne
s’effectue pas correctement. A la place, une simple réaction de décarboxylation a lieu et elle
produit un résidu ne portant plus qu’un seul groupement thioester fixé sur le domaine ACP
comme présenté sur la Figure 8. Ce résidu ne peut pas servir pour 1’¢longation d’un
polycétide et il bloque donc 1’élongation pour des réactions suivantes. Les domaines TE Il
vont ainsi permettre a la PKS de retrouver sa fonction et I’enzyme est ainsi plus processive.
Des études récentes montrent que les domaines TE Il peuvent aussi servir de domaine de

terminaison en trans comme dans la voie de biosynthése de la Nanchangmycine®®.
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Figure 8. A: mécanisme classique de condensation , B: Condensation erronée

1.3.2.4) Les « tailoring » enzymes

La diversité des structures produites par les PKSs ne peut pas s’expliquer seulement
par les domaines que nous avons déja présentés. Il existe une grande variété d’enzymes qui
agissent sur les produits de PKSs aussi bien au cours de 1’élongation qu’aprés la terminaison.
Ces domaines peuvent se trouver sur la PKS ou étre des protéines indépendantes méme si les
génes codant pour ces enzymes se retrouvent la plupart du temps dans le cluster de la voie de
biosynthése. Ces enzymes sont appelées «tailoring» enzymes®. Une grande variété
d'enzymes appartient a la catégorie des « tailoring » enzymes. Nous pouvons trouver des
enzymes catalysant des glycosylations, des cyclisations, des halogénations, des méthylations,

des oxydations (déshydrogénations, époxidations, hydroxylations)®’°8,

Par exemple, dans la voie de biosynthése de 1’érythromycine, le passage de la 6-
déoxyérythronolide B a I’érythromycine est di a 1’intervention de ce type d’enzymes. Il y a

d’abord deux hydroxylases régiospécifiques qui interviennent. Elles vont réaliser
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I’hydroxylation de la 6-déoxyérythronolide B au niveau du carbone 6 puis au niveau du
carbone 12%°%°  Différentes glycosylations vont ensuite avoir lieu pour donner

I’érythromycine®.
1.3.3) Les PKSs de type 11 et de type 111

Contrairement au type I, les domaines des PKSs de type Il ne sont pas organisés en
module. Ils sont apparentés au FAS de type Il. Ici, chaque domaine est sur une protéine a part,
monofonctionnelle®?%3, Les PKSs de type 1l sont toutes itératives et chaque domaine catalyse

une réaction. Par exemple, pour une voie donnée, il n’y aura qu’un seul domaine KS.

La fonction et la structure des PKSs de type Il different considérablement de celles
des PKSs de type | et de type 11%. 11 n’y a pas de domaine ACP chez les PKSs de type IlI.
C'est une seule enzyme homodimérique qui va se charger des réactions de condensation de
facon itérative. Les PKSs de type 111 sont donc de taille modeste (40-45 kDa). Ce dernier type
est de plus en plus étudié a cause de leur relative simplicité.

1.3.4) Les PKSs chez les cyanobactéries

Chez les cyanobactéries, de nombreuses voies de biosynthése des métabolites
secondaires sont médiées par des PKSs. Une étude récente des différents génomes connus de
cyanobactéries a montré que sur 89 cyanobactéries, 262 clusters de génes de voies de
biosynthése présentent des genes de PKSs et 290 clusters de génes de voies de biosynthése

présentent des génes de NRPSs®.

Plusieurs de ces clusters possedent des génes de PKSs de type | et de PKSs de type I11.
Il est intéressant de noter que chez certains clusters, différents types de PKSs interviennent
dans la méme voie de biosynthése. Chez 100 de ces clusters, il existe des PKSs reliées a des
modules de NRPSs ce qui donne des hybrides de PKSs et de NRPSs. Les voies de
biosynthése de ces hybrides font intervenir des modules de PKSs et des modules de NRPSs.
Lorsque les deux protéines sont distinctes, les composés synthétisés sont transférés d’une
enzyme a I’autre®. Il arrive aussi que les modules PKSs et NRPSs se trouvent sur la méme
protéine. Ces hybrides permettent d’ajouter des acides aminés sur des polycétides ou a
I’inverse, d’ajouter des monomeres acyl-CoA sur des peptides. Ceci permet d’accroitre la
diversité structurale des meétabolites secondaires qui peuvent étre produits par les

cyanobactéries.
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Plusieurs composés, dont des cyanotoxines, sont les produits de ces voies de
biosynthése hybrides chez les cyanobactéries comme la microcystine®’, 1’anatoxine-a®, la

cylindrospermopsine® et 1’apratoxine .

1.4) Les nonribosomal peptide-synthetases

Il existe de fortes analogies entre les PKSs et les NRPSs. Elles se comportent de fagon
similaire et ont la méme logique de fonctionnement. Les NRPSs possedent trois domaines
essentiels, 1) un domaine Peptidyl Carrier Protein (PCP) qui a un rdle analogue au domaine
ACP des PKSs ; ii) un domaine de condensation (C) analogue du domaine KS qui permet
I’¢longation de la chaine peptidique ; iii) et un domaine d’adénylation (A) analogue au
domaine AT qui sélectionne 1’acide aminé a incorporer et I’active sous forme d’acide aminé-

AMPE, e fonctionnement d’une NRPS portant ces domaines est présenté sur la Figure 9.

Les NRPSs présentent également des domaines optionnels tels que le domaine
d’épimérisation qui permet de transformer un acide aminé L en son isomere, le domaine de
cyclisation permet la cyclisation des acides aminés sérine, cystéine (pour former des
thiazolines) et la thréonine (pour donner des oxazolines), les domaines de méthylation et de
formylation sont responsables, respectivement, de I’addition d’un groupement méthyle et d’un

groupement formyle.

La terminaison des voies de biosynthese des NRPs fait, elle aussi, intervenir des

domaines TE I, avec un mécanisme similaire a celui rencontré chez les PKSs.
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Figure 9. Fonctionement d’ une NRPS
1.5) Les toxines de cyanobactéries

De nombreux métabolites secondaires produits par les cyanobactéries sont des toxines
pour les animaux supérieurst. La présence de ces toxines dans les eaux douces représente un

risque pour la vie animale et humaine’ "

, surtout lors de de I’apparition d’efflorescence. Une
cyanobactérie peut produire plusieurs toxines. Ces toxines peuvent étre classées en quatre

catégories : dermatotoxines, hépatotoxines, cytotoxines et finalement neurotoxines.

Les cyanotoxines les plus connues sont : les cytotoxines avec la microcystine et la
cylindrospermopsine, les neurotoxines avec I’anatoxine-a, I’homoanatoxine-a et la saxitoxine.
Il est intéressant de noter que ces toxines présentent toutes des analogues. Cela est dd a la
grande variété de structures possibles provenant des différents mécanismes enzymatiques que

nous avons présentés auparavant.

La microcystine est la toxine de cyanobactérie la plus connue et la plus étudiée. Elle
cible principalement le foie. Cet hydride PK/NRP inhibe les protéines phosphatases 1 et 2A73,
Il existe un grand nombre d’analogues de la microcystine (plus de 90 répertoriés). Cette
toxine est produite par des cyanobactéries appartenant aux genres Microcystis, Anabaena,

Planktothrix et Nostoc "
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La cylindrospermopsine, qui a elle un effet cytotoxique, est une cyanotoxine de type
alcaloides. Il existe deux analogues connus pour cette toxine, la 7-déoxy-
cylindrospermopsine’™ et la  7-épi-cylindrospermopsine’®. La cylindrospermopsine est
produite par des cyanobactéries appartenant aux genres : Umezakia’’, Aphanizomenon®’®,
Raphidiopsis®®, Anabaena®!, et Lyngbya®. La biosynthése de cette toxine a été étudiée par
I”équipe®3846°,

La saxitoxine, initialement nommée PSP (pour « Paralytic Shellfish Poisons ») est un
alcaloide. C’est la cyanotoxine la plus 1étale avec une DLso (dose 1étale 50%) de 10 pg/kg en
injection chez la souris®. Elle bloque 1’activité des canaux sodiques a la jonction neuro-
musculaire provoquant la paralysie musculaire conduisant & une mort par asphyxie . La
saxitoxine et ses analogues sont produits par des cyanobactéries appartenant aux genres

Aphanizomenon, Anabaena, Cylindrospermopsis et Lyngbya®’.

L’anatoxine-a étant le sujet de cette étude, nous allons nous y intéresser plus en détail.
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Figure 10. Différentes structures des cyanotoxines les plus connues
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1.6) L’anatoxine-a

L'anatoxine-a est un puissant agoniste du récepteur nicotinique de 1’acétylcholine®® qui
entraine une paralysie des muscles dont les muscles respiratoires et, donc, une mort rapide par
asphyxie. L’anatoxine-a est d’ailleurs aussi connue sous le nom de Very Fast Death Factor en
anglais ce qui atteste de sa létalité. La DLso de cette toxine est de 250 pg/kg en injection chez
la souris®®®. I’anatoxine-a a été isolée dans les années soixantes par Gorham et ses
collaborateurs a partir d'’Anabaena flos-aquae, une souche provenant d’une efflorescence
ayant empoisonné du bétail au Canada®. Sa structure a ensuite été résolue par des méthodes
spectroscopiques et par synthése chimique®. Son effet, en tant que neurotoxine, a été étudié
par Carmichael et al.® ainsi que par Spivak et al.%. 1l existe des analogues de cette toxine
comme 1’homoanatoxine-a, qui est la plus connue® , la dihydroanatoxine-a®°" ainsi que
’epoxyanatoxine-a dont la stéréochimie n’a pas été déterminée®. La structure de ces

composeés est présentée sur la Figure 11.
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Figure 11. Structure de I’anatoxine-a et de ses analogues
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Notre équipe de recherche s’est intéressée a la biosynthése de ces alcaloides chez les
cyanobactéries apres des épisodes d’empoisonnement canins, provoqué par ces toxines, dans
la riviére du Tarn en France’?. L’équipe a décidé de séquencer le génome d’une cyanobactérie
productrice de cette toxine de fagcon a pouvoir déterminer les génes responsables de la
biosynthése de I’anatoxine-a. Le choix de 1’équipe s’est porté sur Oscillatoria sp. PCC 6506
car elle produit de I’anatoxine-a et de ’homoanatoxine-a dans un rapport 2% d’anatoxine-a et
98% d’homoanatoxine-a®. C’est aussi une cyanobactérie facilement cultivable en

laboratoire®.

Figure 12. Micrographie de bactéries de la souche Oscillatoria sp. PC 6506 cultivee au

laboratoire (grossissement x400)

L’équipe a identifié un cluster de génes, appelé ana par 1’équipe, responsable de la
biosynthése de I’anatoxine-a et de 1’homoanatoxine-a'®. Ceci a permis de définir de fagon
plus précise les genes du cluster et leurs fonctions. Ces fonctions ont eté attribuées par
comparaison de séquence avec des genes existants, comme montré dans la Figure 13. On
notera la présence de trois génes codant pour des PKSs de type | parmi les génes présents
dans ce cluster®. L’équipe a aussi pu, par ce travail, identifier un cluster cyn, responsable de

la biosynthése de la cylindrospermopsine, présent chez cette souche®.
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Géne Fonction putative Géne Fonction putative
anal Protéine d'efflux anaD Domaine ACP
anaJ Cyclase ? anakE PKS de type | modulaire
anaA Thioestérase de type |l anaF PKS de type | modulaire
anaB Oxidase de prolyl-ACP anaG PKS de type | modulaire
anaC Protéine d’adénylation de la anaH Transposase

proline

Figure 13. Le cluster ana responsable de la biosynthése de 1’anatoxine-a
|.7) Biosynthése de I’anatoxine-a

1.7.1) Présentation de la biosynthese

L’analyse bioinformatique du cluster ana chez Oscillatoria sp. PCC 6506, des
expériences d’incorporations isotopiques a partir de différents acides aminés marqués et en se
basant sur la regle de colinéarité des genes de PKSs ont permis d’établir un schéma
réactionnel de la biosynthése de I’anatoxine-a'®. Cette voie de biosynthése proposée par

I’équipe est montrée sur la Figure 14.
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Figure 14. Schéma de biosynthése de 1’anatoxine-a (R=H) ou de I’homoanatoxine-a (R=Me)

Le composé de départ de cette voie de biosynthése est la proline. Les trois premiéres
étapes de la voie de biosynthése vont servir a former 1’intermédiaire qui pourra étre chargé sur
AnaE. La premiére étape est 1’activation de la L-proline par AnaC avec un mécanisme
similaire a celui utilisé par les domaines d’adénylation chez les NRPSs. La proline activée est
ensuite chargée sur 1’holo-AnaD pour former le prolyl-AnaD. AnaB va, ensuite, oxyder le
cycle pyrrolidine pour former une dehydropyrrolidine selon le mécanisme présenté sur la
Figure 15.
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Figure 15. Mécanisme de la réaction catalysée par AnaB

Les trois premieres étapes de ce schéma ont été reconstituées in vitro par 1’équipe,
avec confirmation des fonctions prédites et suivi des carbones marqués de la proline®,
L’équipe a aussi pu obtenir la protéine AnaB sous forme de cristaux en collaboration avec
Karine Moncoq a I’IBPC. Ceci a permis de déterminer la structure 3D de la protéine et de

confirmer sa fonction%,

L’intermédiaire va, ensuite, €tre transféré sur AnaE pour que deux carbones soient

ajoutés a partir du malonyl-CoA comme montré sur la Figure 16.

28



AnaE

AnaE KS - AT - KR - DH -ER AnaE
x (i

S S
(6] (0]
—NH*
_—=NH*

Figure 16. Elongation de la chaine sur AnakE

L’intermédiaire sera ensuite transféré a AnaF pour 1’¢longation et la cyclisation. Nous
pensons que c’est AnalJ qui se charge de la cyclisation selon le mécanisme proposé sur la
Figure 17. En effet, cette proteine présente des similarités avec le domaine Cyclase de StiJ
chez Stigmatella aurantiaca. Cette enzyme aurait un role similaire dans la biosynthése de la
stigmatelline 1%, L’intermédiaire est ensuite transféré sur AnaG et nous allons nous intéresser

aux derniéres étapes de cette biosynthese.

Ny S é é

2y, /, ///

Figure 17. Mécanisme proposé pour la cyclisation sur AnaF
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1.7.2) Les derniéres étapes de la biosynthése de I’anatoxine-a

L’équipe s’intéresse maintenant aux etapes catalysées par les PKSs et en particulier a
celle catalysée par AnaG comme présenté dans la Figure 18. En effet, AnaG présente
certaines différences par rapport au fonctionnement classique des PKSs de type I. 1) Il est
possible que deux domaines de fonctions inconnues se trouvent entre le domaine AT et MT
ainsi qu’entre le domaine MT et ACP (voir chapitre II), 2) AnaG présente des différentes
importantes dans son organisation chez certaines souches (voir chapitre 1l), 3) AnaG est la
derniére PKS de la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a. Elle devrait donc contenir un
domaine TE I, responsable de I’hydrolyse du produit final, mais ce domaine est absent chez
AnaG. Une autre enzyme doit donc effectuer cette hydrolyse. L’équipe a ainsi trouvé dans le

cluster ana un gene codant pour une TE Il appelée AnaA.

Produit a la fin de la réaction sur AnaG co
2
I'AnaF
ACP > [KS-AT- MT - ACP ]_L»
Transfert sur
AnaG ‘ §
S C S
(e} (0] (0]
COO”
AnaG
MT
Methylation si KS- AT- MT- ACP Hydrolyse
synthése é >
d'homoanatoxine-a 2 AnaA 2
S-Adénosyl-L-méthionine
(0]
R
(e}
=H
ou
R= Met

Intermédiaire final

Figure 18. Etapes catalysées sur AnaG
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Pour la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a, nous nous posons donc la question de
savoir si AnaA ne peut pas hydrolyser ’intermédiaire final de la voie de biosynthese apres
1’élongation. Si ce n’est pas le cas, nous ne voyons pas d’autres enzymes dans le cluster ana

qui puisse effectuer cette réaction.

Une fois que le composé chargé sur AnaG est hydrolysé, nous nous trouvons en
présence du carboxy-anatoxine-a. Pour obtenir 1’anatoxine-a, il faut que le composé subisse
une décarboxylation comme montré sur la Figure 19. Nous ne savons pas si cette
décarboxylation est catalysée par une enzyme. Si la réaction se déroule spontanément et que
la réaction de décarboxylation est assez lente, nous pouvons penser qu’il y accumulation du
carboxy-anatoxine-a. Cet intermédiaire peut donc étre détecté par des techniques analytiques.
Cependant, si la catalyse enzymatique est assez lente, il se peut aussi qu’il y ait aussi une
accumulation du carboxy-anatoxine-a et donc que sa détection soit possible. Une équipe néo-
zelandaise a utilisé la spectrométrie de masse pour suivre la présence de ce précurseur dans
une culture de cyanobactéries'®. 1l faut cependant rester prudent car seuls les spectres de
masse en ionisation a électrospray (ESI) ont été obtenus. Sur ces spectres, seul ’ion MH+ a
été détecté et 1’équipe ne posséde pas de standards pour la carboxy-anatoxine-a. Il n’y a pas
eu d’étude mécanistique de cette réaction. Le composé n’a pas, non plus, été isolé et sa
stabilité ne peut donc pas étre étudiée. Aucune enzyme connue appartenant au cluster ana ne

peut catalyser cette réaction a notre connaissance.

0 o) o
CO,

Figure 19. Mécanisme proposé pour la décarboxylation de la carboxy-anatoxine-a
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1.8) Objectifs du projet de recherche

Lors de mon doctorat, notre objectif était d’obtenir un maximum d’informations sur
les étapes finales de la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a et de 1’homoanatoxine-a. Pour
cela, il nous fallait avoir tous les outils en main pour mettre en ceuvre cette étude. Cela
implique 1’obtention et la purification des protéines participant a ces €tapes ainsi que le
développement d’un analogue de substrat pour les dites enzymes. Nous savions qu’obtenir
une PKS est un processus complexe et que nous aurions besoin de mettre au point la méthode
de purification. Pour le développement de I’analogue de substrat, nous pouvions nous appuyer

sur I’expertise de 1’équipe concernant la synthése chimique de dérivés de 1’anatoxine-a.

Une fois ces outils en main, nous nous proposons de déterminer grace a des méthodes
de spectrométrie de masse la nature des produits d’AnaG et s’ils valident le mécanisme
proposé pour les derniéres étapes de la voie de biosynthese. Nous pourrions ainsi clarifier le
role d’AnaA dans la voie de biosynthése mais aussi vérifier si la décarboxylation de la

carboxy-anatoxine-a est spontanée ou mediée par une enzyme.

Nous voulons aussi obtenir plus d’informations sur le cluster ana en comparant les
différentes séquences de clusters ana obtenues chez les souches productrices d’anatoxine-a et
de ses dérivés. Ces informations peuvent nous permettre de mieux délimiter le cluster ana et
de découvrir de nouveaux genes impliqués dans la voie de biosynthese pour étoffer notre
modele. Nous pourrions aussi observer la conservation de ces génes entre les différentes
souches productrices d’anatoxine-a et de ses analogues ainsi que leurs positions dans le

cluster ana.

Nous avons aussi décidé de nous intéresser a un dérivé de 1’anatoxine-a, la
dihydroanatoxine-a. La publication du génome d’une souche!®, Cylindrospermum stagnale
PCC 7417, pouvant produire cette toxine, nous a permis d’avoir une base de travail pour
commencer notre étude de cette toxine. Nous allons tenter maintenant de confirmer que cette
souche produit bien de la dihydroanatoxine-a mais aussi caractériser la voie de biosynthese
utilisée par la cyanobactérie pour produire cette toxine en utilisant des techniques de
spectrométrie de masse et en nous appuyant sur les standards de dihydroanatoxine-a et de

dihydrohomoanatoxine-a qui ont été synthétisés par I’équipe.
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Chapitre II : Analyse des clusters ana de différentes

souches de cyanobactéries

11.1) Séquengage du cluster ana de la souche Oscillatoria sp. PCC
6506

Le cluster ana a été découvert par 1’équipe, pour la premicre fois, lors du séquengage
du génome d’Oscillatoria sp. PCC 6506 en 20108, Ce séquencage a été réalisé en utilisant la
méthode de séquencage 454. Cette méthode est une technique de sequencage a haut débit qui
a été développée dans les années 2000 par Roche Diagnostics %1%, | e génome est obtenu,
par cette méthode, sous forme de milliers de séquences nucléotidiques de taille et de nombre
variables appelées reads. Nous avons obtenu, ici, 677 304 reads pour une taille totale de 164
mégabases ce qui représente une couverture estimée du génome d’Oscillatoria sp. PCC 6506
a 24. Ces reads sont ensuite assemblés par des moyens bioinformatiques en fonction de leur
identité de séquences pour donner des sequences de nucléotides plus grandes appelées
contigs. L’assemblage a été assuré par la société GATC dans le cas d’Oscillatoria sp. PCC
6506. Mais I’assemblage en contigs a partir de reads obtenus par le séquencage 454 ne
garantit pas une couverture compléte du génome!®. La présence de séquences répétées dans

le génome peut notamment entrainer des erreurs d’assemblage.

Grace au séquencage 454, 1’équipe a obtenu la séquence du génome d’Oscillatoria sp.
PCC 6506 sur 419 contigs. Le génome a ensuite été soumis au logiciel MaGe'%° du LABGeM
pour I’annoter automatiquement. Le logiciel MaGe a détecté des génes liés a des PKSs sur le
contig 407 qui est un contig de 28909 bp et représenté sur la Figure 20. Des expériences ont
ensuite été réalisées permettant d’identifier ces génes comme étant lié a la biosynthese de
I’anatoxine-a. Ces expériences ont permis I’identification d’un cluster de génes appelé ana par

1’équipe, il a ensuite été réalisé une annotation experte manuelle des génes du cluster ana®.
11.1.1) Comparaison du cluster ana des Oscillatoria sp. PCC 6506 et 6407

L’équipe s’est intéressée, en paralléle, a la souche Oscillatoria sp. PCC 6407. Cette
souche produit aussi de I’homoanatoxine-a. Il avait été montré par amplification PCR que le

génome de cette souche contenait la séquence ks2 qui correspond a une partie du domaine KS
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d’anaF, une séquence 16S et une sequence internal transcribed sequence (ITS) identique a
100% a celles d’Oscillatoria sp. PCC 6506%. Le fait que les séquences 16S et ITS soient
identiques indique que les deux souches sont trés proches phylogenétiquement. En 2013, la
séquence du génome d’Oscillatoria sp. PCC 6407 a été publiée avec, en tout, 112 contigs®.
Le cluster ana chez Oscillatoria sp. PCC 6407 se trouve sur le contig 69 qui est pratiquement
deux fois plus étendu que le contig 407 de la souche Oscillatoria sp. PCC 6506. Le
séquencage etant plus récent, il est probable que les reads obtenus soient de plus grande taille
et qu’il soit possible de les assembler en des contigs plus grands. Ceci nous a permis de
comparer le cluster ana de cette souche avec celui d’Oscillatoria sp. PCC 6506. Les génomes
des souches Oscillatoria sp. PCC 6506 et Oscillatoria sp. PCC 6407 sont presque identiques.
Nous avons compareé les deux génomes sur MaGe et nous avons trouvé quelques différences

entre les deux génomes, mais ils sont en effet trés proches.

Les séquences en nucléotides des clusters, du géne anaJ jusqu’au nucléotide 400 du
géne anaH, sont identiques chez les deux souches comme montré dans la Figure 20. Le contig
69 de la souche Oscillatoria sp. PCC 6407 est, cependant, plus étendu. Nous avons donc
décidé d’examiner les séquences bordant le cluster ana chez Oscillatoria sp. PCC 6407. En 5
du cluster ana d’Oscillatoria sp. PCC 6407, nous avons découvert un gene que nous avons
appelé anal codant pour une protéine de transport qui pourrait étre responsable du transport
de I’anatoxine-a. En réalisant un BLASTP de sa séquence peptidique, nous avons découvert
que c’est une protéine de transport de la famille MATE* 13, Nous avons aussi retrouvé ce
géne chez Oscillatoria sp. PCC 6506 mais il était présent sur le contig 13 du génome
d’Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous nous sommes alors demandé si les clusters ana des
souches Oscillatoria sp. PCC 6506 et Oscillatoria sp. PCC 6407 n’étaient pas entierement

identiques.

En 3’ du cluster, nous avons constaté que la séquence différait entre les souches
Oscillatoria sp. PCC 6506 et 6407 a partir d’anaH. Nous voulions savoir d’ou provenait cette
différence et nous voulions analyser cette partie du génome chez Oscillatoria sp. PCC 6506.
En effet, les génomes des deux souches étant trés similaires, nous pensions que des erreurs

d’assemblage étaient probables chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506.
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Figure 20. Comparaison des clusters ana d’Oscillatoria sp. PCC 6506 et PCC 6407 avant le
travail de reséquencage par 1’équipe. Les nombres en dessous des genes désignent les
numeéros des contigs, les deux barres verticales bleues délimitent la zone a I’intérieur de

laquelle les séquences nucléotidiques sont identiques

11.1.2) Réassemblage des contigs chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 en 5° du

cluster ana

Nous avons d’abord réalisé une PCR sur de ’ADN génomique provenant de la souche
Oscillatoria sp. PCC 6506 avec une amorce dans le contig 13 (amorce GP12, voir chapitre
VI1.3) et une amorce dans le contig 407 (amorce GP13, voir chapitre VI.3) d’Oscillatoria sp.
PCC 6506. Nous voulions veérifier que le contig 13 contenant anal était bien en 5 du contig
407 et en séquengant le produit d’amplification de cette PCR, nous avons bien confirmé la
présence d’anal en 5’ d’anaA chez Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous avons voulu savoir a ce
moment si nous pouvions assembler d’autres contigs en 5’ du contig 13. Nous pouvions nous
appuyer sur la séquence nucléotidique du contig 69 de la souche Oscillatoria sp. PCC 6407

pour réaliser cet assemblage.

Nous avons d’abord réalis¢ un BLASTN de la séquence du contig 69 de la souche
Oscillatoria sp. PCC 6407 contre le génome d’Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous avons ainsi
obtenu un enchainement de contigs provenant du génome d’Oscillatoria sp. PCC 6506 ce qui
nous a permis de reconstruire a priori la partie en 5' du contig 13 d'Oscillatoria sp. PCC 6506.
Nous avons donc dessiné des amorces PCR de 25 a 30 paires de bases de facon a veérifier
I’enchainement de ces contigs chez Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous avons atteint 1’extrémité
5” du contig 69 d’Oscillatoria sp. PCC 6407 qui correspond a I’extrémité 3’ du contig 7 chez
Oscillatoria sp. PCC 6506. Les PCRs ont fonctionné et nous avons donc pu réassembler du
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contig 7 jusqu’au contig 13 comme montré sur la Figure 21. Les séquences obtenues sont
identiques a 100% avec celles provenant du genome de la souche Oscillatoria sp. PCC 6407.
Pour les contigs plus importants en taille comme le contig 13 ou 215, nous avons seulement

séquencé les extrémités en supposant qu’il n’y avait pas d’erreurs a I’intérieur des contigs.

11.1.3) Réassemblage des contigs chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 en 3’ du

cluster ana

Pour I’exploration de la partie en 3’ du cluster ana de la souche Oscillatoria sp. PCC
6506, nous avons rencontré des difficultés. En effet, nous avons d’abord voulu confirmer
I’extrémité 3’ du contig 407 de la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 en amplifiant cette partie
par PCR. Nous avons ainsi pu confirmer la partie 3’ d’anaG et le début d’anaH. Néanmoins
les PCRs ne fonctionnaient pas au-dela d’anaH. Nous avons donc suspecté une erreur dans

cette partie du contig 407 de la souche Oscillatoria sp. PCC 6506.

Nous avons donc di dessiner de nouvelles amorces en nous basant sur la séquence du
contig 69 de la souche Oscillatoria sp. PCC 6407 comme nous l'avions fait pour la partie 5°.
Les PCRs ont fonctionné et nous avons observé la présence de deux transposases. La premiére
correspond a la séquence d’anaH chez Oscillatoria sp. PCC 6407 qui est similaire a celle
d’Oscillatoria sp. PCC 6506 jusqu’au nucléotide 400. La deuxiéme correspond a une
transposase se trouvant sur le contig 228 d’Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous avons retrouvé
les séquences de ces transposases a deux autres endroits du génome d’Oscillatoria sp. PCC
6506. Pour anaH, nous I’observons au niveau du contig 176 et 419 avec une identité¢ aux
alentours de 90%. La deuxiéme transposase se retrouve au niveau du contig 418 et 176 avec

une identité aux alentours de 89 et 87%.

Nous pensons que c’est la présence de ces deux transposases qui se retrouvent a
différents endroit du génome qui est a I’origine de I’erreur d’assemblage chez la souche
Oscillatoria sp. PCC 6506. L’assemblage des reads chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6407
ne présente pas ce défaut d’assemblage a ce niveau. Ce séquengage €tant plus récent que celui
d’Oscillatoria sp. PCC 6506, I’assemblage des reads est de meilleure qualité. La version de

2010 du contig 407 est donc erronée et il faudra la remplacer par une nouvelle version.

Nous avons donc pu réassembler plusieurs contigs jusqu’au contig 400 chez la souche

Oscillatoria sp. PCC 6506 comme nous le montrons dans la Figure 21.
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Figure 21. A : Contig 407 chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 (version 2010). B : Assemblage des différents contigs a cet endroit du
génome chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 (version 2015). Les barres en rouge représentent les parties qui ont été reséquenceées a partir
d’amplification PCR. Les nombres en gras correspondent au numéro des contigs dans sa version 2010. Les caractéres © indiquent des différences
par rapport a la séquence du contig disponible en 2010. Les quadrilatéres en pointillés représentent des séquences qui étaient absents du génome

dans sa version 2010. C : Contig 69 chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6407.
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11.1.4) Bilan du réassemblage

Au cours de ce travail, nous avons réussi a assembler plusieurs contigs en un seul
contig auquel nous avons ajouté deux séquences qui n’étaient pas présentes dans le génome
d’Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous avons pu définir que les clusters ana pour les deux
souches Oscillatoria sp. PCC 6506 et Oscillatoria sp. PCC 6407 s’étendaient d’anal a anaG
et qu’ils étaient identiques a 100%. De plus, toutes les séquences que nous avons obtenues
chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 se sont révélées identiques a 100% avec celles de la
souche Oscillatoria sp. PCC 6407.

A part anal, aucun autre géne pouvant appartenir au cluster ana n'a été découvert en 5°
et en 3’ du contig 407 chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous avons bien trouvé
d’autres genes mais il ne nous semble pas qu’ils puissent participer a la voie de biosynthése

de I’anatoxine-a (voir liste des génes annotés en annexe).
11.2) Comparaison des clusters ana de différentes souches

Il existe plusieurs souches de cyanobactéries productrices d’anatoxine-a et
d’homoanatoxine-a, mais nous ne disposons de la séquence nucléotidique du cluster ana que
chez 7 souches qui sont listées dans le Tableau 1. La majorité des sequences nucléotidiques de
ces clusters ont été obtenues au cours des cing derniéres années %4 Concernant
Raphidiopsis mediterranea LBRI 48, elle est citée dans deux publications de 2003 et
20045118 mais une publication récente lui donne le nom de Cuspidothrix issatschenkoi

LBRI48. Les deux noms de souche désignent la méme cyanobactérie.
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Souche Origine Toxine produite majoritairement Référence

Anabaena sp. strain 37 Finlande ATX 114,118

Oscillatoria sp. PCC 6506 Inconnue HATX 98,100

Oscillatoria sp. PCC 6407 USA HATX 98,105
Cylindrospermum stagnale PCC 7417 Suéde dhATX 19

Cuspidothrix issatschenkoi LBRI48 anciennement )

Raphidiopsis mediterranea LBRI 48 Chine HATX e
Cuspidothrix issatschenkoi RM-6 Japon HATX ey
Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3 Japon HATX et ATX non détectées el

Tableau 1 : Souches de cyanobactéries productrices d’anatoxine-a et de ses dérivés connues et

dont le cluster ana a été séquence.

Actuellement, nous avons acces a la séquence nucléotidique de 7 clusters ana. Le
premier cluster & avoir été séquencé, en 2009, appartient a Oscillatoria sp. PCC 650624, Ont
suivi, les clusters d'Anabaena sp. strain 37, d’Oscillatoria sp. PCC 6407 et de
Cylindrospermum stagnale PCC 7417. Il faut noter que le génome d’Anabaea sp. strain 37 a
été séquencé dans son entiereté mais seul le cluster ana a été publié. Le génome de
Cylindrospermum stagnale PCC 7417 a été completement séquencé et circulariseé.
Dernierement, trois séquences nucléotidiques de cluster ana ont été publiées sur le NCBI. Ce
sont ceux de Cuspidothrix issatschenkoi LBRI48, Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3 et
Cuspidothrix issatschenkoi RM-617,

Les clusters ana de la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 et de la souche Oscillatoria
sp. PCC 6407 étant identiques, nous allons seulement comparer les séquences des genes du
cluster ana de 1’Oscillatoria sp. PCC 6506 avec les génomes provenant des souches
Anabaena sp. strain 37, Cylindrospermum stagnale PCC 7417, Cuspidothrix issatschenkoi
LBRI48, Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3 et Cuspidothrix issatschenkoi RM-6. Pour cela
nous avons effectué¢ un alignement de séquence a ’aide du programme BLASTN et BLASTP
avec les différentes séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues a partir du cluster ana.

Les résultats sont résumés dans le Tableau 2.
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Geéne du 0/ 4554 sir s % d’identité 0/ 4554 sir s % d’identité
cluster ana | 70 4IAeNtiHE | o 4o dentite chez chez % d’identité chez chez
chez . . . Cuspidothrix - .
chez Cylindrospermum Cuspidothrix . . Cuspidothrix
. . Anabaena . . issatschenkoi . .
Oscillatoria sp. strain 37 stagnale PCC 7417 issatschenkoi CHABD3 issatschenkoi
sp. PCC 6506 P- LBRI148 RM-6
anaA 89%1/85% 92%/86% 86%/78% 85%/80% 85%/78%
anaB 85%1/86% 91%/89% 83%1/84% 83%/84% 83%/84%
anaC 82%/79% 90%/89% 83%1/82% 83%/82% 83%/82%
anaD 86%/87% 90%/90% 84%I87% 84%/87% 84%/87%
anak 86%/85% 90%/89% 86%/85% 86%/85% 86%1/85%
anaF 86%1/86% 85%1/83% 86%1/85% 86%/85% 86%/85%
anaG 88%1/87% 85%¢/84% 88%I/87% 87%#/87% 88%/87%
anaH absent absent absent absent absent
anal 82% 89%/83% absent 81%* absent
anal 88%1/85% 85%/74% 78%/78% 71%/60% 78%/78%

Tableau 2 : Comparaison des différents génes ana entre les différents clusters. La premiére
valeur correspond a celle obtenus avec un BLASTN et la deuxiéme avec un BLASTP. *:
identité obtenue avec une couverture de seulement 29% de la séquence. # : identité obtenue

sur les parties de séquence présentes dans le cluster
11.2.1) Synténie du cluster ana

Nous avons ensuite établi la synténie des genes du cluster ana avec les informations
gue nous avons obtenues par la comparaison des différents clusters. Les résultats sont

présentés sur la Figure 22.
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Figure 22. Comparaison de la synténie des clusters ana de souches productrices d’anatoxine-a
et d’homoanatoxine-a. Les traits en pointillés montrent que nous avons acces aux sequences
nucléotidiques encadrant le cluster. Les barres verticales représentent des clusters dont le
génome n’est pas disponible et les séquences nucléotidiques disponibles sont donc limitées en

taille. L’alignement a été réalisé a partir du géne anaB.

Globalement, les génes sont conservés d’une souche a I’autre et sont trés similaires.
Les genes anaB, anaC, anaD, anaE, anaF et anaG sont les plus conservés. Leur synténie est
conservée dans toutes les souches analysées, sauf chez la souche Cylindrospermum stagnale
PCC 7417 qui présente un gene anaK entre anaD et anaE. Nous reviendrons sur ce point plus
loin dans ce chapitre. C’est la souche Anabaena sp. strain 37 qui présente la disposition de
genes la plus différente des autres souches. En effet, chez elle, anaJ, anal et anaA sont
séparés des autres genes du cluster ana par environ 5 kilobases mais les génes présents dans
cet intervalle ne sont pas liés a la biosynthése de 1’anatoxine-a (voir liste des genes annotés en
annexe)!*. Cette disposition peut provenir d’un réarrangement des génes dii & une
transposition ou a une possible erreur d’assemblage. En effet, il nous semble étrange qu’une
seule souche présente un enchainement des génes ainsi modifié. C’est pour cette raison que

nous avons pensé a une erreur d’assemblage.
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anaA et anaJ sont présents dans toutes les souches mais leur disposition I'un par
rapport a I’autre peut varier d’une souche a une autre. Dans la majorité des cas, ils se trouvent
en 5’ d’anaB. On ne trouve anaH, codant pour une transposase, que dans deux souches :
Oscillatoria sp. PCC 6506 et PCC 6407. Ce gene avait été intégré au cluster ana dans le passé
par I’équipe a cause de sa proximité avec anaG mais nous pouvons nous poser la question de
sa place dans le cluster ana car une transposase n’a pas de fonction dans la voie de

biosynthése de I’anatoxine-a.

Le cluster ana de la souche Cylindrospermum stagnale PCC 7417 est particulierement
intéressant car il présente un gene supplémentaire par rapport aux autres clusters. Lors de la
comparaison avec le cluster d’Oscillatoria sp. PCC 6506, nous avons remarqué qu’il existe un
géne supplémentaire, placé entre les génes anaD et anaE qui a ét¢ nommé par 1’équipe
anaK®. L'annotation du génome de la souche Cylindrospermum stagnale PCC 7417 indique
que le géne anaK code pour une réductase putative nécessitant un cofacteur F420%%120, Ceci
est cohérent avec le fait que la souche Cylindrospermum stagnale PCC 7417 produise de la
dihydroanatoxine-a (voir chapitre 1V).

11.2.2) Comparaison des séquences peptidiques de la protéine AnaG

Ce n’est pas la seule différence que nous pouvons observer au niveau du cluster. Le
géne anaG est plus court chez la souche Cylindrospermum stagnale PCC 7417 que chez la
souche Oscillatoria sp. PCC 6506. Nous retrouvons cette séquence raccourcie chez la souche
Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3. En alignant les deux génes avec BLASTP, nous
trouvons une identité de 85% avec une couverture de séquence de 100%. La protéine AnaG
obtenue est donc plus courte chez ces deux souches. Oscillatoria sp. PCC 6506 est une souche
productrice d’homoanatoxine-a et Cylindrospermum stagnale PCC 7417 produit de la

dihydroanatoxine-a.

Nous regardons la structure de la protéine AnaG plus en détail en utilisant un logiciel
de prédiction de domaines (antiSMASH 3.0'?%) pour les clusters de génes de biosynthése de
métabolites secondaires. Ce logiciel nous permet d’obtenir une prédiction des différents
domaines chez une PKS et une estimation de sa position sur la séquence peptidique. Nous
avons comparé les séquences peptidiques de la protéine AnaG chez les 7 souches productrices

d’anatoxine-a et ses dérives. Les résultats sont présentés sur la Figure 23.
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Figure 23. Comparaison des domaines présents dans la protéine AnaG dans les souches
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productrices d’anatoxine-a et ses dérivés. Les limites des domaines sont issues du logiciel de

prédiction de domaine antiSMASH 3.0 et sont donc a envisager avec prudence

Chez les souches Cylindrospermum stagnale PCC 7417 et Cuspidothrix issatschenkoi

CHABD3, nous observons l'absence du domaine MT, se trouvant normalement entre les
domaines AT et ACP d'AnaG chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506. Ce domaine est

probablement en charge de la méthylation du précurseur de 1’homoanatoxine-a qui permet

d’obtenir I’homoanatoxine-a dans la voie de biosynthese. La présence de ce domaine ne peut,

cependant, pas expliquer a lui seul la production d’homoanatoxine-a par cette souche.

L’équipe a prouvé, dans ses travaux précédents, que deux souches ayant une protéine AnaG
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identique peuvent produire quasiment exclusivement de l’anatoxine-a pour 1’'une et de
I’homoanatoxine-a pour I’autre comme c’est le cas pour Oscillatoria sp. PCC 6506 et PCC
9127 % 11 est intéressant de noter qu’une souche productrice d’anatoxine-a produira toujours
une petite quantité d’homoanatoxine-a. L’inverse est, aussi, vrai pour les souches productrices
d’homoanatoxine-a. La régulation de 1’activité de méthylation du domaine MT d’AnaG n’est
donc pas liée a sa seule présence dans la séquence protéique, nous pouvons imaginer qu’elle
est due a d’autres facteurs. Nous pourrions imaginer une compétition cinétique entre le
domaine MT d’AnaG et I’hydrolyse du composé chargé sur I’ AnaG. Si la méthylation est la
plus rapide, nous aurions en majorité de I’homoanatoxine-a et si c’est I’hydrolyse qui est la

plus rapide, le composé majoritaire sera I’anatoxine-a.

Nous avons aussi observe une particularité au niveau des séquences peptidiques entre
les domaines AT et MT ainsi qu’entre les domaines MT et ACP chez Oscillatoria sp. PCC
6506. En effet, le logiciel antiSMASH ne détecte pas de domaines connus de PKSs a ces
niveaux de la séquence peptidique de la protéine mais antiSMASH nous permet de délimiter
ces domaines. Nous avons donc utilisé un logiciel de prédiction de structure secondaire
PSIPRED pour obtenir une prédiction des structures secondaires a ces niveaux*??, nous avons
remarqué la présence d’un grand nombre de brins B et d’hélices a dans ces séquences. Ceci
nous a amené a penser que nous pourrions étre face a deux domaines de fonctions inconnues
ou en face de vestiges de domaines PKSs. Nous avons donc nommé D1, le domaine potentiel
se trouvant entre les domaines AT et MT et D2, le domaine potentiel se trouvant entre les
domaines MT et ACP. Nous montrons sur la Figure 24 la prédiction de structures secondaires
obtenue pour le domaine D2. Nous avons ensuite réalisé une analyse avec BLASTP sur ces
deux séquences peptidiques. Nous avons remarqué que le domaine D2 présentait des identités
de séquence avec des domaines KR de PKSs. Ces identités étant assez faibles, nous pouvons

penser que ce domaine n’est qu’un vestige.
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Figure 24. Séquence peptidique du domaine D2 chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506
allant de I’acide aminé 1320 a 1559 avec prédiction de structure secondaire obtenue avec le
logiciel PSIPRED, les cylindres roses représentent les hélices a prédites, les fleches jaunes les

brins f. Les barres bleues correspondent a la probabilité de la prédiction.

11.3) Discussion

Nous avons maintenant un contig d’une plus grande taille en termes de séquence
nucléotidique contenant le cluster ana de la souche Oscillatoria sp. PCC 6506. Ce contig sera
publi¢ dans la base de données de MaGe. L’¢lément essentiel que nous a apporté ce travail de
reséquencgage est la présence d’anal chez la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 et le fait que

nous avons retrouvé ce géne dans la majorité des autres souches. Par ailleurs, I’équipe
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envisage actuellement de faire séquencer avec des nouvelles technologies de séquencage le

génome entier de la souche Oscillatoria sp. PCC 6506 de fagon a pouvoir le circulariser.

Nous avons aussi pu confirmer avec nos travaux que les deux clusters ana de la
souche Oscillatoria sp. PCC 6506 et de la souche Oscillatoria sp. PCC 6407 sont 100%
identiques.

Nous avons comparé plusieurs clusters ana provenant de différentes souches de
cyanobactéries productrices de toxines en nous basant sur leurs séquences et avons ainsi
observé des similarités dans ’organisation de certains génes. La position des génes anaB,
anaC, anaD, anaE et anaF est conservée dans tous les clusters observés. Ces genes pourraient
donc étre utilisés comme marqueurs dans la recherche de cluster ana chez différentes souches
de cyanobactéries et c’est déja le cas pour anaC ,anaE et anaF412124 | a position des autres
genes est plus variable. La séquence nucléotidique des différents génes est bien conservée

entre les différentes souches avec un pourcentage d’identité allant de 71 a 92%.

Concernant anal, nous avons remarqué qu’il y a une partie tronquée de ce géne chez
Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3 mais cette séquence a été obtenue par PCR et gene
walking. Il est trés probable que le reste de la séquence nucléotidique d’anal se trouve bien
chez Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3. Les séquences provenant de Cuspidothrix
issatschenkoi RM-6 et de Cuspidothrix issatschenkoi LBRI48 ont aussi été obtenues par PCR
et gene walking. Donc méme si anal en est absent, nous pensons qu’il est probable que ces
souches possedent bien le gene anal. Les trois clusters ana des souches Cuspidothrix
issatschenkoi CHABD3, Cuspidothrix issatschenkoi RM-6 et de Cuspidothrix issatschenkoi
LBRI48 sont tres similaires entre eux. Nous obtenons 95% d’identité sur un BLASTN et il

serait donc étonnant que ce ne soit pas le cas.

La présence d’anaK dans le cluster ana de la souche Cylindrospermum stagnale PCC
7417 est particulierement intéressante. En effet, c’est le seul géne que 1’on retrouve dans une
seule souche et qui a une fonction bien précise dans ce cluster. Il serait intéressant de voir si

ce gene est aussi présent chez la souche Cuspidothrix issatschenkoi CHABDS3.

Avec ces éléments, nous pouvons réfléchir a 1’évolution du cluster ana chez les
cyanobactéries. Il n’y a, cependant, pas assez de clusters ana S€quencés pour pouvoir

reconstituer 1’évolution de ce cluster dans les différentes souches. De plus, les phénomenes de
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transfert horizontaux rendent la tache plus complexe. Nous pouvons nous demander si
I'dvolution du cluster ana et celle des différentes souches de cyanobactéries productrices
d’anatoxine-a et de ses dérives sont les mémes ? Nous savons que c’est déja le cas pour
d’autres clusters de biosynthéses de cyanotoxines ou la phylogénie de la séquence 16S n’est
pas liée avec la toxicité d’une souche'?®, Pour obtenir une réponse définitive, il nous faut
cependant attendre que de nouveaux clusters soient séquences et que de nouvelles souches
soient découvertes dans les prochaines années de fagcon a pouvoir réaliser un arbre

phylogénétique du cluster ana.
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Chapitre III: Etude des dernieres étapes de la

biosyntheése

Plusieurs éléments sont nécessaires pour mener a bien I'étude des étapes finales de la
biosynthese de l'anatoxine-a. Nous avons d’abord besoin des protéines AnaG et AnaA sous
forme de protéines pures pour déterminer leurs activités enzymatiques et leur mécanisme
d’action. Nous avons aussi besoin d’un analogue du substrat putatif d'’AnaG pour étudier la
voie de biosynthése proposée par 1’équipe. Pour ce faire, nous avons développé deux
approches. Une premiere approche fait intervenir de la chimie de synthese qui va nous
permettre d’obtenir I’analogue de substrat. Nous allons, ensuite, utiliser une approche
biochimique de facon a exprimer les deux protéines chez Escherichia coli et finalement les

purifier.

111.1) Approche chimique : synthése d’un analogue de substrat

pour AnaG

II1.1.1) Voie de synthése chimique de I’anatoxine-a

Apreés la découverte de 1’anatoxine-a, des voies de synthéses chimiques de cette toxine
ont rapidement été proposées. Les premiers essais de syntheses a partir de la (-) cocaine ont
été menés par Campbell et al. de facon a confirmer la structure et a déterminer la
configuration de 1’anatoxine-a %2. Deux contributeurs majeurs en ce qui concerne la synthése

I't126_129

de I’anatoxine-a dans les années 80 et 90 sont 1’équipe de Rapopo et 1’équipe de

Gallagher >3 Une revue, écrite en 1996, résume toutes les voies de synthése et les
différentes approches qui ont été tentées pour obtenir I’anatoxine-a par synthése chimique®.
Ensuite, au début des années 2000, Philip Parson propose une voie de synthese de
I’anatoxine-a racémique plus simple et plus rapide commencant par le 1,5-cyclooctadiéne

comme représenté sur la Figure 252,
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Figure 25. Voie de synthése en série racémique de I'anatoxine-a développée par Parson?®,

Cette méthode de synthése a été reprise par plusieurs équipes pour former I’anatoxine-

a mais aussi ses dérivés. Notre équipe s’est inspirée de cette voie de synthése de Parson et 1’a

adaptée pour former la cis- et trans-dihydroanatoxine-a ainsi que la cis- et trans-

dihydrohomoanatoxine-a (voir chapitre IV) mais aussi des dérivés de I’anatoxine-a €n

remplagant le méthyle par le butyle, le propyle et I’isopropyle ®. C’est sur cette voie de

synthése que nous nous sommes appuyes pour synthétiser 1’analogue de substrat d’AnaG. Ces

travaux doivent beaucoup au Dr. Stéphane Mann qui a réalisé la voie de synthése de la

dihydroanatoxine-a.

I11.1.2) Un analogue du substrat de I’AnaG

I11.1.2.1) La structure de I’analogue

L’analogue de substrat désiré¢ doit étre similaire au substrat putatif d’AnaG selon la

voie de biosynthése que nous avons proposee. Ce substrat est composé de la chaine en cours

d’¢élongation relié¢ au bras phosphopantéthéine du domaine ACP de 1’AnaF. Le substrat doit
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étre ensuite transféré sur le domaine KS d’AnaG. 1l est difficile pour nous d’obtenir un
analogue d’une PKS entiére, c’est pour cette raison que nous avons décidé de mimer
seulement le bras phosphopantéthéine et son substrat chargé. Pour mimer le bras, nous avons
choisi d’utiliser un thioester avec le composé N-acyle cystéamine ou NAC, un thioester qui a
déja servi a remplacer un bras phosphopantéthéine de PKSs dans de nombreuses expériences

et dans ces exemples, le composé attaché au bras a bien été transféré a la PKS suivante33-13,

Groupement SNAC
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Figure 26. Structure de 1’analogue et du substrat putatif d’ AnaG.
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I11.1.2.2) Voie de synthése de I’analogue
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Figure 27. Voie de synthese de l'analogue du substrat putatif d'AnaG

L’obtention des dérivés SNAC se fait le plus souvent dans la littérature par une
réaction de thioestérification et donc nous voulions un composé portant une fonction acide
carboxylique. Cette fonction sera protégée sous forme de fonction ester pendant la voie de
synthése. C’est pour cela que nous avons mis au point une voie de synthése qui en s’inspirant
de la voie Parson, nous permette d’arriver au composé désiré. Cette voie dont j’ai effectué les
étapes vous est présentée sur la Figure 27. Nous n’aborderons pas en détails les deux
premigéres réactions car elles ont déja été décrites dans de nombreux articles®132139.140 " 25
obtenu en tout 5,66 g de composé (1) avec un rendement moyen de 20% et 28,3 g de composé

(2) avec un rendement moyen de 78%.
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I11.1.2.2.1) Ouverture du p-lactame

La voie de synthése diffeére de celle de Parson a partir de 1’ouverture du p-lactame
pour donner le composé (3). Nous avons utilis¢é de I’azoture de sodium pour réaliser
I’ouverture. Cet azotue est ensuite substitué avec du méthanolate selon le mécanisme présente
en Figure 28. L’azoture de sodium sert ici a effectuer une catalyse nucléophile. Il est plus
nucléophile que le méthanolate et aussi un bon groupe partant. Lorsque j’ai effectué cette

réaction au laboratoire, j’ai obtenu 12,9 g de produit (3) avec un rendement de 85%.
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Figure 28. Mécanisme proposé pour l'ouverture du p-lactame
111.1.2.2.2) Formation du cycle a 5 chainons

Il nous faut ensuite former le cycle a 5 chainons dans le cycle a 8 pour donner le
composé (4). Pour cela nous utilisons du chlorure de phényl séléniure. Cette réaction a été
problématique car nous obtenions de nombreux sous-produits ce qui diminuait le rendement
de la réaction. Nous avons caractérisé ces produits comme étant le diséléniure de diphényle et
un analogue du compose (4) portant une fonction chlore a la place du phényl séléniure. Le
diséléniure de diphényle doit diminuer le rendement de la réaction car sa formation fait
disparaitre du chlorure de phényl séléniure qui n’est plus disponible pour la réaction. Le
produit chloré doit étre formé a partir du composé (4) et il a tendance a étre co-élué sur

colonne avec le produit ce qui le rend difficile a separer.
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Si nous observons le mécanisme proposé de cette réaction qui est représentée sur la
Figure 29, nous voyons la formation d’un pont entre le sélénium et la double liaison**. Il y a
ensuite une attaque de I’azote qui a été¢ déprotoné par le carbonate de sodium pour former un
cycle a 5 chainons. Méme si I’attaque peut se faire au niveau des deux carbones du pont, nous
n’observons pas la formation du cycle a 6 chainons. Ceci indique que la réaction est
irréversible et donc probablement sous contrdle cinétique. Concernant la stéréochimie de
I’attaque, elle se fait en anti du sélénium et donc sur le sélénium en arriére du plan du cycle.
Ceci nous amene a penser que le groupement phényl séléniure est en arriere du cycle mais

nous n’avons pas pu le démontrer.

BocHN ©
oc OMe OMe (O o@ OMe
&(3) ) Cl- C\?‘\\GJ{ “SePh
~Sesy, Ph (4)

Figure 29. Mécanisme proposé de formation du produit sélénié

A ce moment, pour former le produit chloré, nous pouvons imaginer une attaque de
I’ion chlorure sur le carbone portant le groupement sélénié sur le composé (4). Le mécanisme
réactionnel doit étre celui d’une substitution nucléophile. Sachant qu’il n’y a pas de facteur
pour stabiliser un carbocation potentiel et que 1’on est en présence d’un anion chlorure, nous
avons tendance a penser que le mécanisme doit étre de type SN2 représenté sur la Figure 30.
Nous avons ici représenté une stéréochimie compatible avec le mécanisme proposé dans la
Figure 29 mais la configuration du composé (4) n’a pas été résolue. La formation de phényl
sélénoate lors de la formation du composé chloré peut expliquer la formation du diséléniure
de diphényle. En effet nous pouvons imaginer I’attaque du sélénoate sur chlorure de phényl

séléniure ce qui donnerait bien du diséléniure de diphenyle.
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Pour diminuer la formation des deux sous-produits, nous avons effectué cette réaction
en diminuant la température réactionnelle aux alentours de 0°C. Nous avons observé par la
suite que la formation de sous-produits avait en effet diminué puisque nous n’observions plus
de pics en RMN correspondant au composé chloré. Le rendement s’en est trouvé amélioré,
passant de 62% a 86%. Lorsque j’ai effectué cette réaction au laboratoire, j’ai obtenu 8,14 g
de produit (4).

111.1.2.2.3) Réduction du groupement phényl séléniure

Nous avons ensuite réduit le composé (4) de fagon a substituer le groupement phényl
séléniure par un hydrogéne pour former le composé (5). Nous avons utilisé 1’hydrure de
tributylétain (BusSnH) et 1’azobisisobutyronitrile (AIBN)!*2. L’ AIBN produit par chauffage
deux radicaux isobutyronitriles. Le radical isobutyronitrile va pouvoir former des radicaux

BusSn. Ce radical va ensuite réagir avec le composé (4) comme montré dans la Figure 31.
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Figure 31. Mécanisme de la formation du composé (5)

Par rapport a la voie de synthése développée par Parson, nous faisons cette réaction en
une étape alors qu’il en prenait deux. Il s’agit d’une réaction en chaine et le radical BusSn va
de nouveau réagir avec du composé (4). Lorsque j’ai effectué cette réaction au laboratoire, j’ai

obtenu 1,8 g de produit (5) avec un rendement de 89%.
111.1.2.2.4) Ajout du groupement phényl séléniure au pied du carbonyle

Pour former le composé (6), nous avons utilisé du bromure de phényl séléniure avec
du diisopropylamidure de lithium de fagon a former I’énolate. Il va ensuite réagir avec le
bromure de phényl séléniure pour donner le composé (6) comme montré dans la Figure 31.
Nous avons remarqué qu’avec cette réaction, nous avions aussi la formation de sous-produits
dont le diséléniure de diphényle. La réaction est aussi trés sensible a la qualité du THF utilisé.
En effet, si le THF n’est pas fraichement distillé, la réaction n’a pas lieu. Nous avons réussi a
limiter la formation de sous-produits en contrdlant I’ajout de PhSeBr pour qu’il soit le plus
lent possible. Cet ajout contr6lé permet de limiter au maximum la formation de diseléniure de
diphényle. Nous avons aussi remarqué que la réaction est trés sensible a la température et

c¢’est pour cela que nous devons maintenir la température strictement a -78°C. Méme dans ces
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conditions, nous n‘avons pas réussi a empécher totalement la formation de ces sous-produits et

nous n’avons pas pu les isoler pour les caractériser.
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Figure 32. Réaction avec le LDA et le PhSeBr

Lorsque j’ai effectué cette réaction au laboratoire, j’ai obtenu 0,94 g de produit (6)

avec un rendement de 74%.

I11.1.2.2.5) Réaction d’élimination du sélénoxyde

Nous allons ensuite former une double liaison pour former le composé (7) par une
réaction d’élimination du sélénoxyde avec de 1’acide métachloroperbenzoique (MCPBA) et de
la triéthylamine (NEt3)'*'%*. Le mCPBA va permettre d’oxyder le groupement phényl
séléniure en sélénoxyde. Ce composé va ensuite subir une élimination syn intramoléculaire
pour donner la double liaison comme montré sur la Figure 33. La NEtsz va permettre de
neutraliser ’acide carboxylique formé par le mCPBA apres 1’oxydation du groupement

phényl séléniure.
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Figure 33. Mécanisme d'élimination du sélénoxyde

Lorsque j’ai effectué cette réaction au laboratoire, j’ai obtenu 0,39 g de produit (7)

avec un rendement de 90%.
111.1.2.2.6) Thioestérification

Une fois que nous avons formé une double liaison au pied de la fonction ester, nous
pouvons passer a 1’étape de saponification pour former le composé (8). Lorsque j’ai effectué

cette réaction au laboratoire, j’ai obtenu 0,276 g de produit (8) avec un rendement de 80%.

A partir de cette étape, nous avons réfléchi aux meilleures conditions réactionnelles
pour la thioestérification permettant d’obtenir le composé (9). De nombreuses conditions sont
proposées dans la littérature pour effectuer cette réaction. L’équipe avait auparavant utilisé les
conditions utilisées par Walsh et son équipe*>14, Ces conditions font intervenir le DCC et le
HOBt. Nous nous sommes cependant rendu compte qu’avec ces conditions, une addition 1,4
sur la double liaison pouvait avoir lieu. En effet, lorsque nous avons observé le spectre de
masse des produits obtenus, nous observons un pic majoritaire a m/z 369 qui peut
correspondre au produit désiré. Nous avons, ensuite, deux pics significatifs a m/z 488 et 386
comme montré sur la Figure 34. Les pics a m/z 120 et 137 doivent correspondre a la N-

acétylcysteamine n’ayant pas réagi sous forme [M+H] " et [M+NH4] *.
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Figure 34. Spectre de masse du mélange apres thioesterification en MH+ en CI (ionisation

chimique) par le Dr Stéphane Mann au service de spectrométrie de masse de Chimie Paristech

La m/z 488 correspond au produit (9) ayant subi une réaction d’addition 1,4 pour
donner le produit (9)’. Le pic a une m/z 386 peut correspondre au composé (9) sous forme
[M+NH4] *. Méme si la spectrométrie de masse n’est pas quantitative, la hauteur des pics pour

le pic & une m/z de 369 et de 488 montre que les produits sont bien obtenus. La Figure 35

200 300 400
miz

présente la structure du sous-produit proposeé.
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Figure 35. A : Produits attendus lors de la réaction de thioesteérification ; B : Sous-produit

obtenu lors de la réaction de thioesterification, les masses sont en g.mol

Nous n’avons pas été capable de séparer le produit (9) du sous-produit (9)’ et nous
avons donc décidé d’employer d’autres conditions réactionnelles pour la thioestérification du
produit (8). Nous avons regardé dans la littérature pour des conditions de thioestérification de
NAC faisant intervenir des réactifs portant des doubles liaisons en alpha d’une fonction
carbonyle. Nous avons alors trouvé des conditions adéquates faisant intervenir le DMAP et
I’EDCI pour des composés cycliques portant des insaturations avec des rendements allant de
80 a 909% 134147137 Nous avons pu effectuer la réaction au laboratoire et nous avons remarqué
sur les spectres RMNs du composé obtenu que nous avions effectivement réussi a obtenir le
thioester mais nous avons également observé des impuretés dues a la présence de pics non
attribués en RMN 3C. Ce sont les pics aux § ppm 124.50, 123.99 et 119.07. Ces pics peuvent

correspondre a des carbones insaturés.

Nous avons alors essaye de purifier a nouveau par chromatographie flash sur silice le
mélange de produits obtenus mais nous n‘avons pas été capables d'éliminer les impuretés.
Nous avons donc utilisé des méthodes analytiques plus précises pour nous assurer de la

présence du composé (9) et le purifier.
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111.1.2.3) Purification et caractérisation du produit final

Pour nous assurer que nous avions bien obtenu 1’analogue de substrat d’AnaG, nous
avons décidé de caractériser le produit obtenu par LC-MS. Dans un premier temps, nous
avons d0 effectuer la déprotection du composeé (9) afin de retirer le groupement Boc avec de
I’acide trifluoroacétique (TFA) pour rendre le produit soluble dans 1’eau comme montré dans

la Figure 36.

s/\/Hm/ TR s/\/HW/ m=268,12 g

CH2C12 \ @

(9) (10)

Figure 36. Déprotection du produit de thioestérification

Aprés analyse LC-MS du produit et une mise au point des conditions analytiques, nous
avons pu confirmer qu’il y avait bien plusieurs composés dans le mélange obtenu par synthese
chimique. Nous obtenons un chromatogramme avec 3 pics comme montré sur la Figure 37

dont nous avons observé les spectres de masse.

Total Intensity ( 10 "6)

Temps (minutes)

Figure 37. Chromatogramme de la LC-MS du produit, la colonne utilisé est une C18
analytique avec un volume d’injection de 8 pL avec un gradient isocratique 20% méthanol/

80% d’eau milliporée avec 0,1% en volume de TFA
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Le premier pic du chromatogramme correspond a des impuretés. En effet, on observe
de tres nombreux pics avec des masses diverses comprises entre m/z 100 et 200. Le second
pic, qui est le plus important sur le chromatogramme, contient un pic majoritaire en masse a
m/z 269,5 ce qui peut correspondre a 1’analogue de substrat. Le troisiéme pic du

chromatogramme présente, lui aussi, un pic majoritaire en masse a m/z 269,5.

269,5

Intensity (1043}
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Figure 39. Spectre de masse en ESI du troisieme pic

La présence de ce pic sur le spectre de masse aux alentours d’une m/z 269,5 dans le
deuxiéme et le troisieme pic du chromatogramme est surprenante. En effet, si nous avons bien
obtenu I’analogue de substrat, il devrait sortir dans un seul et méme pic. Il est probable qu’il y
ait deux composés avec une masse proche dans le mélange obtenu. 1l est possible que nous

soyons face a un isomere du composé (10).
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Nous avons donc décidé d’essayer de séparer les deux pics obtenus par une
purification sur un systeme HPLC avec une colonne C18 qui correspond aux conditions
utilises en LC-MS. Nous ne sommes pas arrivés a separer les pics présents en HPLC de fagon
satisfaisante malgré 1’utilisation d’'une HPLC analytique et d’une HPLC semi-préparative.
Finalement apres plusieurs tentatives en HPLC, nous avons collecté deux fractions. Nous les
avons a nouveau injectées en LC-MS de fagon a vérifier si nous n’avions pas une fraction
contenant seulement le composé (10). Dans la premiére fraction, nous avons deux pics
majoritaires et un seul pic majoritaire dans la deuxiéme fraction comme présenté sur la Figure
40.
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Figure 40. Chromatogrammes des injections LC-MS. A : Premiére fraction. B : Deuxiéme
fraction. La colonne utilisée est une C18 analytique avec un volume d’injection de 8 puL avec

un gradient isocratique 20% Méthanol/ 80% d’eau milliporée avec 0,1% en volume de TFA.
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Pour la premiére fraction, le spectre de masse du premier pic donne un pic majoritaire
a m/z 269,5. Pour le spectre de masse du deuxiéme pic, nous observons un pic majoritaire a
m/z 271,5. Pour la deuxiéme fraction, le spectre de masse du pic majoritaire est similaire au

spectre de masse du deuxiéme pic de la premiére fraction.

600 269,5

Intensity (10~3)

t t t t
20 mn 20 0 20 %0 m 20
mz

Figure 41. Spectre de masse en ESI du premier pic de la premiére fraction
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Figure 42. Spectre de masse en ESI du deuxiéme pic

111.1.3) Discussion

Nous sommes parvenus avec la voie de synthese développée au laboratoire a obtenir
I’analogue de substrat d’AnaG d’apres les diverses analyses effectuées (RMN + spectrométrie
de masse). Nous ne sommes, cependant, pas parvenus a séparer ce composé¢ d’une impureté
co-¢luée. L’impureté doit donc avoir une structure trés proche de celle du composé
puisqu’elle est indissociable en chromatographie sur silice. Selon le spectre RMN et le spectre
de masse que nous avons obtenu, nous pouvons penser que nous avons un dérivé dihydro de
I’analogue du substrat d’AnaG. Cependant, nous ne pouvons pas le confirmer car nous
n'avons pas réussi a I’isoler. Il nous faudrait arriver a déterminer a quelle réaction nous
obtenons cette impureté. Cette impureté peut se former au moment de la réaction

d’¢élimination ou lors d’une réaction ultérieure. Lors de précédentes expériences au laboratoire
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avec ces réactions, nous avons rencontré un probleme similaire, ou une impureté de structure

proche au produit désiré rendait difficile la séparation.

HN

Figure 43. Structure proposée de l'impureté

Il nous faut donc réussir a identifier quelle est I’étape qui génére cette impureté. Nous
avions penseé reprendre la voie de synthése avec des quantités de réactifs plus importantes de
facon a avoir assez de réactifs pour tester une mise au point de conditions réactionnelles des

derniéres étapes.
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111.2) Approche biochimique : obtention des protéines AnaG et
AnaA

Pour I’obtention d’AnaG et AnaA pures, nous avons choisi d’exprimer ces protéines
chez Escherichia coli. En effet, I’équipe a déja effectué, par le passé, I’expression hétérologue
chez cette bactérie de protéines de cyanobactéries avec des résultats probants83148:69.101

Pour cela, I’équipe utilise majoritairement un plasmide d’expression, le pET-28a(+).
Ce plasmide permet la surexpression d’un géne sous le contréle d’un promoteur T7 en
présence d’isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Ce systéme d’expression permet
d’obtenir en grande quantité une protéine dont le gene a été cloné dans le plasmide. Pour
faciliter le clonage d’un géne d’intérét dans le plasmide, de nombreux sites de restriction sont

présents en 3’ du promoteur T7.

Méme si la protéine est surexprimée et est donc disponible en grande quantité, il nous
faut la purifier de facon a éliminer les protéines naturellement exprimées par E. coli. Nous
utilisons, dans 1’équipe, une étiquette poly-histidine ou His-tag. Cette étiquette est constituée
de six résidus histidine adjacents. Ces histidines sont de bons ligands pour complexer le nickel
ou le cobalt. Cette complexation permet de retenir la protéine porteuse de 1’His-tag sur une
résine greffée portant des ions de nickel ou de cobalt. Des résines greffées portant du nickel
ou du cobalt sont disponibles dans le commerce sous différentes formes notamment chargées
dans une colonne. Ceci nous permet d’utiliser ces colonnes au laboratoire conjointement a un
automate de purification pour récupérer rapidement et efficacement la protéine en une seule

étape de purification dans la plupart des cas'#*-°,

Pour que la protéine soit bien retenue sur la colonne, il faut que 1’étiquette His-tag soit
aisément accessible pour pouvoir complexer I’ion métallique. En fonction du repliement de la
protéine, une position de I’His-tag en N-terminal ou en C-terminal est plus accessible.Mais
méme avec la prédiction de structure secondaire de la protéine, il est souvent compliqué de
savoir a I’avance quelle extrémité sera la plus accessible. C’est pour cette raison que nous
préparons parfois deux constructions pour la méme protéine avec un placement de I’His-tag
différent. Ceci nous permet de voir la construction qui est la mieux retenue par une colonne
d’affinité. Il est d’ailleurs possible de mettre deux His-tag sur une méme protéine, I’un en C-

terminal et I’autre en N-terminal, pour s’assurer une rétention maximale sur la colonne.
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Deux séquences nucléotidiques codant pour des His-tags sont présentes en 3’ du
promoteur T7 dans le plasmide pET-28a(+). Ces séquences sont placées proches de sites de
restriction de fagon a pouvoir facilement insérer la séquence d’un géne d'intérét a proximité.
Nous allons utiliser a chaque fois des sites de restriction différents pour les clonages en
fonction du placement de I’His-tag desiré. L’expression hétérologue chez E. coli et la
purification sur une colonne d’affinité vont nous permettre de récupérer les protéines désirées

pures.
I11.2.1) Stratégies d’obtention d’AnaG

Pour la purification d’AnaG, la doctorante précédente du laboratoire, Rabia Mazouz,
avait essay¢ d’obtenir la protéine entiére. AnaG est une protéine de taille importante (184
kDa). Il est connu que I’expression hétérologue chez E. coli de protéines de plus de 70 kDa
est difficile™®*> méme si des protéines de taille importante ont déja été obtenues par le
passé’®. Le probléme vient du fait que des protéines de cette taille sont particuliérement
sensibles a la protéolyse. De plus, la machinerie traductionnelle d’E. coli supporte mal la
traduction de protéines d’une telle taille et le ribosome peut s’arréter avant la fin de la
séquence protéique. Lors de la construction du plasmide pET28a(+)(Kan")-anaG, la
doctorante avait décidé de mettre un His-Tag en N-terminal et en C-terminal pour mieux

récupérer la protéine.

L’AnaG n’a jamais pu étre obtenue entiére et aucune des purifications tentées n’a
donné le résultat escompté. Aprés purification, une seule bande était obtenue a un poids
moléculaire de 108 kDa. Aprés analyse par spectrométrie de masse, il s’avére que c’est une
partie tronquée de la protéine AnaG. Cette partie comprend le domaine KS et le domaine AT
de I’AnaG et la séquence protéique continue jusqu’a 1’acide aminé 963 comme montré sur la
Figure 44.
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Figure 44. AnaG avec les domaines connus
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Il n’a pas été détecté¢ d’autres fragments d’AnaG. La doctorante a ensuite modifi¢ les
conditions de purification de la protéine en ajoutant un cocktail d’inhibiteurs de protéase
commercial dans le tampon de lyse mais également dans les tampons d’équilibration et
d’¢lution de la colonne d’affinité. Elle a ainsi vu apparaitre sur gel deux bandes d’intensités
égales, 1'une aux environs de 120 kDa et ’autre a 60 kDa. Ceci tend a prouver que nous

sommes bien face a un phénomeéne de protéolyse.

En paralléle, la doctorante a tenté une expression hétérologue chez un héte différent.
Son choix s’est arrété sur les souches de cyanobactérie Synechocystis PCC 6803 et
Synechococcus elongatus PCC 7942. Ce sont des cyanobactéries unicellulaires naturellement
transformables et des organismes modéles'>. Elle a donc entrepris de cloner anaG en
collaboration avec I’équipe de Franck Chauvat au CEA dans un vecteur d’expression adapté a
la transformation de ces deux cyanobactéries’™®. Elle a ensuite réalisé un premier test
d’expression d’AnaG a partir de la souche Synechocystis PCC 6803 et a obtenu sur gel une
bande entre 150 et 250 kDa qui peut correspondre a AnaG. La bande protéique a été analysée
en spectrométrie de masse et la séquence de 1’AnaG est bien retrouvée entiere. Ce résultat
confirme qu’AnaG a bien été exprimée chez Synechocystis PCC 6803. Mais la quantité
obtenue est malheureusement trop faible pour que nous puissions la purifier facilement et
nous ne pouvons pas lancer de culture de cyanobactéries sur d’assez grands volumes pour en

récupérer une quantité suffisante.

Nous sommes donc revenus a une expression hétérologue chez E. coli avec comme
objectif de vérifier qu’avec le bon cocktail d’inhibiteurs nous pouvions obtenir 1’AnaG entiére
et cela méme en faible quantité. En effet nous pouvons facilement lancer une culture sur un
grand volume d’E. coli au laboratoire. Pour vérifier la présence d’AnaG, nous allons réaliser

un Western blot.

Pour ce Western blot, nous avons décidé d’utiliser I’His-tag comme cible pour la
détection d’AnaG. Plutét qu’un anticorps anti His-tag, nous avons préféré utiliser un
Hisprobe. L Hisprobe est un ligand tridendate avec chaque ligand complexant un ion Ni?*, ce
ligand est lié de fagon covalente a I’enzyme peroxydase de raifort (HRP). L’ion de nickel va
étre complexé par 1I’His-tag et la HRP permet ensuite la détection du complexe entre
I’Hisprobe et I’His-tag. L’Hisprobe est aussi spécifique et moins onéreux qu’un anticorps anti

His-tag, c’est pour cela que notre choix s’est arrété sur ce composé.
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Le Western blot avec 1’ Hisprobe n’a pas donné des résultats trés concluants. En effet,
nous n’avons pas détecté d’AnaG entiére lors de la révélation de la membrane. Cela nous a,
cependant, confortés dans notre idée que nous ne pouvions pas obtenir AnaG intacte chez

E .coli.

Nous avons donc décidé d’obtenir AnaG en plusieurs fragments protéiques de fagon a
contourner ce probléme. Une PKS de type | peut garder sa fonction si on sépare ses domaines
en des protéines distinctes®™’. Nous avons donc décidé de fragmenter AnaG d’un coté en sa
partie N-terminale contenant le domaine KS et le domaine AT et de I’autre c6té, la partie C-
terminale contenant le domaine D1, D2, ACP et MT. Nous avons aussi décidé d’obtenir le
domaine ACP d’AnaG seul. En effet, nous voulions savoir si le domaine seul est fonctionnel
et si les domaines D1 et D2 présents sur la partie N-terminale jouent un rdle dans la régulation
de son activité. Nous avons aussi voulu realiser une protéine AnaG synthétique contenant

uniquement les domaines KS, AT et ACP.

Oscillatoria sp. PCC 6506

1124 1319 1560 _ 1622

37 461 566 859
N-terminale 1632
C-terminale

Figure 45. Domaines présents chez AnaG

Notre objectif, une fois ces protéines obtenues, était de valider notre proposition de
voie de biosynthése. Pour cela, il nous faut réaliser le chargement du bras phosphopantéthéine
sur le domaine ACP chez les protéines porteuses de ce domaine et charger le bras avec le
monomeére de malonyl-CoA. Nous pensions essayer différentes combinaisons de protéines,
chacune comprenant les domaines nécessaires a la réaction d’élongation. La premiere
combinaison serait de réunir la partie N-terminale et C-terminale d’AnaG. Nous pourrions
ensuite mettre également en présence la partie N-terminale avec le domaine ACP seul.

Finalement, nous voulions utiliser I’AnaG synthétique.

Nous comptions ensuite préparer un milieu réactionnel associant ces différentes
combinaisons de protéines et I'analogue du substrat. Dans un premier temps, nous voulions
vérifier que la réaction de condensation a bien eu lieu et si le composé obtenu a été hydrolyse.
Si le composé n'a pas été hydrolysé, il serait alors possible d'ajouter AnaA au mélange pour

voir si cette protéine est capable d'hydrolyser l'intermédiaire. Une fois le produit de la réaction
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libéré, nous serions en mesure d'observer si nous sommes en présence d'anatoxine-a ou de son
dérivé PB-cétoacide. Chaque produit obtenu aurait été analysé par des meéthodes de

spectrométrie de masse.

partie N-terminale [ KS-AT] + [MT- ACP ] partie C-terminale O,
d'AnaG d'AnaG AnaA

ou o
: KS-AT + ACP
terminale d'AnaG
SH

Me ou
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AnaG
Analyse des produits par LC-MS?

SH
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Analogue de

H
N
substrat N \ﬂ/ + Malonyl CoA
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Figure 46. Récapitulatifs des étapes prévues pour I'étude des derniéres étapes de la voie de

biosynthese

111.2.1.1) Obtention de la partie N-terminale d’AnaG

Pour la partie N-terminale d’AnaG, nous avons cloné la séquence nucléotidique allant
du premier codon d’AnaG jusqu’au codon de la Glycine 945 avec un His-tag en C-terminal.
J’ai utilise les sites de restriction Ncol (amorce GP34, voir chapitre V1.3) et Hindlll (amorce
GP35, voir chapitre VI.3) pour obtenir le plasmide pET28a(+)(Kan)-anaG pGP02. La

protéine doit avoir un poids moléculaire de 105 kDa.

Je n’ai pas eu de problemes de protéolyse lors de 1’expression de la protéine et nous
n’avons donc pas eu besoin d’utiliser des inhibiteurs de protéases. J’ai rassemblé les fractions
les plus pures, concentrées et évaluées par gel. Sachant que la protéine a bien été retenue par
la colonne, nous pouvons penser que I’His-tag en C-terminal est intacte et que la protéine n’a
donc pas subi de protéolyse en C-terminal. Nous pouvons voir que le poids moléculaire de la
protéine est similaire a celui que nous attendions, nous pouvons donc penser que la protéine

n’a pas subi de protéolyse en N-terminal.
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Figure 47. 1 : Partie N-terminale d'AnaG aprés purification, dépot de 15 pL a 0,126 mg.mL™*

111.2.1.2) Obtention de la partie C-terminale d’AnaG

Une construction de la partie C-terminale d’AnaG avait été effectuée au laboratoire
avant mon arrivée en utilisant les sites de restriction Ncol et Xhol pour donner le plasmide
pET28a(+)(Kanr)-anaG V954-stop. La seéquence nucléotidique choisie commence aprés le
domaine AT au niveau du codon de la valine 954 et va jusqu’au codon de I’acide aspartique
1633 de la protéine avec un His-tag en C-terminal. La protéine doit avoir un poids

moléculaire de 77 kDa.

Apres les premiéres purifications, j’ai obtenu deux bandes majoritaires sur le gel
d’¢lectrophorése. La premiere est a 77 kDa ce qui correspond a la taille attendue pour la partie
C-terminale d’AnaG et une deuxiéme bande a 56 kDa. Cette deuxiéme bande n’est pas
présente sur les gels en début de purification, mais elle apparait progressivement avec le
temps. Des analyses en spectrométrie de masse nous ont permis de confirmer que la premiere
bande contient bien des séquences peptidiques correspondant a la séquence de la partie C-
terminale d’AnaG. Nous avons pensé que nous étions face a une protéolyse étant donné les
résultats obtenus précédemment avec AnaG. Sachant que la partie C-terminale d’AnaG
contient les domaines D1, MT, D2 et ACP, nous avions pensé que I’un des domaines D1 ou
D2 dont la fonction est inconnue pourrait avoir une fonction de décarboxylation ou

d’hydrolyse pour permettre la terminaison de la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a. Si c’est
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le cas, ces domaines pourraient étre responsables d’un phénomeéne d’autoprotéolyse une fois
la protéine purifiée. Une autre hypothése est que la protéolyse peut venir d’une protéase

présente dans le milieu de culture ou libérée lors de la lyse des cellules.

Figure 48. 1: Partie C-terminale d’AnaG aprés purification, dépot de 15 pL a 0,88 mg.mL?

Nous avons donc modifi¢ notre approche pour éviter la digestion par 1’ajout d’un
mélange d’inhibiteurs de protéases au tampon de lyse. Nous voulions aussi quantifier
I’ampleur de la protéolyse et 1’efficacit¢ des inhibiteurs de protéases. Sachant que Ia
composition du cocktail commercial d’inhibiteurs de protéases n’est pas connue, nous avons
voulu déterminer lesquels produisaient un effet sur la protéolyse de la partie C-terminale
d’AnaG.

Nous avons ensuite choisi différents inhibiteurs de protéase avec le plus large spectre
d’inhibition pour préparer une solution de chaque inhibiteur a sa concentration effective 8%,
Le pefabloc est inhibiteur irréversible des protéases a sérine®®®. La pepstatine est un puissant
inhibiteur des protéases acides!®®. L’aprotinine est un inhibiteur des protéases a sérine'®2. La
bestatine est inhibiteur de lI'aminopeptidase B3®, de la leucotriéne A4 hydrolase!®* et de
I'alanine aminopeptidase®. L’ Acide ethyléne diamine tétra acétique (EDTA) est un inhibiteur

de metalloprotéases*®®.

J’ai alors réalisé plusieurs solutions. La premiere est une solution témoin du domaine
C-terminal d’AnaG purifié sans inhibiteur de protéases. J’ai ensuite realise 6 solutions
contenant chacune une certaine quantité de domaine C-terminal d’AnaG purifié et I’un des
inhibiteurs de protéases précédemment cité. J’ai aussi utilisé un domaine C-terminal d’AnaG

déja protéolyse comme marqueur de dégradation. J’ai incube les solutions a 28°C pendant
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trois heures puis pendant six heures et observé 1’évolution par gel d’électrophorése. A trois
heures, I’évolution était peu marquée. A six heures, nous avons remarqué une digestion plus
marquee dans la solution sans inhibiteur de protéases et plus faible avec le cocktail
commercial ainsi qu’avec le Pefabloc mais la différence est minime comme montré sur la

Figure 49.
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Figure 49. Gel d’électrophorése apres six heures d’incubation, 1: partie C-terminale d’AnaG ,
2: partie C-terminale d’AnaG + cocktail commercial d'inhibiteurs, 3: partie C-terminale
d’AnaG + Pefabloc, 4: partie C-terminale d’AnaG + Pepstatin, 5: partie C-terminale d’AnaG
+ EDTA,6: partie C-terminale d’AnaG + Aprotinine, 7: partie C-terminale d’AnaG + bestatin,
8: partie C-terminale d’AnaG dégradée, dépot de 15 uL a 1,07 mg.mL-1

Au bout de six heures, la degradation observeée reste en deca de ce que nous avions pu
observer par le passé. Dans le cas d'une autoprotéolyse, la dégradation aurait été plus
importante, nous pensons donc que la dégradation observée est due a un contaminant. Nous
avons aussi remarqué que le cocktail commercial d’inhibiteurs reste le plus efficace et nous
avons donc décidé de continuer a 1’utiliser. J’ai réalisé toutes les purifications suivantes de la
partie C-terminale d’AnaG avec le cocktail commercial d’inhibiteurs de protéases dans les
tampons de lyse, de lavage et d’élution ce qui nous permet d’obtenir la protéine non dégradée.
Apres purification, j’ai réalisé un gel d’électrophorése avec les fractions en sortie de colonne

de nickel comme montré sur la Figure 50.
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Figure 50. 1: Fraction purifiée sur colonne d’affinité concentrée de la partie C-terminale
d’AnaG, dép6t de 10 pL a 16,8 mg.mL™, 2: fraction purifiée sur colonne d’affinité de la partie
C-terminale d’AnaG, dépot de 10 uL a 5,9 mg.mL™*

Nous avons remarqué que la partie C-terminale d’AnaG n’était pas totalement pure.
Pour la purifier, j’ai donc entamé une purification sur colonne échangeuse d’anions. Ceci nous

a permis d’obtenir la partie C-terminale d’AnaG pure comme montré sur la Figure 51.

1 2 M

77 kDa

56 kDa

Figure 51. 1: Fraction purifiée sur colonne échangeuse d’ions de la partie C-terminale
d’AnaG, dépot de 15 pL a 1,55 mg.mL?, 2: partie C-terminale d’AnaG degradée, dépot de 10
uLa 1,07 mg.mL?

Finalement, j’ai rassemblé deux fractions concentrées que nous avons passees en

chromatographie gel filtration en collaboration avec Karine Moncoq a I’IBPC comme montré
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sur la Figure 52. La protéine est en condition native et il est donc possible de voir si elle est
sous forme monomérique ou sous forme de complexe. La masse du premier pic est aux
alentours de 480 kDa et la masse du second pic est aux alentours de 120 kDa. Le premier pic
correspond sans doute a un amas protéique. Il semble peu probable que nous obtenions un
octamere. Le deuxieéme pic correspond a un dimeére ce qui est cohérent avec ce que nous

savons de la structure des PKSs.
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Figure 52. Résultat du gel filtration sur une colonne Superdex 200, orange : suivi de

I’absorbance a 260 nm, bleu : suivi de 1’absorbance a 280 nm

I11.2.1.3) Obtention du domaine ACP d’AnaG

Une premicre construction du domaine ACP d’AnaG avait été effectuée au laboratoire
avant le début de mon doctorat par la doctorante Rabia Mazouz pour donner le plasmide
pET28a(+)(Kanr)-ACP 1 anaG Histag N terminal. La séquence nucléotidique choisie pour ce
clonage va du codon correspondant a la leucine 1536 d’AnaG jusqu’au codon stop de la

méme protéine.

Nous avons utilisé un logiciel de prédiction de domaine (antiSMASH 3.0) ainsi qu’un
logiciel de prédiction de structure secondaire (Psipred) pour fixer les limites de ce domaine
pour ce clonage. Il est souvent difficile de dire ou s’arréte exactement un domaine du PKS en
se basant sur des méthodes prédictives mais nous ne possédons pas de structure

tridimensionnelle de ce domaine.
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Nous n’avons pas réussi a obtenir le domaine ACP pur, ce dernier étant toujours co-
¢lué avec d’autres protéines sans étre majoritaire. Pour nous assurer de sa présence, nous
avons effectué une analyse en spectrométrie de masse. Cette analyse nous a permis de
confirmer la présence du domaine ACP de I’ AnaG en trés faible quantité. Nous pensons que
I’His-tag n’est pas accessible et donc qu’il a du mal a se fixer sur la colonne. En observant la
prédiction de structure secondaire de la séquence clonée comme montré sur la Figure 53, nous
avons remarqué que le domaine ACP cloné commengait a 1’intérieur d’une hélice a. L’His-tag
pour cette construction doit donc étre peut accessible car incorporé dans une structure
secondaire, ici, I’hélice a. Nous avons donc décidé de refaire le clonage du domaine ACP en
allant plus loin pour inclure I’hélice o compléte. La séquence du deuxieme clonage part du

codon de la lysine 1525.

cont: JINNNERNRz=BRNEN-DRNNERNRNNNRNNRNNRRNNN

Pred: R —) —<) =
Pred: CCCCCCCCHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC
AA: KKKEREETSNLVEQLKATDKEQRISLLIAHIQSLLSQVLG

1 1 1 1

10\ 20 30 40

Début de la séquence
choisi pourle premier

Début de la séquence choisi pour
le deuxiéme clonage

clonage
cont : JINNNNNINNEENSz-anl-nRERNRRNRNEnnENRRENDS

Pred: £) —
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCC
AA: DKQERTFSLSQGFFDLGMDSMTSIELRNRLQNLIGISLSS

1 ] ] 1

50 60 70 80
cont : JaoxEmERNNRNNNRRRERNEERERNERNR
Pred: ) )

Pred: CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCC
AA: TLFYKYPTVEALVQYLIQDVLATEFVKEDD
1 1

90 100

Figure 53. Séquence peptidique du domaine ACP avec prédiction de structure secondaire
obtenue avec le logiciel PSIPRED et les deux séquences choisies pour le clonage, les
cylindres roses représentent les hélices a prédites. Les barres bleues correspondent a la

probabilité de la prédiction.
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Nous avons choisi de réaliser trois constructions avec cette nouvelle séquence avec un
placement différent des His-tags : un clone avec un His-tag en C-terminal, un en N-terminal et
un clone avec les His-tags en C-terminal et N-terminal. J’ai donc réalis¢ ces trois clones pour
choisir celui qui donnera le meilleur résultat en termes de purification de protéine. J’ai utilisé
les sites de restriction Ncol (amorce GP33, voir chapitre VI1.3) et Xhol (amorce GP31, voir
chapitre V1.3) pour obtenir le plasmide pET28a(+)(Kanr)-ACP 2 anaG Histag C terminal. J’ai
utilisé les sites de restriction Ndel (amorce GP30, voir chapitre VI.3) et BamHI (amorce
GP32, voir chapitre V1.3) pour obtenir le plasmide pET28a(+)(Kan")-ACP 2 anaG Histag N
terminal. J’ai finalement utilisés les sites de restriction Ndel (amorce GP30, voir chapitre
VI1.3) et Xhol (amorce GP31, voir chapitre VI1.3) pour obtenir le plasmide pET28a(+)(Kanr)-
ACP 2 anaG Histag N terminal et C terminal.

J’ai réalisé des purifications avec chacune des 3 protéines obtenues et il s’est avéré que
la protéine portant le domaine ACP avec 1’His-tag en C-terminal était celle dont I’expression
et la purification étaient les plus aisées. J’ai donc utilisé la souche ayant le plasmide
pET28a(+)(Kanr)-ACP 2 anaG Histag C terminal pour la purification du domaine ACP

d’AnaG. La protéine obtenue doit avoir un poids moléculaire de 13,7 kDa.

Apres la purification, j’ai rassemblé les fractions les plus pures, concentrées et
évaluées par gel. La protéine est pure comme montré sur la Figure 54. Nous n’avons pas
observé d’autres protéines, méme apres la concentration. Sachant que la protéine a bien été
retenue par la colonne, nous pouvons penser que 1’His-tag en C-terminal est intacte et que la
protéine n’a donc pas subi de protéolyse en C-terminal. Nous pouvons voir que le poids
moléculaire de la protéine est similaire a celui que nous attendions, nous pouvons donc penser

que la protéine n’a pas subi de protéolyse en N-terminal.
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Figure 54. 1 : Domaine ACP d'AnaG apreés purification, dépot de 5 pL & 0,58 mg.mL™

Il nous reste a effectuer la réaction de greffage du bras phosphopantéthéine sur le
domaine ACP d’AnaG. Nous ne 1’avons pas effectué car nous voulions d’abord le réaliser sur

la partie C-terminale d’AnaG contenant les domaines D1, MT et D2.
111.2.1.4) Greffage du bras phosphopantéthéine

Le bras phosphopantéthéine est chargé sur la sérine présente dans le site actif du
domaine ACP par la phosphopantéthéinyl transférase a partir du Coenzyme A, ce qui ajoute

340 Da au poids de la protéine. L’apo-AnaG devient 1’holo-AnaG apreés ce greffage.
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Figure 55. Chargement du bras phosphopantéthéine

Pour Vérifier que la partie C-terminale de 1’AnaG contenant les domaines D1, MT, D2
et ACP est bien purifiée et structurée, nous avons tenté de charger un bras phosphopantéthéine
sur son domaine ACP. Pour ce faire, j’ai réalise un mélange contenant la protéine purifiée, la
PPTase provenant d’Oscillatoria purifiée au laboratoire appelé Osppt1®:1% et le Coenzyme A.
En parallele, j’ai réalisé une solution témoin qui ne contient pas 1’Osppt et qui n’est pas
incubée. Aprés incubation, nous avons effectué un MALDI-TOF au laboratoire de
spectrométrie de masse protéomique de I'Institut Curie des deux solutions comme montré sur

la Figure 56.
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Figure 56. Spectre de MALDI-TOF A: mélange contenant I'Osppt et B: mélange témoin sans
1’Osppt
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La masse attendue pour la protéine sans le bras est de 77371 Da ce qui est proche de la
masse obtenue chez le témoin en tenant compte de ’incertitude des mesures. Pour le mélange
contenant 1’Osppt, nous avons une masse de 77744 Da ce qui correspond a un déplacement
des pics de 350 Da. En prenant en compte ’incertitude de ces mesures, nous pouvons penser
qu’il y a bien une différence de masse entre les deux protéines et que le bras
phosphopantéthéine a donc bien été chargé sur la partie C-terminale d’AnaG contenant les
domaines D1, MT, D2 et ACP.

I11.2.1.5) Obtention d’AnaG synthétique

Face a I’impossibilit¢ d’obtenir AnaG en entier, nous avons réfléchi a une facon
détournée d’obtenir un AnaG plus court pour favoriser son expression chez E. coli. Nous
voulions essayer d’obtenir une protéine AnaG plus courte ne contenant que les domaines KS,
AT et ACP. En effet, nous pensons que nous pouvons laisser seulement les domaines dont
I’activité est essentielle a la fonction de la PKS et retirer les domaines D1, D2 et MT. Avec la
publication du génome de Cylindrospermum stagnale PCC 7417%%, nous avons la preuve que

la protéine AnaG peut étre fonctionnelle avec seulement les domaines KS, AT et ACP.

Nous avons donc inséeré la séquence du domaine ACP d’AnaG entier que nous avions
déja utilisé pour le deuxiéme clonage du domaine ACP dans le plasmide pET28a(+)(Kanr)-
anaG pGP02. J’ai positionné la séquence du domaine ACP a la suite de la séquence de la
partie N-terminale en utilisant les sites de restriction Hindlll (amorce GP36, voir chapitre
V1.3) et Xhol (amorce GP37, voir chapitre VI.3) comme présenté sur la Figure 57. J’ai obtenu
le plasmide pET28a(+)(Kanr)-anaG pGP03. Nous obtenons donc une séquence codant pour le
domaine KS, le domaine AT et le domaine ACP a la suite sur une seule et méme protéine
avec un His-tag en C-terminal. La protéine doit avoir un poids moléculaire de 118 kDa. Nous
espérions que sa taille réduite par rapport a I’AnaG entiere nous permettrait une expression

facilitée.
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Ncol Hindlll
pET 28 a(+) Partie N-terminale d’AnaG pET 28 a(+)

Ncol Hindlll Xhol

Domaine

pET 28 a(+) Partie N-terminale d’AnaG ACP pET 28 a(+)

Figure 57. A: Séquence du pET28a(+)(Kanr)-anaG pGP02 , B: séquence du
pET28a(+)(Kanr)-anaG pGP03, Xhol et Hindlll correspondent au site de I’enzyme de

restriction utilisé pour ce clonage

Je n’ai malheureusement pas réussi a purifier la protéine malgré 1’ajout d’inhibiteurs

de protéase et la mise au point des conditions de culture.
I11.2.2) Obtention d’AnaA

Pour AnaA, nous avons cloné la séquence nucléotidique correspondant a la séquence
peptidique enti¢re de I’AnaA avec un His-tag en N-terminal. J’ai utilisé les sites de restriction
EcoRI (amorce GP40, voir chapitre V1.3) et Hindlll (amorce GP41, voir chapitre V1.3) pour
obtenir le plasmide pET28a(+)(Kan")-anaA. La protéine devrait avoir un poids moléculaire de
32 kDa.

Je n’ai pas eu de problémes d’expression lors de 1’obtention d’AnaA et n’ai pas donc
eu besoin de mises au point supplémentaires pour les conditions de purification. J’ai
rassemblé les fractions les plus pures, concentrées et évaluées par gel. Sachant que la protéine
a bien été retenue par la colonne, nous pouvons penser que 1’His-tag en N-terminal est intacte
et que la protéine n’a donc pas subi de protéolyse en N-terminal. Nous pouvons voir que le
poids moléculaire de la protéine est similaire a celui que nous attendions, nous pouvons donc

penser que la protéine n’a pas subi de protéolyse en C-terminal.
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Figure 58. 1 : AnaA aprés purification, dépot de 20 pL de protéine 4 0,14 mg.mL*

Méme si AnaA est largement majoritaire, aprés concentration, il apparait deux
protéines minoritaires, a un plus haut poids moléculaire. Il n’a pas été possible d’éliminer ces
protéines par la purification par colonne d’affinité. En effet, il arrive que certaines protéines
aient une affinité pour la colonne de nickel proche de celle d’une protéine portant un His-tag a
cause d’une séquence peptidique riche en histidine'®”. Etant donné la faible concentration de

ces protéines, il n’est pas nécessaire de prévoir d’étapes de purification supplémentaires.
111.2.3) Discussion

Lors de ces expériences, nous sommes parvenus a obtenir les protéines nécessaires a la
poursuite de I’étude de la biosynthése de 1’anatoxine-a. Nous avons cependant rencontré des
problémes dus a 1’obtention d’AnaG tronqué. Nous avons réussi a régler une partie de ces
problémes en utilisant des inhibiteurs de protéase. Cette dégradation peut étre due a plusieurs
facteurs. Le premier peut étre que la séquence peptidique d’AnaG contienne une partie
flexible aisément hydrolysable. Le deuxiéme peut étre la présence d’une protéase qui de par
son activité protéolytique va couper I’AnaG a certains endroits. Le troisieme peut étre due a
un défaut de traduction du ribosome d’E. coli s’arrétant avant la fin de la séquence peptidique.
Les résultats que nous avons obtenus semblent indiquer qu’une protéolyse est a I’ceuvre étant

donné ID’effet des inhibiteurs de protéases sur 1’expression d’AnaG. Cependant, Ceci
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n’explique pas le fait que nous n’arrivions pas a obtenir I’AnaG entier avec des inhibiteurs de
protéases. Nous pouvons penser que la protéolyse peut €tre 1’un des facteurs de la non-

obtention d’AnaG mais cela ne peut pas étre le seul.

C’est pour cela que nous avons pensé a tenter 1’expression hétérologue de I’AnaG
provenant de la souche Cylindrospermum stagnale PCC 7417 chez E. coli. Un premier
clonage a déja été réalisé par un autre membre de 1’équipe au cours de mon doctorat mais
nous nous sommes heurtés a des problémes d’expression et de purification. Il nous faudra

préparer d’autres clones avec un placement des His-tags différents.

Concernant le greffage du bras phosphopantéthéine, nous pouvons aussi développer
une autre approche. Nous pouvons transformer une souche exprimant déja la partie C-
terminale d’AnaG avec un plasmide portant le géne codant pour 1I’Osppt. Ceci nous
permettrait de réaliser la réaction de greffage directement chez E. coli et de purifier une
protéine ayant déja le bras phosphopantéthéine. Des travaux de clonage de 1’Osppt chez une
souche d’E. coli exprimant I’AnaD ont été effectués récemment au laboratoire par un autre
membre de I’équipe. L’ AnaD est un domaine ACP isolé qui intervient dans la biosynthése de
I’anatoxine-a. Ces expériences de clonage se sont révélées positives et des clones exprimant a
la fois I'AnaD et I'Osppt ont été obtenus. Ceci nous a permis de voir si le bras
phosphopantéthéine était bien chargé sur le domaine ACP d’AnaD, ce qui est le cas. Par
contre nous obtenons un mélange d’apo- et d’holo-AnaD, le chargement du bras ne s’effectue
pas chez tous les AnaD présents. Si nous appliquons cette technique pour le chargement du
bras phosphopantéthéine sur AnaG, il faudra nous assurer que le chargement a bien eu lieu sur

toutes les protéines AnaG.
111.3) Conclusion

Nous avons pu obtenir une partie des ¢léments nécessaires a 1’é¢tude des dernieres
¢tapes de la biosynthése de I’anatoxine-a. Nous savons qu’il est possible d’obtenir ces
éléments en poursuivant les expéeriences que nous avons menées au laboratoire. Une fois que
nous aurons obtenus ces éléments, nous pourrons valider notre proposition de voie de
biosynthése et confirmer le mécanisme réactionnel des étapes finales impliquant 1’ AnaG. Ceci

nous permettra aussi de clarifier le role d’AnaA dans la voie de biosynthése.
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Chapitre IV : Etude de la biosynthese de la

dihydroanatoxine-a

IVV.1) La dihydroanatoxine-a

IV.1.1) Synthese de la cis et trans dihydroanatoxine-a

La dihydroanatoxine-a (dhATX) a été synthétisée en 1978 par Bates et al. en mélange
d’isomeres cis et trans lors des premieres voies de synthese chimique pour donner

126

I’anatoxine-a-=°. A 1’époque, la dhATX n’avait pas encore été détectée en milieu naturel. Sa

LDso a été déterminée a 2.5 mg.kg™* en injection chez la souris. La dhATX serait donc dix fois

(@]
\\\U\

moins toxique que 1’anatoxine-a.

cis-dihydroanatoxine-a trans-dihydroanatoxine-a

Figure 59. Structure de deux isoméres de la dihydroanatoxine-a
IV.1.2) Toxicité de la dihydroanatoxine-a

Une étude de la toxicité des analogues de I’anatoxine-a a eté réalisée en 1991 par
Wonnacott et al.®®, Cette étude a permis de confirmer la toxicité de la dhATX et de
déterminer sa constante d’inhibition (Ki). La Ki de la dhATX est de 27 nM pour les
récepteurs a 1’acétylcholine composés des sous-unités o4 et 2. Pour les récepteurs a
I’acétylcholine composés des sous-unités a7, la Ki de la dhATX est de 1,2 uM. Nous

retrouvons ici aussi un facteur dix entre ces Ki et ceux de 1’anatoxine-a.
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IV.1.3) Détection dans I’environnement

La dihydroanatoxine-a a été détectée pour la premiére fois dans 1’environnement en
1986 aprés un épisode d’empoisonnement d’animaux au Canada'®. Il faut cependant rester
prudent quant a cette découverte car, a I'époque, seule la spectrométrie de masse a été utilisee
pour caractériser les échantillons naturels, sans standards analytiques. Les spectres de masse
obtenus présentent 2 isomeres pouvant correspondre a la dhATX. A I’époque, il a été proposé
que ce soient les formes bateau et chaise de la dhATX. Cependant nous pensons que ce sont

les isomeres cis et trans.
IV.1.4) Dégradation de ’anatoxine-a

Par ailleurs, il a été proposé que la dhATX soit un produit de dégradation de
’anatoxine-a®’. Dans la littérature, il a souvent été avancé que l’anatoxine-a était
photosensible et qu’elle se dégradait rapidement dans les conditions naturelles tout en
montrant des données parfois contradictoires!’®!™., Une étude récente montre que 1’anatoxine-
a est stable en présence des conditions suivantes : un pH acide, des radiations et une
température supérieure a 20 °C'’2. En revanche, ’anatoxine-a est beaucoup plus sensible

lorsqu’elle est a pH neutre et encore plus a pH basique.

Aucun argument sérieux n’a été¢ avancé pour le moment pour supporter 1’hypothése

que la dhATX soit un produit de dégradation de I’anatoxine-a.

IVV.2) Synthese des standards dihydroanatoxine-a et

dihydrohomoanatoxine-a

Des standards de la dhATX et de la dihydrohomoanatoxine-a (dhHATX) ont d¢ja été
synthétisés et utilisés par le passé par notre équipe®’. Ces standards avaient déja été obtenus
par hydrogénation catalytique et le produit obtenu comporte donc les deux isoméres sans qu’il
soit possible de dire lequel est I’isomére Cis et lequel est I’isomeére trans. Dans 1’optique de
déterminer la configuration du composé présent en milicu naturel, 1’équipe a réfléchi a une
facon d’obtenir et de séparer les deux isomeres de fagon a pouvoir les caractériser. L’équipe a
développé une voie de synthése® en se basant sur la voie développée par Parson comme
montré sur la Figure 60. La séparation des isomeres cis et trans de la dhATX et de la

dhHATX a été possible. A chaque fois, I'un des deux isomeéres était majoritaire. La
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configuration du Boc-dhATX majoritaire a été confirmée par diffraction au rayon X comme
¢étant I’isomére cis. L’autre isomére obtenu est donc le trans. Les configurations de la Boc-
dhHATX ont été attribuées par analogie des spectres RMN *H et 1*C entre les deux composés.
Lors de cette synthése, nous avons remarqué que 1’épimérisation entre les deux isomeres était

possible.
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Figure 60. VVoie de synthese des dhATXs et dhHATXs

Apres déprotection par le retrait du groupement Boc avec du TFA, ces standards ainsi
que des standards de 1’anatoxine-a et de 1’homoanatoxine-a ont été utilisés en LC-MS? pour

quantifier la présence de ces toxines dans des échantillons naturels.
IVV.3) Souche productrice de dihydroanatoxine-a

Il existe une souche, Cylindrospermum stagnale PCC 7417, qui produit exclusivement
la dhATX ce qui a été prouvé par ’équipe a travers des expériences de LC-MS™® avec les
standards dhATX synthétisés par I’équipe®® . D’aprés des analyses récentes d’extraits naturels
par spectrométrie de masse, il doit cependant exister d’autres souches productrices de dhATX

t124,173,174

dans 1’environnemen Nous n’avons pas observé d’anatoxine-a chez

Cylindrospermum stagnale PCC 7417 en LC-MS. Ceci n’est pas consistant avec 1’hypothése
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que la dhATX soit un produit de dégradation de 1’anatoxine-a. En effet, nous aurions dd au
moins observer la présence d’anatoxine-a. L’équipe s’est donc orientée vers la possibilité que
la dhATX soit un produit de sa propre voie de biosynthése chez cette souche. Nous n’avons
cependant pas pu déterminer si la dhATX, trouvée chez cette souche, est en configuration cis

ou trans car la LC-MS ne nous permettait pas de séparer les deux isomeres.

La publication du génome annoté de Cylindrospermum stagnale PCC 7417 nous a
amené a penser, en nous basant sur la séquence annotée de ce génome, que le cluster ana est

responsable de la biosynthése de la dihydroanatoxine-a'®.
1VV.4) Etude de la dihydroanatoxine-a en spectrométrie de masse

IV.4.1) But de I’étude

L’¢étude de la dihydroanatoxine-a est, pour nous, de la méme importance que celle de
I’anatoxine-a. En effet, la dihydroanatoxine-a est, certes, dix fois moins toxique que
I’anatoxine-a®1">12® mais elle est présente en grande quantité dans de nombreux échantillons

naturels et représente donc un danger pour I’homme au méme titre que I’anatoxine-
a_68,98,124,173,174.

Nous voulions dans un premier temps confirmer les résultats que nous avons obtenus
chez la souche Cylindrospermum stagnale PCC 7417 et arriver a déterminer quel isomere est
produit en milieu naturel. Pour cela, il faut nous appuyer sur les standards pour différencier en

spectrométrie de masse 1’isomére cis de I’isomére trans.

Nous voulons confirmer avec cette étude que la voie de biosynthese est bien similaire
a celle de I’anatoxine-a et qu’elle utilise donc la proline comme produit initial. C’est pour
cette raison que nous allons réaliser des expériences d’incorporation isotopiques par feeding
en utilisant la méme approche que pour I’étude des premiéres étapes de la voie de biosynthese

de I’anatoxine-a menée au laboratoire®,

1V.4.2) Analyse des standards en LC-MS

Nous avons d’abord réexaminé plus en détails toutes les données obtenues en LC-MS
en 2011 lors de la synthése des dhATXs et des dnHATXs%. Nous avons donc observé les
spectres LC-MS obtenus avec la dhATX et la dhHATX. Ces composés protéges par une
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fonction boc sont de configurations connues. Ils sont ensuite déprotégés avec de I’acide
trifluoroacétique (TFA) et analyses en LC-MS. En 2011, 1’équipe avait visualisé seulement un
seul pic par chromatogramme ce qui nous avait amené a penser que les deux isomeres
n’étaient pas séparables dans ces conditions. En reprenant les données de 2011, nous avons

obtenu plusieurs chromatogrammes présentés sur la Figure 61.
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Figure 61. Chromatogrammes obtenus en LC-MS sur une colonne C18 effectué par Mélanie
Cohen en collaboration avec 1I’équipe de Valérie Pichon a ’ESPCI; (A) cis-dhATX, (B) trans-
dhATX, (C) cis-dhHATX, (D) trans-dhHATX, * impureté
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Pour la dhATX, les chromatogrammes de l’isomeére cis et trans sont quasiment
identiques. Nous remarquons juste que, sur le chromatogramme de la trans-dhATX, le pic
minoritaire est un peu plus important que chez la cis-dhATX. Les chromatogrammes des deux
isomeéres de la dhHATX sont, en revanche, tres différents. Les pics majoritaires ne sont pas
les mémes entre les deux isoméres. Le pic a 2,2 minutes est majoritaire chez la cis-dhHATX
et minoritaire chez la trans-dhnHATX. Le pic a 2,9 minutes est majoritaire chez la trans-
dhHATX et minoritaire chez la cis-dnHATX.

Nous pensons que le fait que nous ayons deux pics a chaque fois correspond a un
phénomeéne d’épimérisation entre 1’isomére cis et trans. L’épimérisation doit étre plus lente
chez la dhHATX que chez la dhATX. Nous avons donc un pic majoritaire que nous attribuons
a D’isomere correspondant au produit avant déprotection et un pic minoritaire que nous
attribuons a I’autre isomére. Nous pouvons donc en déduire que le premier isomére a
apparaitre est I’isomeére Cis et le deuxiéme est 1’isomeére trans. Par extrapolation, nous
pouvons penser que le premier pic obtenu en C18 chez la dhATX est 1’isomére cis et le

deuxiéme 1’isomere trans.

Au vu des résultats obtenus concernant 1’épimérisation entre les deux isomeres Cis et
trans de la dhATX et de la dhHATX, nous en avons déduit que 1’isomere cis est le plus stable.
Nous pensons que cela est di a la formation d’une liaison hydrogéne entre 1’oxygene de la
fonction carbonyle et un hydrogene porté par 1’azote. Nous proposons donc un mécanisme

d’épimérisation entre les deux isomeéres avec un passage par une forme énol, montré sur la
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Figure 62.
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Figure 62. Mécanisme d'épimérisation entre I’isomére Cis et I’isomeére trans
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Nous avons voulu ensuite vérifier que nous obtenions bien les mémes résultats en GC-
MS. La GC-MS nous permettait aussi d’avoir acces aux fragments ce qui nous permettrait de

proposer une voie de fragmentation pour la dhATX.
1V.4.3) Analyse des standards en GC-MS

Nous avons réalisé ces travaux a 1’école polytechnique en collaboration avec Stéphane
Bouchonnet. Nous avons utilisé de la GC-MS en Cl MS2 pour obtenir des chromatogrammes
avec une meilleure résolution et de I’EI pour obtenir les spectres de masse avec

fragmentation.

Nous avons d’abord injecté en GC-MS la cis-dhATX et la trans-dhATX que nous
avons deprotégées en retirant le groupement protecteur Boc avec du TFA. Lors de ’injection

des deux isomeres, nous avons obtenu des chromatogrammes relativement similaires.
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Figure 63. Chromatogramme en Cl MS? de la cis-dhATX (A) et de la trans-dhATX (B)

Les spectres de masse de ces deux pics ont un profil similaire. Nous observons un pic
majoritaire a m/z 168,0 qui peut correspondre a la dhATX. Nous sommes donc en présence
des deux isomeres cis et trans de cette molécule. Les conditions acides utilisées pour la

déprotection induisent une réaction d’épimérisation qui conduit aux mémes proportions des
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deux isomeres dans les deux cas. Il est aussi possible que les conditions utilisées lors des

expériences de GC-MS conduisent aussi a une épimérisation. Il nous faut d’abord vérifier que

b
ce n’est pas le cas.
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Figure 64. Spectres de masse en ClI MS? du premier pic & 26,36 minutes (A) et deuxiéme pic a
28 minutes (B) de la cis-dhATX

Pour vérifier que I’épimérisation ne provient pas des conditions utilisées en GC-MS,

nous avons donc décidé d’isoler I’un des deux isomeéres par une purification sur HPLC avec

\

une colonne C18. Nous sommes parvenus a isoler 1’'un des isomeéres a partir du mélange

obtenu apres le retrait du groupement Boc de la cis-dhATX. Lorsque ce composé est passe en

GC-MS, nous n’observons qu’un seul pic au temps de rétention de I’isomere cis avec une

masse correspondante a la dhATX, comme montré sur la Figure 65. Nous observons

également I'apparition d'un second pic au cours du temps. Sa masse correspond, elle aussi, a la

dhATX. Au bout de plusieurs heures a température ambiante, nous avons le méme profil

chromatographique que celui de la Figure 65. Ceci nous montre qu’il y a bien une

épimérisation au cours du temps qui conduit a un mélange des deux isomeres dans les mémes
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proportions. Nous avons cependant montré que les conditions utilisées en HPLC ou en GC-

MS ne conduisent pas a une épimérisation mais que 1’épimérisation a bien lieu au cours du

temps.
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Figure 65. Chromatogramme en CI MS? de la cis-dhATX purifié en HPLC (A), spectre de

masse du pic a 26,5 minutes (B)

Nous avons donc decidé de voir si nous obtenions un résultat similaire a ceux obtenus
en LC-MS avec la dhHATX. Les spectres de masse obtenus comportent eux aussi deux pics
pouvant correspondre a la dhHATX. En effet, les spectres de masse des pics correspondent a
la masse attendue pour la dhHATX. Nous remarquons que les deux chromatogrammes des
isomeres de la dhHATX ne sont pas similaires contrairement a ceux de la dhATX. Dans les
deux chromatogrammes, nous observons, a chaque fois, un pic majoritaire et un pic
minoritaire qui varient chez chacun des deux isomeres. Lorsque nous injectons les deux
isomeres de la dhHATX en HPLC nous observons, la aussi, un profil différent, comme
montré en Figure 66. Ceci nous confirme bien les résultats de LC-MS et le fait que
I’épimérisation est plus lente chez la dhHATX que la dhATX.
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Figure 66. Injection sur HPLC analytique avec en abscisse le temps en minutes et en ordonnée

I’absorbance a 230 nm, la colonne utilisé est une C18 analytique avec un volume d’injection

de 20 pL

Nous avons aussi analysé les spectres de masse obtenus par impact électronique (EI)
de la dhATX, comme montré sur la Figure 67. Comme pour I’anatoxine-a et
’homoanatoxine-al’®, la voie de fragmentation prévalente est celle de la coupure en a de la
cétone ce qui donne des ions fils caractéristiques a des m/z de 124, 96 et 68. Nous nous

baserons sur ces spectres de masse lors des expériences de feeding.

92



1 6.0 ]
100%4 200

75% B

1 124.0

82.0 1538

] 1388

50%] .
1 9.0 96.0

167.0

] 695
25%— 671 1

m ||,|,|l,.]l.\.:lm Al e il — —

| —— T T T T T T T

0 ' 100 150 200

Acquired Ran 9%50 m/z

Figure 67. Spectres de masses obtenus en EI pour la dhATX
IV.4.4) Extrait de la Cylindrospermum stagnale PCC7417

Nous avons mis en culture au laboratoire des souches Cylindrospermum stagnale PCC
7417 de facon a pouvoir analyser leur surnageant en GC-MS pour confirmer la production de
la dhATX par cette cyanobactérie. Apres mise au point des conditions expérimentales, nous
obtenons un chromatogramme ou nous retrouvons les deux pics correspondant a la cis- et
trans-dihydroanatoxine-a. Nous observons un spectre de masse similaire a celui observé chez
les standards, confirmant bien la présence de la toxine. Nous retrouvons, ici aussi, les deux
isoméres. Ceci indique que 1’épimérisation a donc également lieu chez la cyanobactérie. Le
rapport entre les deux pics n’est pas le méme que celui des standards, nous sommes ici en
présence de deux pics de taille égale. Est-ce di au fait que la culture s’effectue a un pH
différent de celui de la réaction de déprotection qui nous permet d’obtenir les standards ?
Nous pouvons aussi nous demander si AnaK est stéréoséléctive et si dans ce cas,
I’épimérisation a lieu apres la réaction avec AnaK dans la bactérie ou dans le milieu de

culture.
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Figure 68. Chromatogramme en Cl MS? d’un extrait naturel de Cylindrospermum stagnale
PCC 7417 (A), spectre de masse de la dhATX présente dans 1’échantillon (B)

IV.4.5) Expérience d’incorporation isotopique par feeding

Maintenant que nous avons confirmé la présence de la dhATX chez la souche
Cylindrospermum stagnale PCC 7417, nous voulons nous assurer que cette toxine est bien
produite par une voie de biosynthése similaire a celle de 1’anatoxine-a. Plus exactement, nous
voudrions savoir si la proline est bien le produit de départ de la voie de biosynthése de la
dihydroanatoxine-a. Pour cela, nous avons effectué¢ une incorporation de *C et ®N par
feeding dans une culture de Cylindrospermum stagnale PCC7417. Si la voie de biosynthése
est similaire a celle de I’anatoxine-a, alors il y aura incorporation de ces molécules marquées
dans la dhATX comme montré sur la Figure 69 .Nous nous sommes placés dans les mémes
conditions expérimentales que pour les injections de surnageant de Cylindrospermum

stagnale PCC 7417 réalisées précedemment.
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Figure 69. Incorporation des carbones marqués au Ciz et de I’azote N1s dans la dhATX selon

la voie de biosynthése proposée

Nous observons a nouveau deux pics et nous avons ensuite analyseé les spectres de
masses de ces deux pics. Les deux spectres de masse sont similaires et il y a une apparition de
pics avec une m/z plus élevée que chez la Cylindrospermum stagnale PCC 7417. Leur m/z
correspond & une masse +6 par rapport aux pics de masse correspondant a la

dihydroanatoxine-a.
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Figure 70. Chromatogramme en Cl MS? d’un extrait naturel de Cylindrospermum stagnale
PCC 7417 avec incorporation de Proline marquée (A), spectre de masse de la

dihydroanatoxine-a présente dans 1’échantillon (B)
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Nous avons aussi analysé le spectre de masse obtenu en ElI comme montré sur la
Figure 71 pour le comparer avec le spectre EI de la dhATX. Nous observons 1’apparition de
pics a une m/z de 130 et 73 ce qui correspond a une masse + 6 et +5 pour les ions fils de m/z
124 et 68. Ces résultats sont cohérents avec ceux que 1’équipe a obtenus lors d’expériences
précédentes d’incorporation isotopiques avec 1’homoanatoxine-a'®. Tous les carbones et
I’azote marqués se retrouvent bien dans la dihydroanatoxine-a ce qui montre que la proline est

bien le produit de départ de la voie de biosynthese de la dihydroanatoxine-a.
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Figure 71. Spectres de masse obtenue en El (A) pour la dhATX sans incorporation isotopique
et (B) pour la dhATX avec incorporation isotopique chez la Cylindrospermum stagnale
PCC7417

Ces ion-fils montrent que nous sommes face a un mécanisme de fragmentation par
clivage en o de la fonction cétone. En nous basant sur les m/z des ions caractéristiques a la
dhATX et les voies de fragmentation de 1’anatoxine-a et 1’homoanatoxine-al’®, nous
proposons une voie de fragmentation de la dhATX. Cette voie de fragmentation est

représentée sur la Figure 72.
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Figure 72. Voie de fragmentation et présence des Cis et du Nis sur la dhATX
IV.4) Discussions

Nous voulions aussi réaliser une expérience d’incorporation isotopique avec une
souche productrice d’anatoxine-a .Notre choix s’est donc porté sur la souche Oscillatoria sp.
PCC 9107 car c'est une souche productrice d’anatoxine-a qui est aisément disponible. Cette
expérience n’a jamais été réalisée et nous voulions pouvoir comparer les spectres de
I’anatoxine-a, de I’homoanatoxine et de la dihydroanatoxine-a avec et sans incorporation de

Proline marquée.

Concernant la voie de biosynthése de la dhATX, les résultats des expériences
d’incorporation isotopique et la présence du cluster ana chez la Cylindrospermum stagnale
PCC 7417 nous montrent bien que nous sommes en présence de la méme voie de biosynthese
que celle de I’anatoxine-a et de 1’homoanatoxine-a. Les premieres étapes de ces deux voies
doivent donc étre similaires. Nous ne pouvons cependant pas donner de réponses concernant
la configuration de la dhATX obtenue lors de la biosynthese & cause du phénomeéne

d’épimérisation.
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IV.5) Présence de réductase dans le cluster ana de Ila

Cylindrospermum stagnale PCC 7417

La présence de la réductase anaK dans le cluster ana est 1’une des différences de la
voie de biosynthése de la dhATX par rapport a celle de ’anatoxine-a. Cette enzyme serait
responsable de la réduction de la toxine ou de 1’un de ses précurseurs et pourrait expliquer la
formation de la dhATX. Il serait intéressant de connaitre le mécanisme de cette enzyme et de
savoir a quel moment de la voie de biosynthese elle intervient. Pour cela, il nous faut
exprimer la réductase chez E. coli de fagon a ensuite purifier AnaK comme nous 1’avons déja
fait pour les autres protéines issues du cluster ana. Un mécanisme d’action pour cette
réductase peut cependant étre proposé en se basant sur les mécanismes connus pour ce type de

reductase’?® comme montré sur la Figure 73.
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Figure 73. Mécanisme de réaction proposée pour la réductase

Cette réductase nécessite cependant un cofacteur, le F420, pour étre fonctionnelle. Il
nous faudrait donc obtenir ce cofacteur pour étudier le mécanisme de cette enzyme. Nous
devrons purifier le cofacteur et nous assurer qu’il est dans son état réduit pour étre utilisé avec
AnaK. Il existe de nombreuses méthodes de purification de ce cofacteur dans la littérature 177~
181 11 est aussi possible que 1’enzyme ne puisse étre purifiée qu’en présence de son cofacteur,

celui-ci aidant a son repliement.
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IVV.6) Conclusion

Gréace aux experiences que nous avons effectuées, nous pouvons maintenant affirmer
que la dhATX est bien le produit d’une voie de biosynthése propre et non pas un produit de
dégradation obtenu a partir de I’anatoxine-a. Nous espérons que les informations que nous
avons pu apporter concernant la dhATX permettront de mieux identifier sa présence dans les

milieux naturels et de découvrir de nouvelles souches productrices de cette toxine.
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Chapitre V : Conclusion

V.1) Bilan général

Au cours de ce travail de recherche, nous avons pu aborder plusieurs aspects de
I’étude de la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a, de 1’homoanatoxine-a et de la
dihydroanatoxine-a. Nous avons d’abord pu, avec les clusters ana séquencés, établir avec
précision la synténie de ce cluster et mettre en avant les différences qui pourraient étre le sujet
d’un futur projet de recherche. En particulier, les différences de séquence chez la protéine
AnaG semblent particulierement intéressantes pour apporter plus d’information sur la voie de
biosynthése. Nous ne sommes cependant pas en mesure d’apporter des réponses concernant
I’impact de ces différences sur la voie de biosynthése. Nous ne pouvons pas non plus donner

des éléments de réponses au niveau de leurs impacts sur le fonctionnement d'AnaG.

Pour les derniéres étapes de la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a, NOUS avons réussi
a isoler la protéine AnaA ainsi que les parties C et N-terminale de la protéine AnaG ainsi que
son domaine ACP d’AnaG. Nous avons pu charger le bras phosphopantéthéine sur la partie
C-terminale par une réaction enzymatique. Nous n'avons pas réussi a isoler lI'analogue du
substrat d'AnaG sous forme pure par synthése chimique mais nous avons obtenu un mélange
de produits. Les expériences de caractérisation que nous avons effectuées sur ce mélange nous
laissent penser qu’il contient bien I’analogue recherché. Il nous reste cependant a travailler sur

les dernieres étapes de la synthése chimique de fagon a pouvoir 1’obtenir.

Pour la dhATX et la dhHATX, nous avons pu différencier I’isomére Cis de I’isomere
trans grace a nos expériences de GC-MS et de LC-MS. Grace aux standards de
dihydroanatoxine-a synthétisés par 1’équipe, nous avons pu confirmer que Cylindrospermum
stagnale PCC 7417 est bien une souche productrice de dhATX. Grace aux expériences
d’incorporation isotopique chez Cylindrospermum stagnale PCC 7417, nous avons pu
confirmer que la dhATX est bien produite a partir de la proline par la méme voie de

biosynthése que 1’anatoxine-a et ’homoanatoxine-a.
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V.2) Perspectives

L’anatoxine-a est une neurotoxine majeure chez les cyanobactéries. Elle reste pourtant
peu étudiée malgré le risque qu’elle représente pour les activités humaines. Il nous reste
cependant beaucoup de choses a découvrir sur la voie de biosynthese de 1’anatoxine-a ainsi

que ses dériveés.

Il nous faudrait d’abord continuer a poursuivre la synthése de I’analogue de substrat
d’AnaG. C’est I’¢1ément qui nous manque pour pouvoir etudier les derniéres étapes de la voie
de biosynthese de I’anatoxine-a. Nous pourrions ainsi obtenir des informations précieuses sur
le role d’AnaA dans cette voie de biosynthése. Nous pourrions aussi savoir si AnaA est bien
responsable de 1’hydrolyse du composé¢ attaché a AnaG. La compréhension du réle d'AnaA
nous donnerait aussi des informations sur le fonctionnement des PKSs et plus
particulierement sur leur domaine TE IlI. Il nous faut aussi travailler sur la régulation du
domaine MT d’AnaG pour nous permettre d’identifier quels sont les facteurs qui favorisent la
production d’anatoxine-a ou d’homoanatoxine-a. Nous pourrions aussi nous assurer que le
mécanisme de d’AnaG chez Cylindrospermum stagnale PCC 7417 est similaire au mécanisme
de cette protéine chez Oscillatoria sp. PCC 6506. Pour obtenir cette information, il nous
faudra purifier la protéine AnaG chez Cylindrospermum stagnale PCC 7417 et mettre au point

un analogue de substrat similaire a celui préparé pour I’AnaG de Oscillatoria sp. PCC 6506.

Avec les standards de dhATX ou de dhHATX, nous pourrions identifier d’autres
souches productrices de dhATX ou de dhHATX parmi les échantillons naturels et les isoler.
En effet, méme si cette toxine est 10 fois moins toxique que 1’anatoxine-a et I’homoanatoxine-
a, elle est souvent présente en grande quantité dans les échantillons naturels et son impact sur
I’environnement ne doit pas étre sous-estimé. |l serait par ailleurs intéressant de vérifier que
la souche Cuspidothrix issatschenkoi CHABD3 ne possede pas le gene anaK dans son
génome. Si c’est le cas, il serait intéressant de vérifier que cette souche produit ou non de la
dihydroanatoxine-a. Nous avons des outils en main pour lancer une étude plus approfondie

sur la biosynthése de la dihydroanatoxine-a.

Concernant AnaK, 1I’équipe compte étudier son mécanisme et son role dans la voie de
biosynthese de la dihydroanatoxine-a. 1l nous faudrait alors purifier la protéine AnaK en
utilisant une approche similaire a celle que nous avons employée pour la purification des
autres protéines impliquées dans la voie de biosynthése de 1’anatoxine-a. Il nous faudra aussi

101



purifier le coenzyme F420 sous sa forme réduite pour que la réductase soit fonctionnelle.
Nous pourrons ensuite savoir si cette enzyme peut réduire 1’anatoxine-a pour donner de la
dihydroanatoxine-a ou si elle agit sur un précurseur de 1’anatoxine-a. Dans ce cas, il nous
faudra utiliser a nouveau 1’analogue de substrat d’AnaG de fagon a nous assurer qu’AnaK

intervienne bien a cette étape dans la voie de biosynthese de la dihydroanatoxine-a.

Concernant la comparaison des différentes séquences des clusters ana, nous avons
besoin de séquences supplémentaires provenant de cluster d’autres souches avant de pouvoir
avoir une vision globale de 1’organisation du cluster. Avec ces nouvelles données, nous
pourrons établir un arbre phylogénétique du cluster ana et le comparer avec I’arbre
phylogénétique des souches de cyanobactéries. Nous pouvons espérer qu’avec les progres
constant des techniques de séquencgage et 1’intérét actuel pour les cyanobactéries de nouvelles
séquences de cluster ana seront publiées dans les années a venir. Une meilleure connaissance
du génome des cyanobactéries nous permettrait de découvrir et d’identifier de nouveaux
métabolites secondaires et ainsi de pouvoir identifier des nouveaux composés toxiques afin de

mieux nous en prémunir.
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Partie Expérimentale de Biologie

V1.1) Souches de cyanobactéries

Les souches axéniques de cyanobactéries Oscillatoria PCC 6407 (ATCC 27906), PCC
6506 (ATCC 29081 ou UTEX 1547), et Cylindrospermum stagnale PCC 7417 ont été
achetées a la collection de I’Institut Pasteur (PCC). Toutes les cultures des souches
Oscillatoria et Cylindrospermum sont cultivées a 20 °C sous lumiere constante dans du milieu
BG-11. La pureté des cultures est vérifiée régulierement®®?, Les cultures des cyanobactéries

au laboratoire ont été effectuées et mises au point par Annick Méjéan.

V1.2) Culture d’Escherichia coli

Les souches qui ont été utilisées au laboratoire sont : E. coli JIM109 (PROMEGA)
utilisée pour le clonage et la production des plasmides et E. coli BL21(+)(DE3)-RIL(CmR)

(STRATAGENE) utilisée pour la surrinduction des génes clonés8-18,

Ces souches sont cultivées a 37 °C sous une agitation de 200 rpm dans le milieu
Lysogeny Broth (LB) 88 En plus du milieu LB, nous utilisons au laboratoire du milieu
Super Optimal Broth with catabolite repression (SOC)® dans les mémes conditions.

Aprées solubilisation des différents composants du milieu dans de I’eau distillée, le pH
est ajusté a 7,0 puis les milieux sont soumis a un autoclavage pendant 20 min a 120 °C a une

pression de 1 bar.

Les cultures d’E. coli ont été réalisées a 1’aide d’un incubateur infors HT Minitron
pour les cultures en milieux liquides et d’un incubateur Labnet Mini Incubator pour les

cultures en milieux solides.

V1.3) PCR

Les PCRs ayant pour but d’obtenir des inserts pour un clonage ou pour le séquencage

d’un géne ou d’un contig sont réalisées avec une polymérase fidele et processive : la Phusion
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fournie par New Englands Biolabs. Au contraire, les PCRs permettant un « screen » ou un
contréle sont réalisées avec une polymerase conventionnelle Taq Polymerase (Promega). Pour
des matrices riches en GC et structurées, c’est la polymérase LongAmp (NEB) qui est utilisée.
Les amorces utilisées synthétisées par Eurogentec sont listées dans le Tableau 3. Le tampon et
les dNTPs sont pourvus par les fournisseurs pour chaque polymérase. Les amplifications sont
faites selon les recommandations des fournisseurs. Les amorces sont dessinées avec 1’aide du

logiciel Serial Cloner 2.6.

La vérification des produits des PCR se fait par dépdt sur gel d’agarose de 0,7 a 1%
(Agarose LE, Analytical Grade, Promega) dans du tampon TAE 1X. L’intercalant utilisé pour
les gels d’agarose est le GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain d’Interchim. La migration se fait a

100 V a ampérage constant pendant 30 a 45 minutes.

Les PCRs sont effectuées sur un appareil de PCR Eppendorf™ MasterCycler Personal
Thermal Cycler.

22?;?;;;: Application l’Na?Irlr:)Scee Séquence de ’amorce de 5’ en 3’ rtfsltt:‘aisctdign
GP1 CCTTGCTTAAAATTATAGCAAGCTAC
GP2 CAGAATCGCCTGTAACCAACCTCTT
GP3 TACTAGCACGACCATACATTTGTCG
GP4 GTGAGGATTATGATTCTGTTAAGGC
GP5 CAGCTATTTAATTGTAAGATTTCGG
GP6 CCAAGACGTTCGAGCATCAAAAAAG
GP7 CGGTTAGTTATAGTTCGCTGCTGCG
GP8 GATTGCTGACTTGGCATGATTGTGG
GP9 GGTCAATGGCAGGGAGATCGAGCTC
GP10 TGGGAGGATTCCAGGTTGGTGGACG
Cluster Séquencage du GP11 TTTAGCACAAGGAGATATTCTCCGC
ana cluster GP12 ATTATACTGAGCTGGAAGTATGAGG
GP13 AATAGCAACTTGGCTGAACGATCCG
GP14 GTCTGACATCGCACTCGCAACCC
GP15 AAGGTTGCGGCATAGTCGTTCTCA
GP16 TGAGTGAAATGTTACTTCCTCCACC
GP17 AGTACGATCCGCTCCAGTTG
GP18 CGGGGCTATTACGATCTGATTATTGC
GP19 TCGTTTGGAAAAACGACTGT
GP20 GAAGGAGTTGATAACCCAGT
GP21 CGCCAACAGTATCGTATCTCGGC
GP22 AACAGTATCGTATCTCGGCTATACC
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GP23 TTCAAACCCTTGTGTAATAACCC
GP24 AAATTCAGCGATTGAAGCGGAAAAA
GP25 CGCTCCATTTATCGTTACTAAATGC
GP26 TTCACTTGAAAATATTAAATAGTATTG
GP27 AATTGACTTTTTCTGATATGTTCAC
GP28 TAATACGACTCACTATAGGG
T7 Criblage des
clones GP29 GCTAGTTATTGCTCAGCGG
J— GCCCATATGAAAAAGA_IACAGAGAGAGAAGAAACT Nde |
DOA”&&FZ“G Clonage GP31 CGCTCGAGATCATCAAACTTTACAAAAGTA Xho |
daraG GP32 | GCCGGATCCTTAATCATCAAACTTTACAAAAGT | BamHI
J— GCCCCATGGGGAAAACATGTACAAGAGAGAGAAGAAA Neol
GP34 GCCCATGGGCAGTGAAAATAACGAACAACGC Ncol
AnaG Clonage GP35 GCCAAGCTTGCCTTGTTTGGGCAAGGGTTG Hind1I1
GP36 CGGAAGCTTCAAGAAAAGCCTGGGGCG Hind1l1
GP37 CGCTCGAGATCATCAAACTTTACAAAAGTA Xho |
opag | GOCICGAGTAAGAAGGAGATATACCATGAATGTT | o\
osppt Clonage TCTGATTGCCTC
GP39 GCCTCGAGTCAGCTTAAGATATAATTCTCTG Xhol
GP40 GCGAATTCAAAACAGAAATACCTAATCTTTGG EcoRI
anaA Clonage GP41 CGCAAGCTTTTATAAATAGTCTTTTAGCGTTTC HindIlI
D clonage GP42 GCCGCATATGACAGAAGAAAAAGTCGAAC Ndel
GP43 CGCGAATTCATACCTGTGACACCAATTTAC EcoRI

Tableau 3 : Amorces utilisées pour les PCRs. Les sites de restriction sont en gras et soulignés

La matrice pour les PCR est de I’ADN génomique extrait et purifié par Annick Méjéan

a partir des différentes souches de cyanobactéries cultivées au laboratoire et de I’ADN

plasmidique issus des souches E. Coli purifiés avec le kit QIAGEN Plasmid Mini Kit selon le

protocole fourni (QIAGEN).

Les produits de PCR sont purifiés avec le kit Wizzard® PCR Preps DNA purification

System selon le protocole fourni (Promega) ou par le kit QIAquick ® PCR Purification Kit

selon le protocole fourni (QIAGEN).

Les mesures de concentration en ADN ont été effectuées a ’aide d’un nanodrop

NanoVue Plus.

Le séquencage des produits PCR est réalisé par la société GATC, selon le protocole de

Sanger!8®1% [ es chromatogrammes obtenus ont été lus avec le logiciel Chromas Lite 2.1.1.
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V1.4) Préparation de bactéries compétentes

V1.4.1) Préparation d’E. coli JIM109 électrocompétentes

On inocule 400 mL de LB (avec le ou les antibiotique(s) adapté(s)) a 1% vol/vol avec
une préculture. La culture est incubée jusqu’a DOssonm~0,7. La culture est transférée dans
deux pots de centrifugation de 500 mL, conservée a 4 °C, puis centrifugée a 4 000 g pendant
15 minutes, a 4 °C. Chaque culot est repris avec 100 mL d’une solution aqueuse, contenant
10% de glycérol, conservee a 4 °C, puis centrifugé a 4 000 g pendant 15 minutes a 4 °C. Ce
lavage est répété une deuxiéme fois. Chaque culot est repris avec 100 mL d’une solution
aqueuse, contenant 10% de glycérol conservée a 4 °C. Les deux solutions sont ensuite réunies
puis centrifugées a 4 000 g pendant 20 minutes, a 4 °C. Le surnageant est délicatement enlevé
et le volume est ajusté a 1 mL & l'aide d’une solution aqueuse contenant 10% de glycérol a
4 °C. La DO a 550nm du culot est mesurée en diluant 3 pL du culot dans 1 mL de LB. Cette
DO doit étre comprise entre 0,6 et 0,75. Les cellules sont ensuite aliquotées par 50 uL par
microtubes de 1,5 mL puis congelées dans de 1’azote liquide. Les cellules sont conservées a
-80 °C. Toutes ces manipulations sont réalisées en condition stérile avec du matériel stérilisé

préalablement a 1’autoclave.

V1.4.2) Préparation d’E. coli BL21(+)(DE3)-RIL(CmR) chimiocompétentes

On inocule 10 mL de LB (avec le ou les antibiotique(s) adapté(s)) a 1% vol/vol avec
une préculture. La culture est incubée jusqu’a DOsoonm~0,5. La culture est ensuite transférée
dans deux tubes falcon de 50 mL froids et la culture est refroidie 10 minutes dans la glace. La
culture est centrifugée a 4 000 g pendant 10 minutes a 4 °C puis le culot est repris avec 5 mL
d’une solution aqueuse de CaCl, a une concentration de 0,1 M. Les solutions sont ensuite
centrifugées a 4 000 g pendant 10 minutes a 4 °C. Le culot est repris avec 2 mL d’une
solution aqueuse de CaCl» a une concentration de 0,1 M puis les deux solutions sont réunies.
Les cellules sont ensuite aliquotées par 100 pL par microtubes de 1,5 mL, congelées dans de
I’azote liquide, puis sont conservées a -80 °C. Toutes ces manipulations sont réalisées en
condition stérile avec du matériel stérilisé préalablement a 1’autoclave ou stérilisé par

filtration dans le cas de la solution de CacCls.
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V1.5) Clonage

V1.5.1) Digestion enzymatique

Les digestions par des enzymes de restrictions sont réalisées selon les
recommandations des fournisseurs (NEB et Fermentas). Pour les doubles digestions, si les
tampons de digestion des enzymes ne sont pas compatibles entre eux, les digestions sont
effectuées séquentiellement. Les incubations d’enzymes de restriction ont été effectuées a
I’aide d’un bain a température contrélée Julabo ED. La température d’incubation suit les

recommandations des fournisseurs pour les enzymes de restriction.

Les produits de digestion sont purifiés avec le kit Wizzard® PCR Preps DNA
purification System selon le protocole fourni (Promega) ou par le kit QlAquick ® PCR

Purification Kit selon le protocole fourni (QIAGEN).
V1.5.2) Déphosphorylation

Lorsque des grands inserts sont utilisés ou lorsque le clonage a déja échoué ou
lorsqu’un seul site de restriction est utilisé, afin d’améliorer le taux de transformants une
déphosphorylation du plasmide aprés digestion est réalisée par la phosphatase alcaline

intestinale de veau (CIAP, NEB) dans les conditions décrites par les fournisseurs.
V1.5.3) Ligation

Une fois digérés, le vecteur et I’insert sont incubés (avec en moyenne un rapport
molaire insert/vecteur compris entre 3 et 10, et une masse de vecteur compris entre 10 et 50
ng) a 50 °C, pendant 5 minutes de fagon a dissocier les complexes vecteur-insert, insert-insert
ou vecteur-vecteur qui auraient pu apparaitre. Une fois que la solution est revenue a
température ambiante, il est ajouté de la T4 DNA ligase a la concentration de 20 U/uL finale
et son tampon 1X (NEB) pour un volume final de 20 puL. Le mélange complet est incubé

pendant 16h, a 16 °C puis 10 minutes a 65 °C pour inactiver la ligase.

Pour des clonages difficiles, le rapport molaire insert/vecteur peut étre augmenté dans

la solution pour obtenir un résultat optimal.
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V1.5.4) Transformation bactérienne
V1.5.4.1) Transformation par électroporation

La transformation des bactéries compétentes de souche E. coli JM 109 par les produits
de ligation est réalisée par électroporation. Le produit de ligation est d’abord dessalé pendant
30 minutes sur une pastille de dialyse reposant sur de 1’eau milliporée. 50uL de cellules
compétentes sont ensuite incubées en présence de 5 a 10 ng de produit de la ligation dans la
glace pendant 2 minutes, puis elles sont transférées dans un tube d’électroporation maintenu a
4 °C dans la glace. Les cellules sont alors soumises a un choc ¢€lectrique a 2.5KV, 25uF et
200W dans I’¢lectroporateur. Apres une heure d’incubation a 37 °C sous agitation en présence
de 1 mL de SOC, le produit de transformation est étalé sur des boites de pétri contenant du LB
contenant 37,5% agar, auquel a été ajouté les antibiotiques adaptés, et incubé pendant la nuit,
a 37 °C.

V1.5.4.2) Transformation par choc thermique

On transforme une souche dédiée a 1’expression de protéines, E. coli BL21(+)(DE3)-
RIL(CmR), par une transformation chimique. 200 pL de cellules compétentes sont transférées
dans un microtube stérile auquel le produit de ligation est ajouté (<10pL et <50ng). Le
mélange est incubé 10 minutes dans la glace puis 90 s, a 42 °C au bain-marie et a nouveau 2
minutes dans la glace. On ajoute 1 mL de SOC et incube 1h, a 37 °C sous agitation. Le
produit de transformation est étalé sur des boites de pétri contenant du LB contenant 37,5%

agar, auquel a été ajouté les antibiotiques adaptés, et incubé pendant la nuit a 37 °C.
V1.5.5) Criblage des clones

Apres la transformation, pour les clones obtenus sur boite, les constructions sont
vérifiées par PCR sur colonies grace aux amorces spécifiques du plasmide qui encadre
I’insert. Dans le cas du plamisde pET 28a, les amorces s’hybrident aux promoteurs et
terminateur T7 du plasmide. Les conditions de la PCR sur colonie utilisée, ici, sont identiques
aux PCRs décrites précédemment avec pour seule différence de remplacer le microlitre
d’ADN par une colonie de bactéries issue de la transformation, prélevée a I’aide d’un cone.

Le sequencage de ces produits PCR nous permet de confirmer la transformation.
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Différents plasmides ont été obtenus par 1I’équipe grace a cette technique. Ceux qui ont
été utilisés lors de mon doctorat sont listés dans le Tableau 4. Sur tous ces plasmides, deux
plasmides (pET28a(+)(Kan")-anaG, pET28a(+)(Kan")-anaG V954-stop et pET28a(+)(Kanr)-
ACP 1 anaG Histag N terminal ) n’ont pas été obtenus par moi-méme mais sont I’ceuvre de la
doctorante précédente Rabia Mazmouz. Toutes les construction ont été obtenues a partir du
pET28a(+)(Kan") (NOVAGEN)™,

Plasmide Caractéristiques Origine

pET28a(+)(Kan')-anaA Vecteur d’expression contenant anaA Laboratoire

PET28a(+)(Kan)-ACP 1 anaG Vecteur d’expression contenant le domaine ACP

Histag N terminal d’anaG issus du premier c_lonage avec Histag en Laboratoire
N terminal
Vecteur d’expression contenant le domaine ACP
r -
pET28a(_+)(Kan ) ACP 2 anaG d’anaG issus du deuxiéme clonage avec Histag en Laboratoire
Histag C terminal .
C terminal
Vecteur d’expression contenant le domaine ACP
n-
pET28a(+) (Kan’) AC.:P 2 anaG d’anaG issus du deuxiéme clonage avec Histag en Laboratoire
Histag N terminal .
N terminal
Vecteur d’expression contenant le domaine ACP
n-
PET28a(+)(Kan")-ACP 2 anaG d’anaG issus du deuxiéme clonage avec Histag en Laboratoire

Histag N terminal et C terminal N terminal et C terminal

PET28a(+)(Kan")-anaG Vecteur d’expression contenant anaG Laboratoire

Vecteur d’expression contenant la partie C-

pET28a(+)(Kan")-anaG V954-stop terminal d’anaG

Laboratoire

Vecteur d’expression contenant la partie N-

terminal d’anaG Laboratoire

pET28a(+)(Kan")-anaG pGP02

Vecteur d’expression contenant la séquence de

r -
pET28a(+)(Kan")-anaG pGP03 I’anaG synthétique

Laboratoire

Vecteur d’expression contenant la séquence de

n-
pET28a(+)(Kan")-anaD PanaD

Laboratoire

Tableau 4 : Récapitulatif des plasmides utilisés au laboratoire

V1.6) Expression et purification de proteines chez E .coli

Toutes les expressions et purifications de protéines ont été réalisées chez la souche

d’E. coli BL21(+)(DE3)-RIL(CmR). Ces manipulations suivent un schéma identique.

V1.6.1) Préculture

Un volume de LB, auquel est ajouté¢ des solutions d’antibiotiques adaptés comme
montré sur le Tableau 5, est ensemencé avec une souche de E. coli mise en collection a

-80 °C. La culture est incubée a 37 °C sous agitation & 200 rpm pendant une nuit.
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Souche utilisée Antibiotique avec concentration finale
E. coli JM 109 Pas d’antibiotique
E. coli JM 109-[pET 28a] Kan 50 pg/ml
E. coli BL21(+)(DE3)-RIL(CmR) Cm 30 ug/ml
E. coli BL21(+)(DE3)-RIL(CmR)-[pET 28a] Cm 30 pg/ml + Kan 50 pg/ml

Tableau 5 : Antibiotiques utilisés avec les différentes souches d'E.coli

V1.6.2) Culture et induction

Un volume de LB, auquel est ajouté¢ des solutions d’antibiotiques adaptés comme
montré dans le Tableau 5, est ensemencé a 1% vol/vol avec une préculture de la veille. La
culture est incubée a 37 °C sous agitation a 200 rpm jusqu’a une DOsggo d’environ 0,6. A ce
moment, de 1’Isopropyl-beta-D-Thiogalactopyranoside est ajouté pour atteindre une
concentration finale de 200 uM afin d’induire 1’expression du geéne cloné sous le contréle du
promoteur T7. La culture est refroidie dans un bain de glace jusqu’a 15 °C et est incubée a 15
°C toute la nuit sous agitation a 200 rpm, puis les cellules sont centrifugées a 4000 g pendant
20 minutes, a 4 °C. Le culot est ensuite repris dans 10 mL d’une solution aqueuse tamponnée
a pH 7,4 de NaH2PO4 a une concentration 0,02 M. La solution est ensuite centrifugée a 4000

g pendant 20 minutes, a 4 °C. Le culot est stocké a — 20 °C.
V1.6.3) Sonication de la culture

Le culot cellulaire est repris dans 10 mL de tampon A (20 mM NaH2PO4 pH 7,4 ; 500
mM NaCl et 20 mM d’imidazole) par litre de culture. Les cellules sont ensuite cassées par
sonication, dans la glace, par une succession de cycles de 15 s de sonication a 500 W et 1
minute de repos, jusqu’a 4 minutes de sonication totale. Le lysat est centrifugé a 13 500 g
pendant 30 minutes, le surnageant est récuperé puis centrifugé a 13 500 g pendant 15 minutes,
a4-°C.

V1.6.4) Purification des protéines sur colonne d’affinité

Les purifications de protéines sont effectuées a ’aide de I’AKTA prime™ de GE
Healthcare. Les colonnes d’affinité utilisées avec cet appareil sont des colonnes HisTrap 1 mL
ou 5 mL GE Healthcare ou des colonnes Protino Ni-NTA 1 mL Macherey-Nagel. Les

colonnes échangeuses d’anions utilisées avec cet appareil sont des colones HiTrap QFF 1 mL
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ou 5 mL GE Healthcare.

Le surnageant obtenu (entre 5 et 10 mL en fonction de la taille de la culture) par
centrifugation est injecté sur une colonne d’affinité au nickel qui a été préalablement équilibré
par un tampon A. Dans le cas de protéines fragiles comme AnaG et AnaG V954-Stop, NOUS
avons ajouter des inhibiteurs de protéases au tampon pour éviter la protéolyse. Nous utilisons
au laboratoire des pastilles cOmplete, EDTA-free (ROCHE).

Apres un lavage avec 35 mL du tampon A, les protéines sont éluées par un gradient de
tampon B (20 mM NaH2PO4 pH 7,4 ; 500 mM NaCl et 500 mM d’imidazole). Le gradient est
linéaire de 0 a 20 minutes pour atteindre 30% en tampon B de facon a éliminer les protéines
retenues de facon non spécifique sur la colonne. Ensuite, il est appliqué un gradient
isocratique a 30% de B pendant 20 minutes. Finalement, il est appliqué un gradient linéaire de
30 a 100% de tampon B en 20 minutes. L’ensemble de la purification a lieu a débit constant a
1 ou 5 mL.minute™ respectivement pour les colonnes de 1 ou 5 mL. Le suivi de la purification

se fait par spectrométrie UV avec mesure de la DO a 280 nm.
V1.6.5) Gel d’électrophorése SDS PAGE

Les fractions concentrées en protéines sont analysées sur gel d’électrophorése en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) %219, 4 3 15 uL de chaque fraction sont ajoutés a 6 pL
de tampon de charge (tampon Tris-HCI 60 mM, pH 6,8 ; Glycérol 10% ; SDS 2% ; Bleu de
bromophénol 44% (m/v) ; DTT 46 mM) puis chauffés a 95 °C pendant 5 a 10 minutes. Le
volume de fraction ajouté avec le tampon est fonction de la concentration en protéine de cette

fraction.

Chaque fraction, ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire, est ensuite déposée sur
gel SDS-PAGE. Les marqueurs utilisés au laboratoire sont le PageRuler Broad Range
Unstained Protein Ladder et le Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
scientific). Deux types de tampon sont utilisés pour faire des gels d’électrophorése. Le gel de
Tris-Tricine est adapté & des protéines de moins de 30 kDa'** comme AnaA ou le domaine
ACP d’AnaG tandis que le gel de Tris-glycine est adapté & des protéines plus volumineuses*®
comme AnaG ou des parties d’AnaG. Le pourcentage d’acrylamide dans le gel de résolution
varie en fonction de la taille attendue de la protéine purifiée. En effet, lorsque la protéine est

de petite taille, nous utilisons un gel avec un haut pourcentage d’acrylamide, de 10 a 15%, et
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pour des protéines de taille plus importante, nous utilisons un gel avec un pourcentage de 8%.

La migration dure entre 30 et 60 minutes avec un ampérage constant entre 20 mA et
40 mA. Apres la migration, le gel est coloré pendant 30 a 45 minutes dans le tampon de
coloration (acide acétique 10%, éthanol 30% et bleu de bromophénol 0,2%[m/v]) puis
décoloré dans le tampon de décoloration (acide acétique 10%) jusqu’a I’apparition des

bandes.

Les fractions les plus concentrées, et contenant les protéines les plus pures, sont

ensuite rassemblées.

Les manipulations de trypsinolyse sur les gels d’électrophoréses ont été réalisées a la

plateforme de spectrométrie de masse protéique de I’Institut Curie.
V1.6.6) Dessalage et concentration

Une solution protéique est obtenue apres réunion des fractions d'intérét. Une fraction
correspond a 1 mL. Cette solution peu concentrée et fortement chargée en sel, est dessalée sur
une colonne PD10 (GE Healthcare) en utilisant le méme tampon pour 1’équilibration et
I’¢lution. Le tampon d’€lution est spécifique d’une purification a une autre car il doit étre

adapté a la protéine purifiée.

Apres avoir été dessalée, la solution protéique est concentrée en utilisant un systeme
sur filtre (Amicon Ultra-15 centrifugal filter unit 10k ou 30k, Millipore).

Les proteines sont conservées dans une solution tamponnée de NaH,PO, contenant du

glycérol a une concentration comprise entre 10 et 30% (v/v) a -80 °C.
V1.6.7) Quantification des protéines

Toutes les de concentrations protéiques sont estimées par le kit Protein assay (Bio-

Rad) qui est basé sur le dosage de Bradford.
V1.6.8) Récapitulatif des purifications effectuées

Jai effectué plusieurs expressions et purifications de différentes protéines du cluster

ana. Pour I’AnaG V954-Stop, des étapes supplémentaires ont cependant été nécessaires. Les
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différentes protéines portaient toutes une étiquette Polyhistidine-tag pour permettre leur

purification sur une colonne d’affinité¢ au nickel. Toutes les conditions d’expression et de

purification des protéines sont décrites dans le Tableau 6.

Position du

- oo Conditions . S
Protéine Polyhistidine-tag sur , . Gradient de purification
‘- d’expression
la protéine
AnaA 6 His en N-ter
LB + Kan 50pug.ml+
Domaine ACP d’AnaG 6 His en N-ter Cm30 pg.ml?
Domaine ACP d’AnaG 6 His en N-ter et C-ter 37 °C jusqu’a Equilibration 10 ml
DOeoonm=0,6
Partie N-terminale . " Lavage 35 ml
P AnaG 6 His en C-ter o
Induction a 200uM Gradient 1 TpB (0-30%)
d’IPTG
I i 1 0,
Domaine ACP d’AnaG 6 His en C-ter 15 °C O/N Gradient 2 isocratique TpB (30%)

AnaG entier 6 His en N-ter et C-ter
Partie C-terminale .
& AnaG 6 His en C-ter
AnaG synthétique 6 His en C-ter

Conditions similaires
mais ajout d’inhibiteurs
de protéase dans les
tampons

Gradient 3 TpB (30-100%) 20 mi

Lavage 100% TpB 5 ml

V1.6.8.1) Obtention d’AnaA :

Tableau 6 : Conditions de purification des protéines

La protéine AnaA a été obtenue en suivant le protocole décrit ci-dessus. Nous avons

pu obtenir 250 pL de protéine a une concentration de 1,43 mg/mL.

V1.6.8.2) Obtention de la partie N-terminal d’AnaG (Domaine KS+AT) :

La partie N-terminal d’AnaG a été obtenue en suivant le protocole décrit ci-dessus.

Nous avons pu obtenir 420 L de protéine a une concentration de 1,135 mg/mL.

V1.6.8.3) Obtention d’AnaG :

La protéine AnaG entiére n’a pas pu €tre obtenue en suivant le protocole décrit ci-

dessus.

V1.6.8.4) Obtention d’AnaG synthétique :

La protéine AnaG synthétique enti¢re n’a pas pu étre obtenue en suivant le protocole

décrit ci-dessus.
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V1.6.8.5) Obtention du domaine ACP d’AnaG :

Le domaine ACP d’AnaG a été obtenu avec 1’étiquette polyhistidine en C-terminal, en
N-terminal et sur ces deux positions a la fois. La protéine avec I’étiquette polyhistidine en C-
terminal était celle qui s’exprimait le mieux et qui était le mieux retenue par la colonne
d’affinité. Elle a été obtenue en deux fractions de 500 puL a une concentration respective de

0,84 et 0,193 mg/mL.
V1.6.8.6) Obtention de la partie C-terminal d’AnaG :

Pour I’obtention de la partie C-terminal d’AnaG avec le greffage du bras
phosphopantéthéine, nous avons da effectuer des manipulations supplémentaires par rapport

au protocole décrit ci-dessus.
V1.6.8.6.1) Chromatographie sur colonne échangeuse d’anions

Apres le passage sur colonne d’affinité, il faut faire passer 1’échantillon sur une
colonne échangeuse d’anions car la protéine n’est pas encore pure. Les fractions récupérées
sont injectées sur une colonne échangeuse d’anions qui a été préalablement équilibrée par un
tampon A (pH 7,8 ; Tris-HCI 20 mM). Aprés un lavage avec 40 mL du tampon A, les
protéines sont éluées par un gradient de tampon B (pH 7,8 ; 1 M NaCl et Tris-HCI 20 mM).
Le gradient est linéaire de 0 a 20 minutes pour atteindre 100% en tampon B. Ensuite, il est
appliqué un gradient isocratique a 100% de B pendant 20 minutes. L’ensemble de la
purification a lieu & débit constant a 1 ou 5 mL.minute™ respectivement pour les colonnes de 1

ou 5 mL). Nous avons pu obtenir 500 pL de protéine a une concentration de 0,55 mg.mL™.
V1.6.8.6.2) Gel filtration

L’expérience de gel filtration est effectuée a I’'IBPC dans le laboratoire de « Biologie
Physico-Chimique des Protéines Membranaires » en collaboration avec Karine Moncoqg.
Environ ~350 pg de protéines sont chargés sur une colonne Superdex 200 équilibrée avec le
tampon 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl et 2 mM 2-ME) 0,5 mL.minute, et la
détection se fait & 220, 260 et 280 nm.

V1.6.8.6.3) Test de greffage enzymatique du bras phosphopantéthéine d’AnaG :

Une solution de 200ul MgCl> 10mM, TCEP 5mM, CoASH 0,06mM, AnaG purifiee 5
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UM, PPTase 0,2uM dans 100mM Tris HCI buffer, pH 7,5 est préparée. Cette méme solution,
sans la Pptase, est préparée et gardee a 4° C pour servir de témoin a la manipulation. La
premiére solution est incubée a 28° C, pendant deux heures et la réaction est arrétée en
ramenant la solution a 4 °C. La solution et le témoin sont analysés par une technique de
MALDI-TOF. La partie C-terminal d’AnaG avec le bras phospantéthéine est obtenue en une

fraction de 200 uL a une concentration de 0,39 mg/mL.
V1.6.8.7) Western blot avec Hisprobe sur I’AnaG et sur AnaA :

La culture d’E. coli est réalisée dans des conditions similaires a celles nécessaires pour
I’expression de protéines jusqu’a 1’étape de sonication. Le culot est alors resuspendu dans 4
ml de tampon 20 mM NaH:POs, 500 mM NacCl et des inhibiteurs de protéases COmplete
EDTA Free (ROCHE). Les cellules sont ensuite cassées par sonication dans la glace par une
succession de cycles de 15 s de sonication a 500 W et 40 s de repos jusqu’a 2 minutes de

sonication totale. Le lysat est centrifugé a 13 500 g pendant 15 minutes.

En fonction de la concentration en protéines, 1 a 10 pl d’échantillon sont déposés sur
un gel SDS-PAGE. Aprés la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Bio-Rad) a 100V constant pendant 1h dans une cuve de transfert de type Bio-
Rad. La membrane est bloquée dans du tampon « Tris Buffered Saline Tween-20 0,05% »
(TBST) complété avec 5% BSA, pendant 1 heure, a température ambiante ou pendant une
nuit a 4° C, sous agitation. La membrane est ensuite lavée deux fois pendant 15 minutes au
TBST puis incubée avec 1’Hisprobe-HRP working solution (Pierce Biotechnology Inc.),
pendant 1 heure & température ambiante, sous agitation. La membrane est de nouveau lavée
quatre fois pendant 10 minutes avec du TBST. Les protéines sont détectées par
chemiluminescence a ’aide du kit SuperSignal West HisProbe (Pierce Biotechnology Inc.)

sur film auto radiographique sur chemidoc*%*1%".

V1.7) Etude de la Cylindrospermum stagnale PCC 7417

V1.7.1) Expérience d’incorporation isotopique par feeding

500 mL de culture de Cylindrospermum stagnale PCC7 417 sont préparées jusqu’a ce
que la DO & 750 nm atteigne une valeur de 0,3 & 0,4. De la [U-C, 15N]-L-proline

(Cambridge Isotope Laboratorie), diluée dans 40 mL de milieu BG11, est alors ajoutée au
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milieu de culture. Cette culture est ensuite maintenue dans les mémes conditions pendant 3
jours. La concentration finale de [U-*C, 15N]-L-proline est de 90 uM. Les toxines sont
ensuite extraites du culot cellulaire ou du milieu extracellulaire pour étre analysées en GC-
MS.

V1.7.2) Préparation d’extrait de milieu de culture de cyanobactéries pour analyse GC-

MS

Une solution d’extrait de milieu de culture est séchée a 1’évaporateur rotatif. Le milieu
doit prendre une teinte jaune trouble. L’extrait est ensuite centrifugé a 10000 g, pendant 30
minutes. Le surnageant est récupéré et son pH est ajusté a une valeur supérieure a 9 par ajout

d’une solution d’ammoniac.

Une colonne Sepac C-18 est équilibrée avec 2 mL de Méthanol et 6 mL d’eau
milliporée avant que la solution soit ajoutée. Elle est ensuite lavée avec 6mL d’eau milliporée
et 2 mL d’une solution de Méthanol 10%. Le produit est ¢lué avec ’ajout de 6 mL de
Meéthanol sur la colonne. Le solvant est ensuite évaporé a 1’évaporateur rotatif et le produit est
transféré dans de 1’acétonitrile. L’acétonitrile est ensuite évaporé a I’évaporateur rotatif et le
produit est encore repris deux fois dans de I’acétonitrile. Le produit est conservé dans

I’acétonitrile a 4 °C.
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Partie Expérimentale de Chimie

VI11.1) Matériels

Les spectres RMN *H 1D, 2D et *C sont réalisés sur un spectrométre Bruker

Avance 300 ou un Bruker Avance 400. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm.

Les chromatographies sur couche mince (CCM) analytiques ont été réalisées
sur plague de silice Merck TLC Silica gel 60 Fzs4. Les produits possédant une fonction
aromatique sont visualisés par UV et les autres produits par révélation avec une solution
d’acide phosphomolybdique (25 g.L! dans EtOH) ou avec une solution de ninhydrine (0,02
g.mL! dans une solution heptane/EtOH : 6/1) suivi d’un chauffage a 120 °C.

Les purifications par chromatographie flash sur gel de silice ont été effectuées
sur silice Merck Geduran® Silica Gel 60.

Les réactifs proviennent de Sigma-Aldrich et les solvants proviennent de WVR.

Différentes méthodes sont utilisées pour l'obtention des solvants secs. Aprés ajout
d’hydrure de calcium, 1’acétonitrile ou la trié¢thylamine ou le dichlorométhane sont laissés une
nuit sous agitation. Le mélange est ensuite distillé. Le N,N-Diméthylformamide est, lui, laissé
une nuit sur du tamis moléculaire 4 A. Le toluéne et le tétrahydrofurane ont été laissés sous
agitation avec du sodium a 1 g.L* et de la benzophénone a 10 g.L*. Une fois que la couleur
de la solution a viré au bleu, cette derniére est distillée. Tous ces solvants secs obtenus sont

conserves sur des tamis moléculaires (Sigma-Aldrich).

Les expériences d’HPLC menées au laboratoire utilisent un appareil HPLC Agilent
1220 Infinity LC Systems. Les colonnes utilisees sont, soit une colonne Cosmosil 5um C18
120 A 250x4,6 mm, soit une colonne Luna 5um C18 100 A 250x4,6 mm.

Les expériences d’HPLC menées au laboratoire des Biomolécules a I’ENS utilisent un
appareil HPLC semi-préparative et un appareil HPLC analytique. Les colonnes utilisées sont,
soit une colonne Cosmosil S5um C18 120 A 250x4,6 mm pour 1’analytique, soit une colonne

pBondapal 10 um C18 125 A 300x7,8 mm pour la semi-préparative.
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Les expériences de LC-MS menées au Laboratoire Sciences Analytiques a L’ESPCI
utilisent un appareil chromatographique UHPLC Agilent 1200 series couplé a un spectrometre
de masse Agilent 6410. La colonne utilisée est une colonne Agilent Poroshell 120 2,7 um EC-
C18 50%2,1 mm.

Les expériences de GC-MS menées au Laboratoire des Mécanismes Reactionnels a
I’école Polytechnique utilisent un appareil GC-MS de marque Varian GC-450 couplé & une
trappe ionique Varian 240-MS. La colonne utilisée est une colonne Varian VF-X MS 0,25 pm
60000x0,25 mm.

Les solvants proviennent de Carlo Erba Reagents et de WVR. Les réactifs proviennent
de Sigma-Aldrich et de Carlo Erba Reagents. Les solvants sont filtrés sur des membranes de

0,22 um. L’eau utilisée est milliporée sur un appareil Millipore Milli-Q® Direct 8.
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V11.2) Synthése d’analogue de substrat d’AnaG

VI11.2.1) rac-(2S,3R)-3-Azabicyclo[6.2.0]dec-7-ene-2-one (1)

Formule brute: CoH13NO

24 mL de cycloocta-1,5-diene (195,1 mmol, 1 éq), 3,1 g de Na.COs3 (29,2 mmol, 0,15
éq) et 10 mL de CH2Cl, sont introduits dans un ballon sec sous argon, puis le ballon est
refroidi dans un bain de glace. 17 mL de chlorosulfonyl isocyanate (195,1 mmol, 1 éq) sont
ajoutés au mélange goutte a goutte sous agitation pendant une heure. Le mélange est laissé a
0 °C pendant deux heures, puis laissé a température ambiante pendant une nuit. La réaction
¢tant exothermique avec un risque d’explosion, la température de la solution doit étre
maintenue a TA. Le mélange est ensuite versé sur une solution de 340 mL de CHCl3, 408 mL
d’Hz0, 71,4qg de Na>SOs et 79,569 de Na2HPO, ,sous agitation. Ce mélange est transferé dans
une ampoule a décanter et la phase organique est récupérée. La phase aqueuse est lavée deux
fois avec 100 mL de CHCl,. Les phases organiques sont ensuite rassemblées et séchées avec
du MgSOa. Apres évaporation du CH2Cly, le résidu organique est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane : acétate d’éthyle/ 100:0 a 70 :30). 5,66 g d’une poudre blanche sont obtenus.

Rendement(Rdt)= 20%

Rapport frontal (Rf) = 0,46 dans cyclohexane :acetate d’éthyle/8 :2 révélation a 1’acide

phosphomolybdique (Rf = 0,31 dans acétate d’éthyle dans les données de la littérature4°)

IH RMN (300 MHz, CDCls) § ppm 1.83-2.05 (m, 6H, CHy), 2.3 (m, 2H, CH,), 3.27-
3.32 (m, 1H, CHCO), 3.8 (m, 1H, CHN), 5.65 (m, 2H, CH=CH), 6.18 (m, 1H, NH)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) 3 ppm 23.0 (CHz), 25.9 (2CH;), 30.6 (CH,), 53.4 et 54.2

(CH), 128.49 et 131.2 (C=C), 171.1 (CO) données cohérentes avec celles de la littérature*
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VI11.2.2)rac-(2S,3R)-3-(tert-Butoxycarbonyl)-3-azabicyclo[6.2.0]dec-7-ene-2-one (2)

Formule brute : C14H2:NO3

0,67g d’4-Diméthylaminopyridine (5,5 mmol, 0,1 éq) et 8,3 g de (1) (55 mmol, 1 éq)
sont introduits dans un ballon sec sous argon, puis 79 mL d’acétonitrile sec sont ajoutés dans
le ballon sous agitation. 24 g de Boc2O (110 mmol, 2 éqg) sont introduits dans un autre ballon
sec sous argon, puis 40 ml d’acétonitrile sec sont ajoutés sur le Boc2O sous agitation. Le
ballon contenant le premier mélange est refroidi dans un bain de glace, puis la solution de
Boc,O est ajouté goutte a goutte. Le mélange est laissé une nuit a TA, puis 110 mL de
dichlorométhane sont ajoutés. Le mélange est transféré dans une ampoule a décanter puis 30
mL d’une solution de NaHCOs saturé sont ajoutés. La phase organique est lavée avec 30 mL
d’une solution de NaCl saturée, puis elle est récupérée et séchée avec du MgSOas. Aprés
évaporation du solvant, le résidu organique est purifié sur colonne de silice (cyclohexane :

acétate d’éthyle/ 100:0 a 50 :50). 10,5 g d’une poudre blanche sont obtenus.
Rdt=78%

Rf=0,6 dans cyclohexane :acétate = d’éthyle/8 :2  révélation a  D’acide
phosphomolybdique (Rf = 0,4 dans éther :éther de pétrole/2 :3 dans les données de la

littérature®?)

IH RMN (300 MHz, CDCls) 8 ppm 1.50 (s, 9H, CHs), 1.85 (m, 1H, CH), 2.09 (m,
4H, CHs), 2.50 (M, 3H, CH>), 3.35 (M, 1H, CHCO), 4.13 (m, 1H, CHN), 5.70 (m, 2H, C=C)

13C RMN (75 MHz, CDCls) & ppm 24,.4(CHy) , 25.5(CHz), 26.1(CH2), 29.8 (CHS),
29.9 (CHs), 54.7 et 58.2 (CH), 83.7 ( C(CHs3)), 132.4 et 132.6 (CH=CH), 150.0 (CO Boc),

170.1 (CO),données cohérentes avec celles de la littérature!®
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VI11.2.3)rac-(2S,3R)-3-(( tert-Butoxycarbonyl)amino)cyclooct-7-ene-2-oate de methyle (3)

Formule brute : C15H25NO4

2 g de (2) (8 mmol, 1 éq) et 0,52 g de NaN3 (8 mmol, 1 éqg) sont ajoutés dans un
ballon sec sous argon sous agitation, puis 0,6 mL de méthanol (16 mmol, 2 éq) et 24 mL de
N,N-Diméthylformamide sont ajoutés dans le ballon. Le mélange est chauffé a 64 °C, au
reflux, pendant une nuit, puis le mélange est dilué par 1’ajout de 30 mL de NaCl satur¢ et lavé
deux fois avec 30 ml d’éther. Aprés évaporation du solvant, le résidu organique est purifié sur
colonne de silice (Cyclohexane : Acétate d’éthyle/ 100:0 a 70 :30). 1,68 g d’une huile jaune

sont obtenus.
Rdt= 85%

Rf= 0,45 dans cyclohexane: acétate d’¢thyle/8:2 révélation a 1’acide

phosphomolybdique

IH RMN (300 MHz, CDCl3) & ppm 1.39 (s, 9H, CHs) , 1.74 (m, 1H, CHy), 2.08 (m,
2H, CH2) , 2.10-2.25 (m, 3H, CHy), 2.4 (m, 1H, CHy) , 2.82 (m, 1H, CH,), 3.7 (s,3H, OCHs) ,
4.09 (m, 1H, CH), 5.03 (m, 1H, CH), 5.57-5.63 (m, 2H, CH=CH)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6 ppm 23.6(CH,) , 24.3(CH>), 26.8(CH.), 27.1 (CHy),
28.3 (CHsBoc) , 32.8 (CHy), 47.8 et 50.1 (CH) , 51.4 (OCHjs), 79.1 ( C(CHs)) ,129 et
130 (C=C), 154.9 (CO Boc), 174.5 (CO), données cohérentes avec celles de la littérature®3®
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VIl.2.4)rac-(2S,3S,6R)-10-(tert-butoxycarbonyl)-6-(phenylselanyl)-3-
azabicyclo[4.2.1]nonane-2-oate de methyle (4)

Formule brute : C21H29NO4Se

1,6 g de (3) (59 mmol, 1 éqg), 0,62 g de Na:COs (5,9 mmol, 1 éq) et 53 mL
d’acétonitrile sec sont ajoutés dans un ballon sec sous argon, puis le ballon est refroidi dans
un bain de glace sous agitation. 1,1 g de PhSeCl (5,9 mmol, 1 éq) est solubilisé dans 14 mL
d’acétonitrile sec, puis cette solution est ajoutée dans le ballon goutte a goutte sur une heure.
Le mélange est ensuite laissé sous agitation, a 0 °C, pendant une nuit. Aprés évaporation de
I’acétonitrile, le résidu organique est purifié sur colonne de silice (cyclohexane : acétate
d’éthyle/ 90:10 a 80 :20). 2,24 g d’une huile jaune claire sont obtenus.

Rdt= 86%

Rf= 0,26 dans cyclohexane: acétate d’éthyle/8 :2 révélation a [D’acide

phosphomolybdique et au UV

'H RMN (300 MHz, CDCls) 6 ppm 1.34 (s, 9H, CH3) , 1.64 (m, 1H, SeCH), 1.90-1.84
(m, 4H, CH> cycle) , 2.04 (m, 2H, CH> cycle), 2.26 (m, 2H, CH> cycle) , 3.47 (m, 1H, HCCO
cycle), 3.60 (s, 3H, OCHzs) , 4.46 (m, 1H, NCsH cycle), 4.64-4.48 (d, 1H, NCsH cycle) , 7.16
(s, 3H, CH aromatique), 7.49 (s, 2H, CH aromatique)

13C RMN (75 MHz, CDCls) 6 ppm 23.1(CH.cycle), 24.1(CHacycle), 28.1 (CHsBoc),
29.1 (CHacycle), 35.0 (CH2 cycle), 46.7 (CH cycle), 51.4 (OCHz3), 52.7 (CH cycle), 56.6 (CH
cycle), 59.3 (CH cycle), 79.1 (C(CHa3)), 127.3 et 126.9 (C aromatique), 128.9 (CH
aromatique), 134 et 133.9 (CH aromatique), 154.9 (CO Boc), 174.5 (CO), compose obtenu

dans la littérature sans donnés de caractérisation 13°
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VI11.2.5)rac-(2S,3S,6S)-10-(tert-butoxycarbonyl)-3-azabicyclo[4.2.1]Jnonane-2-oate de
methyle (5)

Formule brute : C15H2sNO4

24 mg d’ Azobisisobutyronitrile (0,14 mmol, 0,05 éq) sont ajoutés dans un ballon bicol
sec sous argon. 1,28 g de (4) sont solubilisés dans 16,5 ml de toluene sec puis ils sont ajoutés
a ’AIBN. Le mélange est chauffé a 120 °C au reflux sous agitation. 1,5 mL de BusSnH (5,8
mmol, 2 éq) sont ajoutés au mélange et la réaction est suivie par CCM. Une fois la réaction
terminée et apres évaporation du toluene, le résidu organique est purifié sur colonne de silice

(cyclohexane : acétate d’éthyle/ 90:10 a 80 :20). 0,75 g d’une huile jaune claire est obtenu.
Rdt= 89%

Rf= 0,38 dans cyclohexane:acétate d’éthyle/8 :2  révélation a [Dacide
phosphomolybdique (Rf = 0,36 dans hexane:acétate d’éthyle/3 :1 dans les données de la

littérature'%)

'H RMN (300 MHz, CDClIs) § ppm 1.43 (s, 9H, CHs), 1.67-1.95 (m, 10H, CHzcycle),
2.38 (m, 1H, CHCO), 3.62 (s, 3H, OCHs), 4.15- 4.30 (m, 1H, NCsH cycle), 4.44-4.63 (m, 1H,
NCszH cycle)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6 ppm 21.7(CHcycle), 26.3(CHcycle), 28.1 (CHsBoc) ,
32.5 (CHacycle), 35.3 (CH: cycle) , 48.7 (CH cycle), 52.1 (OCHz), 53.1 (CH cycle) , 56.6
(CH cycle) , 79.2 ( C(CHg)), 153.1 (CO Boc), 174.4 (CO), données cohérentes avec celles de

la littérature®®®
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VI11.2.6)rac-(3S,6S)-10-(tert-butoxycarbonyl)-2-(phenylselanyl)-3-
azabicyclo[4.2.1]nonane-2-oate de methyle (6)

Formule brute : C21H29NO4Se

3,6 mL de tétrahydrofurane sec sont ajoutés dans un ballon sec sous argon, puis le
ballon est refroidi dans un bain d’azote liquide maintenu a -78 °C. 1,3ml de LDA (2,7 mmol,
1,4 éq) est ajouté dans le ballon. 0,55 g de (5) (1,96 mmol, 1 éq) est solubilisé dans 6,2 mL de
THF sec, puis cette solution ajoutée goutte a goutte au mélange sur 15 minutes. 0,579 de
PhSeBr (2,45 mmol, 1,25 éq) est solubilisé dans 2,6 mL de THF. 20 minutes aprés le
précédent ajout, le PhSeBr est ajouté dans le ballon goutte a goutte pendant 20 minutes. Le
mélange est laissé sous agitation avec suivi CCM. La réaction est arrétée par ajout de 30 mL
de KH2PO; 1M puis la phase organique est extraite avec deux fois 30 mL d’acétate
éthyle/cyclohexane. La phase organique est séchée avec MgSQOa. Apreés évaporation du THF,
le résidu organique est purifié sur colonne de silice (cyclohexane : acétate d’éthyle/ 90:10 a
85 :15). 0,49 g d’une huile jaune claire est obtenu.

Rdt= 74%

Rf= 0,35 dans cyclohexane: acétate d’¢éthyle/8 :2 révélation a [D’acide

phosphomolybdique et au UV

'H RMN (300 MHz, CDCl3) § ppm 1.39 (s, 9H, CHs) , 2.27-1.83 (m, 8H, CHzcycle),
3.37 (m, 2H, CH.COQOSe) , 3.57 (s, 3H, OCH3), 4.46-4. 28 (m, 1H, NC¢H cycle) , 4.95-4.68 (m,
1H, NC3H), 7.17 (m, 3H, CH aromatique), 7.45 (m, 2H, CH aromatique)

13C RMN (75 MHz, CDCls) § ppm 21.7(CHacycle), 28.1 (CHsBoc), 31.3 (CHacycle),
32,5 (CHzxcycle), 35.3 (CH, cycle), 51.3 (OCHs), 56.9, 56.1 et 53.0 (CH cycle), 79.2 (
C(CHs)) ,127.1 (C aromatique), 137 et 128.4 (CH aromatique), 153.1 (CO Boc), 174.4
(CO),composé obtenu dans la littérature sans données de caractérisation **°
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VI11.2.7) (3S,6S)-10-(Butoxycarbonyl-tert) - tert-3-azabicyclo[4.2.1]non-9-ene-2-oate de
methyle (7)

Formule brute : C1sH23NOg4

0,5 g de (6) (1,13 mmol, 1 éq) et 5 mL de THF sec sont ajoutés dans un ballon sec
sous argon, puis le ballon est refroidi dans un bain de glace. 0,6 g d’acide
métachloroperbenzoique (3,4 mmol, 2,5 éq) et 5 mL de THF sec sont ajoutés dans un ballon
sec sous argon, puis cette solution est ajoutée au premier ballon goutte a goutte sur 20
minutes. Le mélange est laissé sous agitation, a -10 °C, pendant 2 heures, puis 0,7 mL de
triéthylamine (4,55 mmol, 4 éq) y est ajouté. Le mélange est ensuite laissé sous agitation, a
-10 °C pendant une heure, puis il est ramené a TA, sous agitation, pendant une heure. Apres
évaporation du THF, le résidu organique est purifié sur colonne de silice (cyclohexane :
acétate d’éthyle/ 90:10 a 80 :20). 0,3 g d’une huile jaune claire est obtenu.

Rdt= 90%

Rf= 0,27 dans Cyclohexane: Acétate d’éthyle/8 :2 révélation a [D’acide
phosphomolybdique (Rf = 0,31 dans hexane:acétate d’éthyle/3 :1 dans les données de la

littérature'%)

'H RMN (300 MHz, CDCl3) § ppm 1.41 (s, 9H, CHs), 1.50-1.81 (m, 4H, CH2 cycle),
1.96-2.45 (m, 4H, CH2 cycle), 3.76 (s, 3H, OCHg), 4.46 (m, 1H, NCe¢H cycle), 5.06 (m, 1H,
NCzH), 6.9 (t, 1H, C=CH)

13C RMN (75 MHz, CDCls) 6 ppm 24.4 (CHacycle), 28.3 (CHsBoc), 29.1 (CHcycle),
30.5 (CHqcycle), 31.3 (CH2 cycle), 51.2 (OCHs), 54.0 (CH cycle), 55.7 (CH cycle), 79.2
(C(CHj3)), 139.3-141.5 (C=C), 153.1 (CO Boc), 168.4 (CO), données cohérentes avec celles
de la littérature®®
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V11.2.8)(3S,6S)-Acide 10-(tert-butoxycarbonyl)-9-azabicyclo[4.2.1]non-9-ene —2-0ique(8)

Formule brute : C14H21NO4

0,4 g de (7) (1,4 mmol, 1 éq), 10 mL de EtOH 96% et 2,5 mL de KOH 5M sont
ajoutés dans un ballon sec. Le mélange est chauffé a 100 °C au reflux pendant 3 heures, puis
est acidifié par ajout de HC1 5M jusqu’a atteindre un pH de 2-3. Le mélange est ensuite dilué
avec 10 ml d’H20. Les phases organiques sont extraites du mélange avec deux fois 10 mL de
CHCly, puis elles sont séchées avec du MgSQOa. Aprés évaporation du solvant, le résidu
organique est purifié sur colonne de silice (Cyclohexane : Acétate d’éthyle/ 50:50 a 10 :90

puis Dichlorométhane :EtOH/ 90 :10). 0,23 g d’une huile jaune claire est obtenu.
Rdt= 80%

Rf= 0,37 dans cyclohexane: acétate d’¢thyle/4 :6 révélation a 1’acide
phosphomolybdique(Rf = 0,4 dans Chloroforme:Méthanol/9 :1 dans les données de la

littérature'%)

'H RMN (300 MHz, CDCls3) 6 ppm 1.44 (s, 9H, CHs), 1.58-1.74 (m, 3H, CHzcycle),
2.03-2.34 (m, 5H, CHacycle), 4.32-4.41 (m, 1H, NCeH cycle), 4.85-5.02 (m, 1H, NCzH),
7.01-7.05 (t, 1H, C=CH)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6 ppm 24.2 (CHacycle), 28.2 (CH3sBoc), 28.7 (CHzcycle),
29.6 (CH2 cycle), 31.6 (CH: cycle), 53.3 (CH cycle), 54.9 (CH cycle), 79.2 ( C(CHz)), 139.2-
142.7 (C=C), 154.1 (CO Boc), 171.9(CO), données cohérentes avec celles de la littérature 1%
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V11.2.9)(3S,6S)-10-(tert-butoxycarbonyl)-9-azabicyclo[4.2.1]thionon-9-ene-2-0ate de N-
ethyl-éthanamide (9)

Formule brute : C1gH2s8N204

80 mg de (8) (0,3 mmol, 1 éq) et 2 mL de CH:Cl> sec sont ajoutés dans un ballon sec
sous argon, puis le ballon est refroidi dans un bain de glace. 40 mg de N-acetylcysteamine
(0,36 mmol, 1,21 éq) dans 1 mL de CHCl> sec sont ajoutés dans le ballon. Puis 10 mg de
DMAP (0,09 mmol, 0,25 éq) et 70 mg de EDCI (0,36 mmol, 1,21 éq) dans 1 mL de CHxCl;
sec sont ajoutés dans le ballon. Le mélange est laissé sous agitation, a 0 °C, pendant deux
heures, puis est ramené a TA et laissé sous agitation une nuit. Apres évaporation du CHClo,
le résidu organique est purifié sur colonne de silice (cyclohexane : acétate d’éthyle/ 80:20 a

40 :60). 10 mg d’une huile vert sombre est obtenu.
Rdt= 40%

Rf= 0,27 dans cyclohexane: acétate d’éthyle/8:2 révélation a [D’acide

phosphomolybdique et a la ninhydrine

IH RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 1.35 (s, 9H, CHa), 1.44- 1.75 (m, 6H, CHacycle) |
1.95 (s, 3H, COCHsa), 2.0-2.4 (m, 2H, CHacycle) 2.99 (m, 2H, CH,S), 3.41 (m, 2H, CHoNH),
4.9 (m, 1H, NCsH cycle), 5.65 (m, 1H, NCgH), 7.0 (t, 1H, C=CH), 7.9 (s, 1H, NH)

13C RMN (100 MHz, CDCls) § ppm 23.7 et 24.2 (CHqcycle), 28.2 (CHsBoc), 29.7
(CHsCO), 29.6 (CH2 cycle), 34.6 (CH2 cycle), 58.7 (NCH cycle), 60.7 (NCH cycle), 67.9
(SCH>), 79.6 (C(CHa)), 119.1-130.0 (C=C), 153.7 (CO Boc), 170.4(C0O), 201.4 (SCO). Les
données spectroscopiques ont €té obtenues a partir d’un mélange contenant des impuretés et

elles sont donc soumises a caution.
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VI11.2.10) (3S,6S)-9-azabicyclo[4.2.1]thionon-9-ene-2-oate de N-ethyl-éthanamide (10)

0 H

14
13

1"
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9 O
8

6 7

10

Formule brute : C13H20N20,S

60 mg de (9) (0,16 mmol, 1 éq), 0,75 mL de CH.CI; sec et 0,25 mL de TFA (3,26
mmol, 20 éq) sont ajoutés dans un ballon sec sous argon. Le mélange est laissé sous agitation,
a TA, pendant 15 minutes. Aprés évaporation du CH2Cl,, 1 mL de CHCI; est ajouté et le
CHCI; est a nouveau évaporé. Apres avoir répété cette étape deux fois, 60 mg d’une huile

marron sombre est obtenu.
Rdt= quantitatif

Rf= 0,27 dans cyclohexane: acétate d’¢thyle/8:2 révélation a 1’acide

phosphomolybdique et a la ninhydrine
Masse théorique: 268,38

Masse expérimentale d’un composé obtenu pouvant étre le produit recherché (M-H):

269,39
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VI11.2.11) Analyse de (10) en LC-MS

La phase mobile est constituée d’un mélange hydro-organique. Le gradient utilisé pour
la séparation est décrit dans le Tableau 7. Le débit est de 1 mL.minute! et le volume
d’injection est de 8 pL. La détection se fait par spectrométrie de masse avec un mode
d’ionisation par source d’ionisation a ¢lectrospray (ESI). Le produit injecté est le résultat de la
derniére étape de la synthése chimique de 1’analogue de substrat aprés passage sur colonne de

silice. Le composeé recherché a une m/z aux alentours de 269,39.

Temps Tampon A : Eau + 0,1% de TFA Tampon B : Méthanol

0-12 minutes 80% (linéaire) 209%(linéaire)

Tableau 7 : Gradient utilisé lors de I’analyse de I’analogue de substrat
Les pics a 2,08 minutes et a 2,72 minutes peuvent correspondre.

Ces analyses de LC-MS sont mises au point et effectuées a I’ESPCI ParisTech dans le

Laboratoire Sciences Analytiques, Bioanalytiques et Miniaturisation.
VI11.2.12) Purification de (10) par HPLC analytique

La phase mobile est constituée d’un mélange hydro-organique Le gradient utilisé pour
la séparation est décrit dans le Tableau 8. Le débit est de 1 mL.minute™ et le volume
d’injection est de 40 pL. La détection se fait a une longueur d’onde de 230 nm et a une
longueur d’onde de 280 nm. Le produit injecté est le produit de la derniere étape de la

synthése chimique de I’analogue de substrat apres passage sur colonne de silice.

Temps Tampon A : Eau + 0,1% de TFA Tampon B : Acétonitrile

0-30 minutes 95% a 70% 5% a 30%

Tableau 8 : Gradient utilisé lors de la purification de I'analogue en analytique
Les pics majoritaires sont collectés dans des tubes ependorfs.

Ces purifications par HPLC sont mises au point et effectuées a ’ENS dans le

laboratoire des Biomolécules.
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VI11.2.13) Purification de (10) par HPLC semi-preparative

La phase mobile est constituée d’un mélange hydro-organique. Le gradient utilisé pour
la séparation est décrit dans le Tableau 9. Le débit est de 2 mL.minute? et le volume
d’injection est de 600 pL. La détection se fait a une longueur d’onde de 230 nm et une
longueur d’onde de 280 nm. Le produit injecté est le produit de la derniere étape de la

syntheése chimique de I’analogue de substrat apres passage sur colonne de silice.

Temps Tampon A: Eau + 0,1% de TFA Tampon B : Acétonitrile

0-35 minutes 95% a 80% 5% a 20%

Tableau 9 : Gradient utilisé lors de la purification de I'analogue en semi-préparative

Les deux pics majoritaires sont collectés dans des tubes ependorfs. Plusieurs runs
successifs sont effectués pour purifier tout le produit et les deux fractions collectées sont

ensuite évaporées a 1’évaporateur rotatif.

Ces purifications par HPLC sont mises au point et effectuées a ’ENS dans le

laboratoire des Biomolécules.
VI11.2.14) Analyse de (10) purifié par HPLC en LC-MS

La phase mobile est constituée d’un mélange hydro-organique. Le gradient utilisé pour
la séparation est décrit dans le Tableau 10. Le débit est de 1 ml.minute? et le volume
d’injection est de 8 pL. La détection se fait par ESI. Les produits injectés sont les fractions
provenant de la purification sur HPLC semi-préparative du produit de la derniére étape de la
synthese chimique de 1’analogue de substrat apres passage sur colonne de silice. Le composé

recherché a une m/z aux alentours de 269,39.

Temps Tampon A : Eau + 0,1% de TFA Tampon B : Méthanol

0-10 minutes 80% (linéaire) 20%(linéaire)

Tableau 10 : Gradient utilisé lors de 1’analyse de 1’analogue de substrat purifié par HPLC

Ces analyses de LC-MS sont mises au point et effectuées a I’ESPCI ParisTech dans le

Laboratoire Sciences Analytiques, Bioanalytiques et Miniaturisation.
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V11.3) Etude de la biosynthese de la dihydroanatoxine-a

V11.3.1) Déprotection des analogues dihydro d’anatoxine-a et d’homoanatoxine-a

O

H
3 1 R

z R= Me ou Et

6 7

Formule brute : C10H17NO ou C11H1gsNO

10 mg de de la Boc cis- ou trans-dihydroanatoxine-a ou 5 mg de la Boc cis- ou trans-
dihydrohomoanatoxine-a, 0,75 mL de CHCl, sec et 0,25 mL de TFA sont ajoutés dans un
ballon sec. Le mélange est laissé sous agitation a TA, pendant 15 minutes. Aprés évaporation
du CH2Cl2, 1 mL de CH2Cl est ajouté et le CH2Cl est a nouveau evaporé. Apres avoir répété

cette étape deux fois, 10 mg d’une huile marron sombre est obtenu.
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VI11.3.2) Analyse des standards par GC-MS

La phase mobile est constituée d’hélium gazeux. Le gradient utilisé pour la séparation
est décrit dans le Tableau 11. Le débit est de 1,4 mL.minute™ et le volume d’injection est de
10 nuL. La détection se fait par spectrométriec de masse avec un mode d’ionisation chimique
(CI) avec du méthanol ou un mode d’ionisation par impact électronique (EI) a 70 eV avec un
courant d’ionisation de 20 pA. Les produits injectés sont des standards purifiés et déprotégés
de cis, trans-dihydranatoxine-a et de cis, trans-dihydrohomoanatoxine-a. Le composé
recherché a une m/z aux alentours de 168 pour la dihydroanatoxine-a et de 182 pour la

dihydrohomoanatoxine-a.

Temps Température (°C)
0-45 minutes 280 (linéaire)

Tableau 11 : Condition de température lors de I’analyse des standards

Ces analyses de GC-MS sont mises au point et effectuées a I’école Polytechnique dans
le Laboratoire des Mécanismes Réactionnels.

V11.3.3) Purification de la cis-dihydroanatoxine-a

La phase mobile est constituée d’un mélange hydro-organique. Le gradient utilisé pour
la séparation est décrit dans le Tableau 12. Le débit est de 1 mL.minute et le volume
d’injection est de 20 pL. La détection se fait a une longueur d’onde de 230 nm. Le produit

injecté est le produit de la déprotection de la cis boc-dihydroanatoxine-a.

Temps Tampon A :fEau_-i— 0,1% d’acide Tampon B : Méthanol
ormique
0-20 minutes 100% a 35% 0% a 65%
20-21 minutes 35% a 0% 65% a 100 %
21-26 minutes 0% (linéaire) 100%(linéaire)
26-27 minutes 0% a 100% 100% a 0%
27-30 minutes 100% (linéaire) 0%(linéaire)

Tableau 12 : Gradient utilisé lors de la purification du cis dihydroanatoxine-a

Le pic a 8,4 minutes est collecté dans un tube ependorf et stocké a 4 °C.

V11.3.4) Analyse de la cis-dihydroanatoxine-a

La phase mobile est constituée d’hélium gazeux. Le gradient utilisé pour la séparation

est décrit dans le Tableau 13. Le débit est de 1,4 mL.minute™ et le volume d’injection est de
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10 pL. La détection se fait par spectrométrie de masse par Cl avec du méthanol ou par El a70
eV, avec un courant d’ionisation de 20 pA. Les produits injectés sont des standards purifiés et
déprotégés de cis-dihydranatoxine-a purifie par HPLC. Le composé recherché a une m/z aux
alentours de 168.

Temps Température (°C)
0-45 minutes 280 (linéaire)

Tableau 13 : Condition de température lors de 1’analyse de la cis-dihydroanatoxine-a

Ces analyses de GC-MS sont mises au point et effectuées a I’école Polytechnique dans

le Laboratoire des Mécanismes Réactionnels.
V11.3.5) Analyse d’extrait de Cylindrospermum stagnale PCC 7417

La phase mobile est constituée d’hélium gazeux. Le gradient utilisé pour la séparation
est décrit dans le Tableau 14. Le débit est de 1,4 mL.minute™ et le volume d’injection est de
10 pL. La détection se fait par spectrométrie de masse par Cl avec du méthanol ou par El a70
eV, avec un courant d’ionisation de 20 pA. Les produits injectés sont des extraits de culture
de C. stagnale PCC7417 avec et sans incorporation isotopique de carbone 13 et d’azote 15. Le
composé recherché a une m/z aux alentours de 168 pour la dihydroanatoxine-a et de 174 pour

la dihydrohomoanatoxine-a ayant incorporé le carbone 13 et I’azote 15

Temps Température (°C)
0-45 minutes 280 (linéaire)

Tableau 14 : Condition de température lors de 1’analyse d’extrait de Cylindrospermum
stagnale PCC 7417

Ces analyses de GC-MS sont mises au point et effectuées a I’école Polytechnique dans

le Laboratoire des Mécanismes Réactionnels.
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Annexes

Annotation des génes en 5’ et 3’ du cluster ana

Désignation du géne

Position sur le contig 69
d’Oscillatoria sp. PCC 6407

Fonction putative

ALVI_v1_690001

6593267 - 6593452

Fonction inconnue

ALVI_v1_690002

6593488 - 6593979

Transposase

ALVI_v1_690003

6594075 - 6594983

Fonction inconnue

ALVI_v1_690004

6595159 - 6595803

Transposase

ALVI_v1_690005

6595844 - 6596311

Transposase

ALVI_v1_690006

6596577 - 6597335

Fonction inconnue

ALVI_v1_690009

6600104 - 6600397

Fonction inconnue

ALVI_v1_690010

6600568 - 6600705

Fonction inconnue

ALVI_v1_690011

6600849 - 6601061

Fonction inconnue

ALVI_v1_690013

6601648 - 6601764

Fonction inconnue

ALVI_v1_690022

6625096 - 6626094

Transposase

Tableau 15 : Annotation des génes en 5” et en 3” du cluster ana, les genes du cluster ana n’y

figurent pas ainsi que les fragments de génes

Annotation des genes chez la souche Anabaena sp. strain 37

Désignation du géne

Position sur la séquence

nucléotidique

Fonction putative

orf00001 2181 — 2840 Acétyltransférase
orf00002 3032 - 4255 Protéine de Rieske
orf00003 4512 - 5072 Oxydoréductase

Tableau 16 : Annotation des génes de la souche Anabaena sp. strain 37 compris entre le

Liste des Figures

nucléotide 20587 et le nucléotide 27525

Figure 1. Lyngbya sp. (gauche) et Anabaena azollae (droite) observées au microscope au
grossissement x400. http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/images/images.html .................... 9
Figure 2. PKS responsable de la biosynthese de I'érythromycine, LDD correspond au module

d’initiation

http://proteopedia.org/wiki/index.php/6-deoxyerythronolide_B_synthase %28DEBS%?29... 13
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Figure 3. Fonctionnement des domaines KS, AT et ACP avec un monomere de malonyl-CoA.

.................................................................................................................................................. 14
Figure 4. Réaction catalysée par le domaine KR. ..o 15
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