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Abréviations

6-dEB : 6-déoxyérythronolide B

A : adénylation

ACP : acyl carrier protein

ADN : acide désoxyribonucléique

AT : acyltransférase

ATP : adénosine triphosphate

B-ME : B-mercaptoéthanol

C : condensation

Cy : domaine d’hétérocyclisation

CD : dichroisme circulaire

CoA : coenzyme-A

Cryo-EM : cryo-microscopie électronique
Da : dalton

DATD : N,N’ diallyltatradiamide

DEBS : 6-déoxyérythronolide B synthase
DD : domaine de docking

DH : déshydratase

DLS : diffusion dynamique de la lumiére
DMSO : diméthylsulfoxide

DO : densité optique

E : épimérase

EDTA : acide éthylene diamine tétra-acétique

Abréviations



Abréviations

EMAA : éthyl-méthyl-acétoacétate
ER : énoyl réductase

FAD : flavine adénine dinucléotide
FAS : acide gras synthase

FMN : flavine mononucléotide

GC-MS : chromatographie en phase gazeuse couplée a de la spectrométrie de

masse
HC : hétérocyclase

HCS : hydroxyméthylglutaryl-Coenzyme A synthase

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1- pipérazine éthane sulfonique

HMG : hydroxyméthylglutaryle

HR : hautement réductrice

IDP : protéine intrinséquement désordonnée

IMAC : chromatographie type chélation de métaux immobilisés

ITC : titration calorimétrique isotherme

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

KR : kétoréductase

KS : kétosynthase

LC-MS : chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse
MAD : dispersion anomale a multiple longueur d’onde

MAS : synthase de I'acide micocérosique

MAT : malonyl-acétyl transférase

MCAT : malonyl-CoA transférase

MDR : déshydrogénase/réductase a courte chaine




mFAS : synthase d’acide gras de mammiféere

MT : méthyltransférase

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NCS : symétrie non cristallographique

NR : non réductrice

NRPS : synthase de peptides non ribosomiques

PCP : peptidyl carrier protein

PCR : réaction de polymérisation en chaine

PDB : banque de donnée des protéines

PEG : polyéthyléne glycol

Pdl : polydispersité

PKS : polykétide synthase

PPTase : phosphopantéthéinyl transférase

PUFA : acide gras polyinsaturé

PR : partiellement réductrice

RMN : résonance magnétique nucléaire

SAD : diffusion anomale a une seule longueur d’'onde
SAM : S-adénosylméthionine

SAXS : diffusion des rayons X aux petits angles

Abréviations

SDS-PAGE : électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate

de sodium
SLS : diffusion statique de la lumiére
Sfp : surfactine phosphopantéthéinyl-transférase

TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine




Abréviations

TE : thioestérase
TFA : acide trifluoroacétique
TFE : trifluoroéthanol

Tm : température d’hybridation
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. Les métabolites secondaires

1. Généralités et classification

Au contraire des métabolites primaires qui sont cruciaux pour les fonctions vitales
de la cellule, les métabolites secondaires sont des composés non essentiels aux
bactéries, champignons, plantes et animaux qui les produisent. Toutefois, bien que
leur absence ne soit pas létale, ces composés peuvent conférer des avantages non
négligeables et favoriser la survie ainsi que la croissance des especes les produisant,
augmentant ainsi la compétitivité de I'organisme hote au sein de son biotope (Roze, et
al., 2011). En effet, la production de ces métabolites secondaires apporte différents
avantages a l'organisme les synthétisant. Dans la plupart des cas, ces métabolites
secondaires pourraient servir a éliminer les autres especes partageant le méme
biotope que I'espéce productrice (Demain, et Fang, 2000). lls peuvent également agir
en tant que transporteur de métaux (sidérophores) et servir d’antibiotiques en privant
les autres especes de fer, ou pour maintenir la balance Na*/K* (ionophores) (Kanne,
et Zahner, 1976). Enfin, ils pourraient étre impliqués dans une communication inter-
espéeces, permettant I'établissement de symbiose entre plusieurs organismes (Paul, et
al., 1981).

Bien qu’ils soient principalement issus de quelgues métabolites primaires bien
particuliers (I'acétyl-CoA et acides aminés majoritairement), il existe une grande
variété de métabolites secondaires. Ainsi, a ce jour, plus d’'un million de métabolites
secondaires ont été découverts au sein de la biosphere et une grande quantité reste
encore a découvrir (Demain, 2014).

Ces composés ont été classés en six grandes catégories (Agostini-costa, et al.,
2012) :

1) Les alcaloides, qui sont des métabolites pour la plupart d’origine végétale,
dérivées d’acides aminés, majoritairement cycliques et composés d’azote. Certaines
molécules de cette famille ont des applications médicales comme la morphine, et
d’autres peuvent étre couramment consommés dans la vie de tous les jours : nicotine

et caféine, par exemple.

2) Les terpénes, qui sont majoritairement produits par les plantes et les

champignons. Ce sont des composés synthétisés a partir d’'unités de base a 5

1
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carbones, l'isopréne, dérivant de lisopentényl pyrophosphate (IPP) formé a partir
d’acétyl-CoA. Parmi les terpénes, on retrouve des composés comme le [J-carotene, le
limonéne, mais aussi des molécules a fort intérét pharmacologique comme le
paclitaxel utilisé comme anticancéreux (Taxol ®), ou bien encore industriel comme le
caoutchouc. Les stérols, produits par de nombreux organismes, sont également

classés dans cette famille.

3) Les composés phénoliques principalement dérivés du catabolisme de la
phénylalanine. Cette famille regroupe une grande quantité de métabolites secondaires
assez différents, parmi lesquels on retrouve les tannins, les coumarines et certains

flavonoides.

4) Les hétérosides, également appelés glycosides, qui sont des composés issus
de la condensation d’'un ose avec une fraction aglycone de nature diverse (issue de

terpénes, de composés phénoliques, de composés soufrés...).

5) Les acides aminés et peptides non protéinogénes produits par certaines
légumineuses et qui peuvent se révéler toxiques a forte concentration. En effet ces
composés ont une structure proche des acides aminés protéinogenes et peuvent
interférer avec ceux-ci et créer des désordres physiologiques. Dans cette catégorie
sont également classés les peptides issus de synthétases de peptide non ribosomal
(NRPS) qui peuvent incorporer ou non des acides aminés non protéinogenes.

6) Et enfin, les polykétides (Agostini-costa, et al., 2012) (Figure 1).
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Photosynthése

Hétérosides

Glycelyse Assimilation de I'azote

Respiration /

Acides aminés
non protéinogénes

Polykétides

Composés phénoliques

Cires Flavonoides

Figure 1 : Relation entre métabolisme primaire et métabolisme secondaire.

Les métabolites primaires sont mis en évidence par un encadré rouge alors que les
métabolites secondaires sont indiqués sur fond gris. Ceci représente bien le lien étroit qu'il
existe entre le métabolisme primaire, essentiel a la vie de I'organisme, et le métabolisme
secondaire qui offre des avantages a la survie, bien que la frontiere entre les deux
métabolismes soit parfois assez mince.

2. Les polykétides

A) Des métabolites secondaires a forte valeur ajoutée

Les polykétides constituent une large classe de métabolites secondaires
présentant une grande diversité, que ce soit en termes de structure ou de fonction.
Leur fonction biologique chez les organismes producteurs reste encore assez vague,
bien gqu'il soit supposé qu’ils aient des rbles défensifs. Certains polykétides ont des
réles plus manifestes, comme ceux produits par des amibes sociales qui servent dans
la médiation des signaux, alors que ceux produits par Mycobacterium tuberculosis
favorisent la formation de la paroi cellulaire (Hertweck, 2009). De méme, certains
polykétides constituent des toxines et servent de facteurs de virulence pour les
especes qui les produisent (Stinear, et al., 2004 ; Hong, et al., 2005)

Les polykétides constituent des composés a trés forte valeur ajoutée. En effet,
nombre de ces composés sont utilisés en tant qu’antibiotiques (rifamycine,
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erythromycine A et virginiamycine M, par exemple), anticancéreux (lankacidine,
épothilone B, doxorubicine), antifongiques (amphotéricine), immunosuppresseurs
(rapamycine) ou bien encore antiparasitaires (avermectine). Leur synthese est donc
clairement un enjeu capital pour les industries pharmaceutiques mais aussi
agrochimiques. Ainsi, les polykétides représentent chaque année plus de 20 milliards
de dollars de chiffre d’affaire (Weissman, et Leadlay, 2005).

En plus de leur grande diversité fonctionnelle, les polykétides présentent une
grande variété de structures (Figure 2). Ces molécules partagent comme traits
communs de constituer des poly-cétones, et leur biosynthése, que nous détaillerons
par la suite. Certains de ces composés forment une structure treés rigide composée de
nombreux cycles aromatiques alors que d’autres polykétides sont substantiellement
plus réduits, étant juste bloqués dans un nombre restreint de conformations par une
cyclisation entre les deux extrémités (Weissman, 2009). Cette complexité, ainsi que la
présence de tres nombreux groupements fonctionnels et d’'une stéréochimie bien
définie, constituent a la fois un avantage, puisque cela confére a ces molécules de
fortes et trés nombreuses activités pharmacologiques, mais aussi un inconvénient de
taille, puisque les polykétides sont des molécules complexes et leur synthése chimique

se révele laborieuse.
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Figure 2 : Exemple de polykétides (adapte de Staunton et Weissman, 2001)

Cette figure montre la grande diversité de structures et de fonctions des polykétides. Le nom
du polykétide est indiqué en gras et le type de polykétide ainsi que sa fonction biologique sont
indiqués en dessous.

Ainsi la synthése de ces composés représente un challenge pour le domaine
médical. La découverte de nouvelles structures de polykétides au sein de la biosphére
constitue la stratégie la plus simple pour disposer de nouvelles molécules a fort
potentiel pharmacologique (Bachmann, et al., 2014). Cependant il existe d’autres
stratégies comme I'hémi-synthése chimique. Ceci consiste a modifier chimiquement
des composés déja existant, ce qui permet de modifier de facon rationnelle certaines
molécules afin d’optimiser leur activité. Deux dérivés de I'érythromycine A, le
Zithromax et la Biaxine, ont été développés via cette méthode (Peltier, 1992). Une
autre stratégie prometteuse consiste en lingénierie génétique des voies de

biosynthése des polykétides. Cette approche, désignée sous le terme de biologie
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synthétique, a pour but de modifier les enzymes produisant les polykétides : les
polykétide synthases (PKS) (Weissman, 2016). Cette stratégie est apparue dans le
début des années 90, avec la découverte des clusters de génes codant les PKS
(Cortés, et al., 1990) et le développement des techniques de séquencage et
'annotation de génomes. Cependant, I'efficacité de cette approche dépend d’une

connaissance accrue des systemes enzymatiques produisant ces molécules d’intérét.

B) De la découverte des polykétides a I’étude des polykétide

synthases

En 1893, a I'Université de Londres, James Collie découvre une série de réactions
qui mene a la synthése d’un composé aromatique appelé orcinol. Il décrit alors la
formation de ce composé, a partir d’acide déhydroacétique, et ce mécanisme passe

par un intermédiaire qualifié de poly-cétone (Collie, et Myers, 1893) (Figure 3).

0O
H,0
|
0 Figure 3 : Schéma de la synthese
d’orcinol proposé par Collie.
(Staunton, et Weissman, 2001)
o L’ajout d’'une molécule d'eau sur
Dehydroacetic acid lacide  déhydroacétique (1)
1 l Ho entrainerait I'ouverture du cycle et la
" formation d’'un intermédiaire poly-
cétone (2). Le relargage de la
OH 0 molécule d'eau provoquerait la
reformation du cycle, pour ensuite
former I'orcinol (3)
-
OH 0
Orcinol

En 1917, Robinson propose un mécanisme similaire pour la synthése de
tropinone (Robinson, 1917). Dans son livre de 1955, il développe aussi I'idée que les

polyphénols peuvent étre produits a partir de poly-cétones.

Dans les années 50, Birch permet une avancée considérable de ces études
puisqu’il avance I'hypothése que les polykétides peuvent étre produits a partir d’'unités

acétate par des condensations successives, et il vérifie sa théorie en administrant des
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précurseurs marqués au '“C a un organisme qu'il pense producteur de polykétides :
Penicilium patulum. A partir d’acétate marqué au '*C sur la position 1, il parvient a
obtenir 'acide 6-méthyl-salicylique, le polykétide attendu, avec 4 atomes radioactifs
(qu’il parvient a identifier grace a une décomposition chimique du composé). Ce qui
valide son hypothése, puisque quatre unités acétate sont nécessaires pour former ce

composé.

A partir des années 60, 'émergence de la RMN et de la spectrométrie de masse
ont permis la compréehension de la biosynthése de nombreux autres polykétides. En
effet, jusqu’a cette époque, les études de formation de produit ne se faisaient que par
dégradation chimique pour produire des fragments identifiables, qui étaient ensuite
assemblé de fagon fictive pour imaginer un mécanisme de synthése du composé
étudié. Deés lors, le marquage spécifique de précurseurs au '3C et 2H a permis
d’élucider le mécanisme de biosynthése de nombreuses molécules, comme

I'érythromycine A, par exemple.

Plus tard, avec I'essor de la génétique, il a été possible de rattacher la synthése
de ces polykétides a la présence de clusters de génes codant plusieurs enzymes
identifiées ultérieurement comme PKS. En effet en 1979, Rudd et Hopwood ont réalisé
une série de mutations dans le génome de Streptomyces coelicolor et ont identifié
celles qui affectent la synthése de I'actinorhodine, un polykétide qui sert d’antibiotique
mais aussi d’indicateur de pH du fait de sa coloration pH-dépendante (Rudd, et
Hopwood, 1979). Ainsi, les mutations qui sont a I'origine de la disparition de la couleur
bleue des colonies di a la synthése d’actinorhodine ont permis d’identifier la partie
génique responsable de la synthese du polykétide. Une série de 76 mutations
contigués a été effectuée dans cette partie génique et a ensuite été suivie d’un
classement des mutants en six classes phénotypiques différentes basées sur 'activité
antibiotique, 'accumulation de précurseurs colorés due a la formation de produits
abortifs et la complémentation entre plusieurs mutants pour rétablir la synthese
d’actinorhodine. Ces mutations localisés dans le méme cluster a permis de mettre en
évidence la présence d’au minimum six génes intervenant dans la synthése du

polykétide.

Plus tard, le génome de S. coelicolor sera séquencé et ce cluster de génes sera

annoté par analogie avec les Fatty Acid Sythases (FAS) (Figure 4). Celle-ci partage
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beaucoup d’homologies avec les PKS, que ce soit au niveau de la chimie des réactions
(une succession de condensation d'unités simples aboutissant a la synthése d’une
molécule de plus haut poids moléculaire), ou de par les activités enzymatiques
caractéristigues de chacune de ces deux synthases, que ce soit les enzymes
catalysant la condensation ou celles catalysant la modification des acides gras ou des

polykétides.

1x j\ OH O

HC” “S-Coh o
+ O‘ " coH
2

QI -
HO S.CoA OH O

Actinorhodine

actl
actlif actVil actlV

oy | > EEEE NI «
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Figure 4: Cluster de genes codant la PKS responsable de la synthése de
I’actinorhodine. adapté de Staunton, et Weissman, 2001.

Ici sont représentés les 6 ORF identifiés par Rudd et Hopwood codant la PKS. Les ORF 1, 2
et 3 (actl) codent pour les enzymes responsables des réactions de condensation, a partir d’'un
acétyl-CoA et de 7 malonyl-CoA. Les genes actlll, actVIl et actlV codent pour des enzymes
de modification et de cyclisation du polykétide.

Vers la fin des années 80, deux laboratoires différents cherchent a identifier les
génes responsables de la synthése d’érythromycine A par Saccharopolyspora
erythraea. Pour cela le groupe de Peter Leadlay va séquencer les régions proches du
géne ermkE, responsable de la résistance a I'érythromycine, puisqu’ils sont persuadés
que les génes de biosynthése de I'antibiotique sont situés dans le méme cluster que
les génes de résistance a ce méme antibiotique. Ainsi ils séquencent cette région de
I’ADN et recherchent des similarités avec les FAS ou d’autres PKS (J. Cortés, et al.
1990). Une autre équipe, celle de Léonard Katz des Laboratoires Abbott, ont reproduit
ce qui a été fait sur l'actinorhodine, et ont réalisé une série de mutations dans le
génome dont certaines affectent la synthese du 6-déoxyérythronolide B (6-dEB). llIs
ont donc également séquencé les régions proches de ces mutations situées non loin
du gene ermE (Tuan, et al., 1990). Au final, les deux équipes parvinrent a séquencer

le cluster de géne codant la PKS synthétisant I'érythromycine A.
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Comme nous l'avons vu précédemment, les PKS et les FAS sont deux
synthases qui partagent énormément de similitudes et de ce fait, bon nombre d’études
sur les PKS se sont appuyées sur des résultats obtenus précédemment sur les FAS.
Ces similarités en termes de mécanisme de biosynthése, corrélées a une forte
homologie de séquence primaire, démontrent que les FAS animales et les PKS de
type | ont une origine évolutive commune (Jenke-Kodama, et al., 2005).

Il. Les fatty acid synthases, un ancétre commun partagé
avec les PKS

Les FAS ont été découvertes dans les années 60. On distingue deux types de FAS
sur la base de leur origine et de leur fonctionnement. En effet, les FAS d’origine
animale et fongique (type 1) sont des protéines de haut poids moléculaire, composées
de plusieurs domaines liés covalemment. Chaque domaine est responsable d’'une
activité catalytique propre lors de la synthese des acides gras. lIs sont a distinguer des
FAS d’origine bactérienne et chloroplastique (type Il) qui sont composées de protéines

discrétes agissant tour a tour dans la synthese de I'acide gras.

Les FAS catalysent la synthése d’acide gras par polymérisation successive en
ajoutant de facon itérative un groupement malonyle, provenant du malonyl-CoA, sur
une unité de base qui est I'acétyle. Elles ont donc un rble prépondérant au sein des
cellules, puisque les acides gras ainsi synthétisés vont servir en tant que constituant
membranaire, réserve d’énergie, ou encore comme second messager (Maier, et al.,
2010).

1. Les FAS de type | d’origine fongique

Chez les FAS de champignons, tous les domaines catalytiques nécessaires a la
synthése d’acides gras saturés sont présents sur deux chaines polypeptidiques. Dans
un premier temps, le groupement acétyle, I'unité de départ provenant de I'acétyl-CoA,
est transféré sur le domaine « acyl carrier protein » (ACP). Ce transfert est catalysé
par le domaine acyltransférase (AT). Ensuite I'ACP transfere I'acétyle sur le domaine
kétosynthase (KS). Dés lors, le domaine malonyl/palmitoyl transférase (MPT) charge
une unité d’extension provenant du malonyl-CoA sur 'ACP. Le domaine KS catalyse
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alors la décarboxylation du malonyle et la condensation des deux unités pour former
un acétoacétyl-ACP. Ensuite I'ACP apporte l'acétoacétyle a trois domaines
responsables de la modification de I'état d’'oxydation du carbone 3. Tout d’abord, le
domaine kétoréductase (KR) catalyse la réduction du groupement cétone en alcool,
par oxydation concomitante du NADPH. S’ensuit une déshydratation catalysée par le
domaine déshydratase (DH) ce qui entraine la formation d’'une double liaison entre les
carbones a et B. Enfin, le domaine énoyl-réductase catalyse la réduction de 'a,-énoyl

en acyl saturé (Figure 5).

Comme dit précédemment, les FAS de type | fongiques ont la particularité d’étre
constitués de deux chaines polypeptidiques : la chaine B de 230 kDa qui arbore les
domaines AT, ER, DH et la majeure partie du domaine splitté MPT, et la chaine a de
210 kDa qui comporte en N-terminal I'autre partie du MPT, le domaine KR, le KS et le
domaine phosphopantéthéinyle transférase (PPT). Ce dernier domaine de
modification post-traductionnelle ajoute un groupement phosphopantéthéine sur la
sérine canonique de I’ACP a partir du CoA. C’est ce groupement prosthétique qui va
porter la chaine en élongation et les unités d’extension tout au long de la catalyse
(Fichtlscherer, et al., 2000).

10
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Figure 5 : Schéma réactionnel de la FAS fongique (adapté de Maier, et al., 2010).

Tout d’abord le domaine AT sélectionne l'unité de départ et la transfére sur le domaine ACP
(1). Cette unité de base est ensuite transférée au niveau du site actif du domaine KS puis le
domaine MPT charge l'unité d’extension sur 'ACP (2). Le KS catalyse la réaction de
condensation (3), puis les domaines réducteurs agissent au niveau du carbone B pour
catalyser la transformation de la cétone en acyl saturé (4, 5 et 6). Les étapes 2, 3, 4, 5 et 6
sont ensuite répétées 6 fois supplémentaires. Enfin, le Cs ainsi formé est transféré sur le CoA
par le domaine MPT afin de former du palmitoyl-CoA. En dessous est représentée la
composition en domaines des deux chaines polypeptidiques constituant la FAS de

champignons.

11
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La structure de la FAS de champignon a été résolue en 2007, aprés de longues
années a essayer d’améliorer la diffraction des cristaux, qui diffractaient initialement
autour de 8 A de résolution, et & essayer de résoudre le probléme de phase. Ce sont
finalement les structures de la FAS de Saccharomyces cerevisiae et de Thermomyces
lanuginosus qui ont été résolues a environ 3 A de résolution (Jenni, et al., 2007 ;
Leibundgut, et al., 2007 ; Lomakin, et al., 2007).

La structure de la FAS est un hétéro-dodécameére qui peut étre divisé en deux parties
distincts : un anneau central formé par un hexamére de chaine a et deux trimeres de

chaine B de part et d’autre de I'anneau central (Figure 6).

dome
3 B-chains

dome
3 B-chains

B-chain

Figure 6 : Structure de la FAS de type | de Saccharomyces cerevisiae (Maier, et al., 2010).
Cette structure résolue a 3,1 A de résolution est colorée par domaine suivant le schéma de la FAS
situé en dessous. Les linkers entre les domaines sont indiqués en gris. Comme expliqué
précédemment, la FAS s’organise en hétéro-dodécamere, un hexamere de la chaine a et deux
triméres de le chaine B. La position de I'axe de symétrie d’ordre 3 et d’'un des deux axes d’ordre 2
de la structure est indiquée

12
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2. Les FAS animales, des synthases homologues aux PKS

Au contraire des FAS fongiques, les FAS animales consistent en une chaine
polypeptidique de 270 kDa qui comprend tous les domaines nécessaires aux réactions
de condensation et de réduction du CB. Malgré une organisation différente, les deux
FAS partagent le méme mécanisme d’action a quelques exceptions prés. Une
malonyl-acétyl-transférase (MAT) bi-fonctionnelle catalyse a la fois la réaction de
transfert de l'unité de base (acétyl-CoA) et les réactions de transfert des unités
d’extension (malonyl-CoA) sur ’'ACP. En fin de synthese, I'acide gras est libéré par un
domaine supplémentaire par rapport aux FAS fongiques : le domaine thioestérase
(TE). La derniére différence avec les FAS fongiques se situe au niveau du domaine
ER, qui n‘est pas FMN/NADPH dépendant mais nécessite uniquement le NADPH
comme co-facteur (Smith, et al., 2003) (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma réactionnel de la FAS fongique (adapté de Maier, et al., 2010).

Le MAT transfert 'unité de départ sur 'ACP (1) qui la transfert ensuite sur le KS. Le MAT
charge alors I'unité d’extension sur 'ACP (2) et le KS catalyse la réaction de condensation des
deux unités (3). Les réactions de réduction (4, 5 et 6) transforment la cétone en acyl saturé.
Aprés 7 cycles, I'acide gras est libéré par un clivage catalysé par le domaine TE. Celui-ci libere
du palmitate (ou stéarate) et non du palmitoyl-CoA comme c’était le cas pour les FAS
fongiques. La composition en domaines est indiquée en dessous, en fonction des domaines
découverts dans la structure de la FAS porcine.

La structure de la FAS porcine a été résolue en 2008 & 3.1 A de résolution (Maier,
et al, 2008). Dans cette structure, la FAS de mammifere (mFAS) forme un
homodimeére, les domaines KS, ER et DH étant dimériqgues. On observe une
ségrégation entre les domaines responsables de la polymérisation (KS, MAT) et ceux
assurant une activité de modification du groupement B-céto (KR, DH et ER). La
connexion entre la partie condensation et celle faisant la modification est assurée par
un linker de 20 acides aminés situé entre le linker post-MAT et le domaine DH. Ce

linker étant non structuré, il permettrait un mouvement de la portion réductive par
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rapport a la portion impliquée dans la condensation. Une étude par cryo-EM a en effet
montré un mouvement de rotation des deux portions de la FAS l'une par rapport a
l'autre (Brignole, et al., 2009).

En plus des domaines catalytiques, d’autres domaines se situent aux extrémités
de la portion réductrice de la mFAS. Un domaine pseudo kétoréductase (VYKR),
analogue au domaine KR mais tronqué au niveau du Rossmann fold, assure une
pseudo-homo-dimérisation du domaine KR. De méme, un domaine structuralement
proche des méthyltransférases a co-facteur S-adénosyl méthionine (SAM) est retrouvé
au sein de la mFAS. Ce domaine appelé pseudo-méthyliransférase (YME) présente
au sein du site actif un motif ExLxGxG au lieu du motif D/ExGxGxG conservé chez les
enzymes SAM-dépendantes, ce qui empéche la fixation du co-facteur et donc rend ce
domaine non-fonctionnel. Ces deux domaines non-fonctionnels ont sans doute un rble

uniquement structural, qui explique leur conservation au cours de I'évolution.

Un linker structuré d’'une centaine de résidus sépare le KS et le MAT. Il est
composé de deux hélices a et de trois brins 3. Ce linker est en fait constitué de 70
résidus qui séparent le KS et le MAT et de 30 résidus séparant le MAT du DH. Cette
derniére partie, moins structurée, vient se loger le long du KS et sert ensuite de linker
entre les deux portions de la FAS. En revanche, la position de 'ACP et du TE n’ont
pas pu étre déterminé du fait de la flexibilité vraisemblablement trop importante de ces
deux domaines (Figure 8).
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Figure 8 : Structure de la FAS animale résolue a 3,1 A de résolution (adapté de Maier, et
al., 2008)

Représentation cartoon de la mFAS, colorée par domaines. Les linkers séparant les domaines
sont indiqués en gris. Les deux portions (condensation et modification) et le linker central
séparant ces portions sont indiquées sur la structure, de méme que la position du dernier résidu
du linker entre KR et ACP (« ACP anchor »). On note que les domaines KS, DH et ER sont
dimériques. En dessous, un schéma de la mFAS indique la position probable des domaines ACP
et TE. LD signifie « linker domain » et indique le linker structuré entre le KS et le MAT.
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Cette structure a représenté une énorme avancée pour les études sur la FAS
humaine, qui est largement surexprimée dans les cellules cancéreuses, permettant
ainsi le design d’inhibiteurs actuellement en essais cliniques (Flavin, et al., 2010). De

plus, cette structure est également un modéle pour les études des PKS de type I.
lll. Les PKS

1. Organisation en cluster

Comme vu dans la partie 1.2.B, les genes codant les polykétide synthases
s’organisent en cluster. Au sein de ces clusters se retrouvent typiquement tous les
génes codant les protéines servant a la synthése méme des polykétides, des protéines
de maturation du polykétide une fois libéré par la PKS (enzymes post-PKS), les

protéines de résistance au composé synthétise, des éléments de régulation, etc...

Ainsi les clusters de géne codant les PKS peuvent occuper une part importante
du génome. Pour exemple, la taille du cluster codant la synthése d’érythromycine A
est de 56 kb, alors que la totalité du génome de Saccharopolyspora erythraea compte
8 Mb, ce qui représente quasiment 1% du génome. D’ailleurs la totalité des clusters
de géne responsable de la synthése de polykétides par S. erythraea représente plus
de 3% du génome de la bactérie (Oliynyk, et al., 2007) (Figure 9).
0 50 kb

| |
rmE eryBII eryG eryAlll eryAll eryAl eryK

eryCl eryBl ery
IeryBII eryClll eryCll eryBIV eryBV eryCVI eryBVI  eryCIV eryCVv eryBVil

Figure 9: Cluster de génes responsable de la synthése de I’érythromycine A (KJ
Weissman).

Ce cluster de 56 kb code pour les trois chaines polypeptidiques de la PKS (en rouge), les
enzymes de modification post-PKS responsable de I'ajout d’unités glucidiques (en orange),
des hydroxylases (en violet), et le géne conférant la résistance (en vert).

En fonction de leur organisation, tant au plan génique que protéique, et de leur
mécanisme, les PKS ont été classées en trois types. En effet, lors de la découverte
des clusters de génes codant l'actinorhodine et celui codant I'érythromycine A, les
chercheurs se sont apercus que la premiere PKS était constituée de protéines

discrétes (type Il) alors que celle synthétisant I'érythromycine A est composée de
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gigantesques multienzymes (type |). Cette classification a ainsi été établie en fonction
des traits communs entre les PKS et les FAS (également divisées en deux types selon
les mémes criteres, comme décrit précédemment). Cependant, il existe des PKS de
type lll composés d'une seule protéine responsable de la synthése entiére du

polykétide.

2. Les PKS de type Il

Ce type de PKS a été isolé pour la premiere fois chez Petroselium hortense, une
plante de la famille du persil. Elles sont responsables de la synthése de nombreux
métabolites secondaires chez les plantes tels que les résorcinols, les stilbénes, les
biphényles, les benzophénones, les curcuminoides, etc... Nombre de ces composés
sont des précurseurs de flavonoides ou de pigments. Bien qu’elles soient
majoritairement décrites chez les plantes ou elles sont ubiquitaires, les PKS de type |l
sont aussi présentes chez certains champignons ou certaines bactéries comme S.

griseus (Kwon, et al., 2001) .

Ce type de PKS, aussi couramment appelé stilbene synthase ou chalcone
synthase, se différencie des autres PKS par la présence d’une unique protéine
multifonctionnelle qui catalyse toutes les réactions nécessaires a I'élongation du
polykétide. En effet, ces PKS ont la particularité de ne pas nécessiter ACP comme
support de la chaine polykétidique et des unités d’extension. Seul un KS dimérique
multifonctionnelle va a la fois sélectionner les unités d’extension et catalyser les
réactions de condensation et de cyclisation (Tropf, et al., 1995, Preisig-Mller, et al.,
1997). Cette KS va donc agir de facon itérative afin de réaliser plusieurs cycles de
condensation en utilisant des unités d’extension simplement fixés au coenzyme A et
non a un ACP. Des enzymes de maturation post-PKS interviennent ensuite pour
modifier le polykétide suite a sa libération (Figure 10).
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Figure 10 : Représentation schématique des PKS de type lll (adapté de Shen, 2003).
Dans ce type de PKS, seule une KS dimérique agit de fagon itérative pour catalyser la
décarboxylation des unités d’extension liées au CoA et la condensation avec la chaine
polykétidique en élongation attachée a la cystéine du site actif.

3. Les PKS de type Il :

Les PKS de type Il, retrouvées chez certaines bactéries et champignons,
synthétisent exclusivement des polykétides aromatiques. Par analogie avec les FAS
de type Il, ces PKS présentent des activités d’élongation de chaine portées par des
enzymes completement dissociables qui interagissent en trans (Hertweck, et al., 2007
; McDaniel, et al., 1995). Ces sous unités vont former un complexe composé d’au

minimum trois partenaires.

Tout d’abord, une kétosynthase o (KSa) va catalyser les réactions de
condensation de fagon itérative a partir d’'unités d’extensions. Cette KSa va former un
hétérodimere avec une kétosynthase 3 (KSB), aussi appelée « Chain Length Factor
(CLF) ». Cette KSB est dépourvue de cystéine catalytique et permet de contréler la
longueur de la chaine polykétidique soit en orientant les réactions vers un nouveau
cycle de polymérisation ou en déclenchant la libération et la cyclisation du polykétide
(Keatinge-Clay, et al., 2004). Il est également démontré que la KSB initie la synthése
en catalysant la décarboxylation du malonyl-CoA en acétyl-CoA qui va servir d’unité
de départ a la polymérisation (Bisang, et al., 1999). De plus, I'hétérodimére KSo/KSB
serait responsable du contréle de la régiospécificité de la premiere réaction de
cyclisation au cours de la synthése du polykétide (Hertweck, et al., 2007). Enfin, un
ACP va porter les unités d’extension et la chaine en élongation au cours de la synthése
(Figure 11).
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En revanche, la facon dont les unités d’extension sont transférées sur 'ACP
demeure encore incertaine. Il a été proposé que 'ACP puisse avoir une activité
automalonylase, et serait donc capable de sélectionner une unité malonate a partir de
fortes concentration en malonyl-CoA et ce, en absence d’AT (Hitchman, et al., 1998)
(Arthur, et al., 2005). Il est également proposé que ce soit une malonyl-CoA:ACP
transférase (MCAT) absente du cluster de géne codant la PKS mais provenant de la
FAS (de type Il), qui serait responsable du transfert du malonyle sur 'ACP. Il a
également été supposé que, du fait de la présence du motif GHSxG propre aux AT,
les KS pourraient également présenter une activité acyltransférase (Fernandez-
Moreno, et al., 1992).

Des protéines de modification optionnelles interviennent a certaines étapes de
I'élongation. Des kétoréductases réduisent la fonction cétone de l'unité d’extension
ajoutée en fonction alcool, des cyclases jouent le role de « chaperonnes
moléculaires » pour favoriser des réactions de cyclisation spontanée, et des
aromatases catalysent des réactions de déshydratation au niveau du groupement

alcool (donc aprés action d’une kétoréductase) afin de former un cycle aromatique.
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Figure 11 : Représentation schématique des PKS de type Il (tiré de Shen, 2003).

Dans ce type de PKS, un hétérodimere composé de KSa et de KSB (Chain length factor)
interagit avec un ACP en trans pour catalyser des réactions de condensation et ce, de maniére
itérative. L’unité acyl ajouté a chaque cycle d’élongation est indiquée en rouge. Des enzymes
de modification optionnelles interviennent également au cours du processus d’élongation.

4. Les PKS de type |

Ce type de PKS présente beaucoup d’homologie avec les FAS de type | animale
décrite précédemment, tant au niveau séquence, qu’au niveau mécanistique. La
principale différence est qu’au contraire des FAS, les PKS de type | sont des protéines
multi-modulaires. Ainsi chaque module catalyse I'incorporation d’'une unité acyl-CoA

et donc I'élongation de la chaine polykétidique. Chague module comporte lui-méme
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plusieurs domaines responsables d’'une activité enzymatique propre. Trois domaines
sont essentiels : les domaines AT, ACP et KS. Trois domaines supplémentaires, les
domaines réducteurs KR, DH et ER, sont optionnels au sein des modules (Fischbach,
et Walsh, 2006) (Figure 12).

Le fait que ces domaines soient optionnels permet la création d’une diversité de
structures des polykétides synthétisés, ces modifications étant conservés dans la
forme mature du polykétide. Un domaine TE, présent au sein du dernier module, a
pour fonction de libérer la chaine polykétidique et, dans la majorité des cas, d’entrainer
sa cyclisation. Ainsi, une méme protéine va regrouper un ou plusieurs module(s)
responsable(s) de I'incorporation d’'une unité d’extension a la chaine, agissant alors
comme une usine d’assemblage. Par conséquent, les PKS de type | sont des protéines
de trés haut poids moléculaire, allant jusqu’a 1,8 MDa pour une des PKS formant la

mycolactone (Stinear, et al., 2004).

LOADING MODULE 2 MODULE 4

MODULE 1 MODULE 3

[:-H ;\ jm}

Figure 12 : Représentation schématique des PKS de type | (figure réalisée par KJ.
Weissman).

Les PKS de type | adoptent une organisation modulaire. Dans le cas présent, la PKS regroupe
deux protéines, I'une comprenant le module de chargement et les deux premiers modules, et
la deuxiéme qui comprend les modules 3 et 4. Chacun de ces modules est composé d'un
certain nombre de domaines. La chaine en élongation est transférée d’'un module au suivant
apres chaque cycle d’élongation
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A) Les PKS de type | itératives

Il existe des PKS de type | qui, comme les FAS de type | animale, ne sont
composées que d’'un module qui agit de facon itératif. Ce type de PKS permet
notamment la synthése d’acides gras polyinsaturés (PUFA) qui sont des constituants
des membranes cellulaires de certaines bactéries marines (Metz, et al., 2010). Elles
permettent également la synthése de polykétides aromatiques chez les bactéries ou
de composés de la famille des énediynes (des composés organiques contenant deux
triples liaisons et une double liaison) (Ahlert, et al., 2002).

Chez les champignons, les PKS de type | itérative sont classés en trois groupes
en fonction des activités réductrices (KR, DH et ER) intervenant durant I'élongation.
Ainsi on trouve les PKS non réductrice (NR), partiellement réductrices (PR) et
hautement réductrices (HR) (Cox, 2007).

B) Les PKS de type | modulaires

Au contraire des PKS de type | itératives, ce type de PKS est composé de plusieurs
modules qui vont étre chacun responsable d’un cycle d’élongation. Chaque module va
étre composé d’un set différent de domaines pour chaque cycle d’élongation. Ainsi
chaque PKS peut incorporer un nombre différent de modules eux méme composés
d’un panel variable d’activités enzymatiques. Parmi ces PKS modulaires on distingue

deux types de PKS différentes.

a. Les PKS de type | modulaires de type cis-AT

Chez les PKS de type cis-AT, les domaines servant a la condensation (KS, ACP,
AT), ceux catalysant les réactions de modification durant la synthése du polykétide
(KR, DH, ER) et méme le domaine de libération du polykétide en fin de synthese (TE)
sont situés au sein d’'une méme chaine polypeptidique.

Depuis sa découverte en 1990, la PKS synthétisant I'érythromycine A (DEBS pour
désoxyérythronolide B synthase) est devenue le systeme modéle pour les PKS de type
cis-AT. Ce fat en effet la premiere PKS de type | découverte (Cortés, et al., 1990 ;
Donadio, et al.,, 1991), et de plus, elle constitue un modeéle parfait pour I'étude de
lensemble des PKS de type cis-AT. Cette PKS est constituée de 3 chaines

polypeptidiques : DEBS 1 qui porte le module de chargement, nécessaire pour recruter
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lunité de départ et la transférer sur le premier module, ainsi que les deux premiers
modules, DEBS 2 qui porte les modules 3 et 4 et DEBS 3 composée des module 5 et

6 comportant ainsi I'activité TE nécessaire a la libération du polykétide.

La synthése débute par le recrutement d’un propionyl-CoA par le domaine AT du
module de chargement qui le transfére alors sur 'ACP voisin. L'’AT du module 1
sélectionne un nouveau methylmalonyl-CoA comme unité d’extension et le transfére
sur 'ACP du module 1. Dés lors, le KS catalyse la condensation des deux unités
sélectionnées afin de former un dikétide. Le domaine KR, présent au sein du module 1,
catalyse la réduction du groupement B-céto en hydroxyle. Des lors, la chaine en
extension est transférée au niveau du KS du module 2 et un nouveau cycle d’extension
peut avoir lieu. Il y a ainsi 6 cycles d’extension et en fin de synthése, le domaine TE
présent en C-terminale du module 6 catalyse la libération du polykétide et sa
cyclisation afin de former le 6-désoxyérythronolide B. Cet intermédiaire est ensuite
maturé par des enzymes post-PKS qui vont, entre autres, ajouter deux unités

glycosidiques (Figure 13).

| DEBS 1 | | DEBS 2 | | DEBS 3

CHARGEMENT MODULE 2 MODULE 4 MODULE 6
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Figure 13 : Représentation schématique de la PKS synthétisant I’érythromycine A
(figure réalisée par KJ Weissman).

La PKS est composée de 3 sous unités, DEBS 1, 2 et 3. Chaque sous-unité comprend
plusieurs modules, chacun représenté par une couleur différente. L'unité d’extension ajoutée
au sein du polykétide en cours d’élongation est représentée de la méme couleur que le module
catalysant cet ajout. Un intermédiaire, le 6-désoxyérythronolyde B est libéré par le domaine
TE, puis subi une maturation par des enzymes post-PKS pour former I'érythromycine A.
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Dans ce type de PKS, il existe une relation directe entre la séquence primaire de
la PKS et la nature du composé synthétisé. Ainsi, chaque module agit dans I'ordre
selon lequel il est situé au sein de la séquence polypeptidique, 'enchainement en
domaines des modules dictant alors la structure du polykétide synthétisé. Cette
relation est décrite sous le terme de régle de colinéarité et est propre aux PKS de type
cis-AT. Ceci a été démontré par des expériences d’inactivation d’'une KR (Donadio, et
al., 1991) ou d’'une ER (Donadio, et al., 1993) dans les modules 5 et 4 respectivement
de la PKS responsable de la synthése de I'érythromycine. Ainsi, des dérivés ont été
obtenus avec absence de modifications aux positions escomptées. Dans ce cas, la
modification d’'un domaine ou d’'un module entraine un changement direct et prévisible
de la structure du polykétide a la position voulue, d’'ou 'engouement que I'étude de
ces enzymes suscite en vue d’approches d’ingénierie. Ce constat explique pourquoi

les PKS de type cis-AT sont les plus étudiées a I'heure actuelle.

Cette relation a également permis de développer des outils de bio-informatique
afin de prédire la structure de polykétides synthétisés par des espéces dont le génome
a été séquencé (Bachmann, et Ravel, 2009).

b. Les PKS de type | modulaires de type trans-AT

Pour certaines PKS de type I, aucun domaine AT n’a été identifié dans la séquence
primaire des modules. Bien que les mécanismes de synthése soient identiques aux
PKS de type cis, il a été découvert que I'acylation des domaines ACP nécessite une
protéine isolée, également appelée acyltransférase, qui interagit en trans avec les ACP
de plusieurs modules pour apporter chaque fois la méme unité d’extension (Piel,
2002). Ce type de PKS fut découvert pour la premiére fois dans le génome séquenceé
de Bacillus subtilis en 1993 (Scotti, et al., 1993). Cependant, les chercheurs ne sont
pas parvenus a identifier un polykétide produit par cette souche et le séquencage
comportait de multiples erreurs (Scotti, et al., 1993). La premiére PKS trans-AT
rattachée a la production d’'un polykétide fut mise en évidence chez Paederus fuscipes,
une espece de scarabée, en 2002. Cette PKS responsable de la synthese de pédérine,
un anti-cancéreux, ne disposait pas d’AT au sein de la séquence des modules et il fut
supposeé que c’est une AT discréte, dont le géne est présent au sein du cluster codant
la PKS, qui acyle les ACP (Piel, 2002). Ce type d’acylation fut confirmé in vitro pour la
PKS responsable de la synthese de leinamycine (Cheng, et al., 2003).
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Les PKS de type trans-AT présentent de nombreuses particularités par rapport
aux PKS de type cis-AT. Comme dit précédemment, la protéine AT sélectionne la
méme unité d’extension a chaque cycle de condensation. La Nature a donc trouvé
d’autres moyens pour générer de la diversité. En effet, on trouve parmi ces PKS un
domaine de modification optionnelle supplémentaire, le domaine méthyltransférase
(MT). Ce domaine catalyse I'ajout d’'un groupement méthyle en position o grace a

l'utilisation d’'un co-facteur commun aux méthyliransférases, la SAM.

Une autre particularité est la présence de modules de synthétases peptidiques non
ribosomiques (NRPS), méme si de rares PKS de type cis-AT en possedent également.
Ces synthétases, analogues aux PKS, permettent d’'incorporer des acides aminés au
lieu d’'unités acyles afin de former des peptides non ribosomiques (NRP). Parmi ces
NRP on retrouve également des composés de forte valeur ajouté tel que la pénicilline
G, le premier antibiotique découvert par Flemming, la vancomycine (un antibiotique
utilisé contre des infections sévére par des bactéries Gram +), et bien d’autres

composés dont 'activité pharmacologique se révéle étre intéressante.

Les NRPS, comme les PKS, sont composés de plusieurs modules catalysant
chacun lincorporation d’'un acide aminé au sein du peptide en extension. Trois
domaines sont nécessaires : le domaine d’adénylation (A), analogue au domaine AT,
qui active I'acide aminé par utilisation concomitante d’ATP. Il adényle I'acide aminé
par transfert ’AMP au niveau du groupement carboxyle afin de former un aminoacyl-
adénylate réactif. Puis, le domaine A catalyse le transfert de 'acide-aminé adénylé sur
le domaine peptidyl carrier protein (PCP), analogue de 'ACP, qui va servir de support
aux unités d’extension et au peptide en cours d’élongation. Et enfin, un domaine de
condensation (C), analogue au domaine KS, va catalyser les réactions de
condensation entre les acides aminés liés aux PCP pour former des liaisons
peptidiques (Figure 14).

Des domaines de modification optionnels permettent soit I'ajout d’'un groupement
méthyle par l'intermédiaire du domaine méthyltransférase (MT) (Burmester, et al.,
1995), ou bien un domaine épimérase (E), transformant ainsi I'acide-aminé L en acide
aminé D (Stachelhaus, et Walsh, 2000), ou encore des domaines de hétérocyclisation
(Cy ou HC) remplacant le domaine de condensation au sein du module et permettant

la condensation et la formation subséquente d’un cycle thiazole lors de I'incorporation
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de cystéine, et oxazole lors de I'ajout de thréonine ou sérine au sein du NRP (Gehring,
et al., 1998).

Ainsi, chaque module NRPS catalyse l'incorporation d’'un acide aminé au peptide

en élongation et, en fin de chaine, un domaine TE, semblable a ceux des PKS, libére

le peptide en catalysant généralement sa macro-cyclisation (Figure 15).
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Figure 14 : Schéema du mécanisme des trois domaines nécessaires a la condensation
chez les NRPS (adapté de Challis, et Naismith, 2004).

Le domaine d’adénylation sélectionne I'acide aminé a incorporer, puis utilise une molécule

d’ATP pour adényler I'acide aminé avec une libération concomitante de pyrophosphate. Le
domaine A catalyse ensuite le transfert de [I'acide aminé sur

le groupement
phosphopantéthéine du PCP, ce qui permet la libération d’AMP. Le domaine PCP du module
précédent apporte la chaine en extension dans le site actif du domaine de condensation qui
catalyse la formation d’une liaison peptidique entre les groupes liés aux deux PCP.
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Initiation Termination module
module Elongation module

Figure 15 : Représentation schématique synthétisant la composition en domaines des
NRPS (Challis, et Naismith, 2004).

Un module d’initiation composé des domaines d’adénylation (A) et peptidyl carrier protein
(PCP) permet de charger le premier acide aminé et ensuite plusieurs modules effectuent
I'élongation du peptide grace a la formation de liaison peptidique catalysée par le domaine de
condensation (C). Des domaines optionnels peuvent également intervenir comme les
domaines de hétérocyclisation (Cy ou HC), d’épimérisation (E) et de méthylation (MT). Au sein
du dernier module, un domaine thioestérase (TE) permet la libération du peptide.

Ainsi, la présence de module NRPS au sein des PKS de type trans-AT permet
incorporation d’'un acide aminé au sein du polykétide. Ces hybrides PKS-NRPS

permettent donc la génération d’'une grande diversité de structures.

De plus, au sein des PKS de type trans-AT, il est assez fréquent de trouver des
modules scindés sur deux chaines polypeptidiques qui se complémentent en trans.
On retrouve aussi dans la séquence primaire de ces PKS, des domaines voire des
modules entiers ne présentant pas d’activité et dont la fonction doit étre uniquement
d’ordre structurale pour expliquer leur conservation au cours de I'évolution. On trouve
également chez certaines PKS des modules qui agissent de fagon itérative pour

catalyser plusieurs cycles d’élongation (Piel, 2010).

Par conséquent il est trés difficile de prédire la structure du polykétide synthétisé
simplement en regardant la structure primaire de la PKS. En effet, du fait de ces
particularités, la regle de colinéarité n’est pas valable pour les PKS de type trans-AT
contrairement a celles de type cis. Pour pallier a ce manque d’information, une
méthode phylogénétique pour prédire la structure du polykétide synthétisé a été
développée (Nguyen, et al., 2008). Celle-ci s’appuie sur l'étude évolutive des
domaines KS. Ainsi, par I'analyse de séquences des KS, ces derniers sont rangés en

différents clades, chaque clade acceptant un substrat particulier. Il est alors possible
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de prédire les groupements chimiques constituant le polykétide au stade de synthése
ou le module comportant le KS intervient, et ainsi de prédire sa structure. Cette analyse
phylogénétique a également montré que les PKS trans-AT semblent avoir évolué
d’une facgon différente des PKS cis-AT (Nguyen, et al., 2008). Alors que ces dernieres
auraient évolué principalement par duplication de génes, les trans-AT sembleraient
issues d’échanges horizontaux de génes entre bactéries, formant ainsi une mosaique
de genes (Piel, 2010). Ainsi, les connaissances dont nous disposons pour le type cis-
AT ne sont pas toujours directement applicables pour le type trans-AT ; I'étude

indépendante des deux systémes est donc nécessaire.

La PKS synthétisant la virginiamycine M, un antibiotique, est un bon exemple de
PKS trans-AT. Son fonctionnement sera développé plus en détail dans le chapitre IX.1

page 75 (Figure 16).

VirA VirFG VirH
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Figure 16 : Exemple de PKS de type trans-AT avec la PKS synthétisant la virginiamycine
M chez S. virginiae.

Cette PKS présente une protéine acyltransférase discrete (Virl), un domaine MT au sein du
module 1 qui permet I'ajout d’'un méthyl sur le premier malonyle incorporé au sein du
polykétide, trois modules NRPS (modules 3, 8 et 10), un module inactif (module 9) qui
comporte une KS (appelée KS°) dont la cystéine catalytique est absente, et un TEIl discret
(Vird). HC : domaine d’hétérocyclisation. Un module de chargement a également été trouvé
dans le cluster de genes homologue chez S. pristinaspiraelis.
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IV. L’attractivité des PKS de type | pour la biologie
synthétique

Du fait de leur fort potentiel pharmacologique, la découverte de nouveaux
polykétides suscite un énorme intérét. Cette découverte passe par trois voix
possibles : 1) la recherche de nouvelles molécules au sein méme de la biosphére, une
approche facilitée par le développement du genome-mining (Bachmann, et al., 2014 ;
Monciardini, et al., 2014). En effet, par le passé, la découverte de nouveaux composes
se faisait généralement au fruit du hasard, guidé par la bioactivité de certains extraits
de culture en fermentation ou bien par un crible chimique des métabolites avec des
propriétés chimiques particulieres (Bachmann, et al., 2014). L’'essor du séquencage et
le développement du genome-mining a ainsi grandement facilité la découverte de
polykétides au sein de la biosphére.

2) Une autre fagon de générer de nouveaux polykétides consiste en la synthése
hémi-chimique de composés existant naturellement. En effet, étant donné la
complexité structurale des polykétides, leur synthése chimique compléte est difficile et
se révele étre polluante. Ainsi, 'hémi-synthése chimique consiste en l'ajout de
groupement fonctionnel ou la modification d’'un groupement préexistant sur un
composé naturellement synthétisé, et permet par exemple d’éviter une résistance a un
antibiotique ou de rendre plus affin un composé envers sa cible (Nilius, et Ma, 2002).
Cette approche rationnelle a déja abouti a la synthése de plusieurs composés, comme
'EM900, un dérivé hémi-synthétique de I'érythromycine A, qui sert comme anti-
inflammatoire (Sugawara, et al., 2011), ou encore le Zithromax et la Biaxine décrits
précédemment (Peltier, 1992).

3) Enfin la derniére stratégie, complémentaire aux deux précédentes, consiste en

'ingénierie des PKS.
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1. Les PKS de type cis-AT, un modeéle pour P’approche

d’ingénierie

Du fait de leur modularité, les PKS de type | constituent un bon modéle pour la
biologie synthétique. Cependant, jusqu’a maintenant, ces approches ont surtout été
menées sur les PKS de type cis-AT. Ceci trouve une raison historique, puisque les
PKS de type cis ont été les premieres découvertes, mais également pratique en raison
de la simplicité d’étude conférée par la regle de colinéarité. De ce fait, le seul prérequis
pour effectuer une modification d’'un groupement ou d’'une position particuliére du
polykétide est d’identifier les domaines ou les enzymes de maturation post-PKS qui en

sont responsables

Plusieurs modifications peuvent étre apportées a la voie de synthése d’'un
polykétide (Weissman, 2016) (Figure 17). Le plus intuitif, et ce qui semble étre le plus
probant, est de manipuler les domaines PKS de fagon individuelle. Une des stratégies
consiste en la mutation spécifique de certains résidus au sein du site actif de fagon a
altérer la spécificité de substrat, la stéréochimie de la réaction catalysée ou bien
d’inactiver le domaine. Il est également possible d’échanger un domaine d’'un module
par un domaine provenant d’'un autre module ou d’'une autre PKS pour aboutir aux
mémes résultats que précédemment. Par exemple, 'échange d’une AT présentant une
spécificité pour le malonyl-CoA par une AT spécifique pour le méthylmalonyl-CoA
permettrait I'ajout d’'un groupement méthyl au squelette polykétidique.
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Figure 17 : Possibilités de modification des PKS pour la génération de nouveaux
polykétides, illustré pour I’érythromycine (adapté de Weissman, 2016).

Le type de modifications de la PKS et les changements structuraux apportés au polykétide
sont corrélés suivant un méme code couleur. Il est a noter que toutes ces modifications sont
théoriquement cumulables.

Plusieurs manipulations génétiques de PKS ont été réalisées a ce jour aboutissant
a plus ou moins de succes. De nombreuses expériences d’'ingénierie ont ainsi été

menées et seules les plus notables seront présentées ici.

Tout d’abord, des mutations au niveau du site de fixation du NADPH des domaines
KR et ER de DEBS ont permis la synthése de dérivés de I'’érythromycine A avec les
modifications aux positions attendues (Donadio, et al., 1991 ; Donadio, et al., 1993).
En revanche, une tentative pour muter un domaine DH de DEBS s’est révélée
infructueuse. Bien que peu invasive, puisqu’il s’agit uniquement d’'une mutation de
I'histidine catalytique du domaine DH, aucun produit complet ne put étre obtenu,
probablement a cause de la spécificité des domaines composant le module suivant la
modification (Bevitt, et al., 1993).

Une étude plus récente a consisté a muter les résidus catalytigues de chaque
domaine réducteur des modules 2 a 8 de la PKS synthétisant la monensine, soit 18

domaines réducteurs. Sur les 32 produits attendus, 22 ont pu étre obtenus, mais avec
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chaque fois un rendement au minimum 7 fois inférieur a celui de la PKS sauvage
(Kushnir, et al., 2012).

D’autres études ont eu pour but d’'introduire des mutations au sein du domaine AT
afin d’altérer la spécificité de ce dernier, et donc permettre la sélection d’unités
d’extension différentes. Ceci a été réalisé avec succes pour I'ATs de la PKS de la
monensine, pour laquelle en mutant une valine du site actif, ils sont parvenus a
modifier la spécificité de I'AT, lui permettant d’incorporer préférentiellement du 2-
propargylmalonate en tant qu’unité d’extension (Bravo-Rodriguez, et al., 2014).
Cependant les rendements obtenus suite a cette modification demeurent toujours
inférieurs a ceux obtenus avec la PKS sauvage. Enfin, d’autres études ont eu pour
objectif d’altérer la stéréospécificité des domaines ER et KR que ce soit par
mutagenese dirigée ou par échange de domaines (Kwan, et al., 2008 ; Annaval, et al.,
2015).

Des tentatives pour insérer des modules entiers provenant d’autres PKS ont
également été réalisées, permettant la création de PKS chimeéres. L'échange du
module de chargement permet de modifier 'unité de départ, comme ce fut le cas chez
DEBS ou le module de départ a été échangé avec celui de la PKS synthétisant
'avermectine (Marsden, et al., 1998).

Des échanges de module d’extension ont aussi été réalisés chez DEBS
permettant d’obtenir les produits escomptés, a condition de conserver les linkers
reliant les modules naturellement présents (Gokhale, et al., 1999). Une autre tentative
pour insérer un module provenant de la PKS synthétisant la rapamycine entre les
modules 1 et 2 de DEBS, dans le but de rajouter deux carbones supplémentaires au
polykétide, s’est révélée infructueuse. En effet, la chaine en élongation était transférée
directement d’'un ACP a l'autre, court-circuitant ainsi le module introduit (Rowe, et al.,
2001 ; Thomas, et al., 2002). Ainsi, bien que le produit attendu ait tout de méme été
obtenu de fagon trés minoritaire, le produit majoritaire correspond a un dikétide formant
une lactone, résultant du saut du module inséré (Figure 18).
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Figure 18 : Tentative d’ajout d’un module a la PKS synthétisant I’érythromycine (tiré de
Weissman, 2016).

Le module 2 de la PKS synthétisant la rapamycine (RAPS) a été ajouté a DEBS 1-TE, une
construction permettant d’obtenir une lactone a partir des deux premiers modules de la PKS
synthétisant I'érythromycine auxquelles est fusionné le domaine TE. Les couleurs indiquent
quels portions du polykétide chaque module est censé ajouter. Le composé attendu est
synthétisé de fagon minoritaire par rapport au trikétide. L’explication de la synthese majoritaire
de cette lactone est fournie dans le schéma en dessous dans lequel on peut voir que la chaine
passe dun ACP a 'ACP du module inséré sans que celui-ci puisse catalyser un cycle
d’élongation.

Une autre tentative d’échange de modules a été entreprise sur la PKS de la
néoauréothine. Celle-ci consistait a conserver I'interface ACP-KS entre les modules 1
et 2. Le reste des domaines du deuxieme module a alors été remplacé par le module
3 ou le module 4 (Figure 19). La construction dans laquelle les modules 2 et 3 ont été
délétés n’a donné aucun produit. En revanche celle ou seul le module 2 est supprimé
a donné un nouveau polykétide plus court appelé homoauréothine avec un tres faible
rendement (Traitcheva, et al., 2007).
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Figure 19 : Echange de module chez la PKS synthétisant néoauréothine (tiré de
Weissman, 2016).

A : Schéma de la PKS native synthétisant la néoauréothine avec 2 itérations de NorA ou
I’'homonéoauréothine si NorA catalyse trois cycles d’élongation.

B : La KS du module 2 est conservée et fusionnée directement avec le module 4. Cet échange
de module donne naissance a une PKS non fonctionnelle.

C : Linterface ACP1-KS2 est a nouveau conservée, et le reste des domaines du second
module sont supprimés. Cette construction donne les deux produits attendus, plus courts de
trois carbones que les deux produits naturels.
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2. Les PKS de type trans-AT : une alternative intéressante pour

créer de la diversité

Jusqu’a ce jour, peu d’expériences d’ingénierie des PKS de type trans-AT ont été
menées. En effet, que ce soit le fonctionnement non canonique de ces PKS, ne
respectant pas la régle de colinéarité, ou bien du fait du peu d’informations disponibles,
ces systémes ont été délaissés dans I'approche de biologie synthétique au profit des
PKS de type cis. De plus, du fait de leur origine évolutive différente, nul ne sait si les
informations collectées jusqu’a présent sur les PKS de type cis sont directement
applicables aux PKS trans-AT. Cependant, I'architecture unique des PKS de type
trans-AT les rend particulierement attrayantes pour les approches de biologie
synthétique (Till, et Race, 2016).

Tout d’abord, la particularité principale de ces systémes présente beaucoup
d’'intérét. En effet, bien qu'a I'neure actuelle peu d’informations structurales et
mécanistiques ne soient disponibles sur les AT agissant en trans, ces protéines
apparaissent plus attractives que leur équivalent chez les cis-AT. Ces protéines AT
sont idéales pour I'expression recombinante, leur purification et donc leur
caractérisation. De plus, les études menées jusqu’a présent ont démontré que les AT
agissant en trans présentent le méme repliement et les mémes déterminants de la
spécificité de substrat que les domaines AT agissant en cis (Wong, et al., 2011 ; Till,
et Race, 2014). Des AT peu spécifiques ont également été découvertes, permettant
en théorie aux PKS qui utilisent ces AT de produire plusieurs polykétides différents
selon la biodisponibilité des unités d’extension acyl-CoA (Koryakina, et al., 2013).

Par ailleurs, de nombreuses PKS trans-AT comportent des modules NRPS. A
toutes les modifications décrites sur les PKS de type cis, s’ajoutent donc des
modifications de ces modules NRPS. Cela peut se faire, par exemple, au niveau de la
sélection des acides aminés a incorporer (des acides aminés non-naturels peuvent par
exemple étre utilisés, bien que certains domaines A en incorporent également)). Des
expériences de substitution ou de mutagenése dirigée ont été menées sur le domaine
d’adénylation et ont permis la génération de nouvelles molécules (Thirlway, et al.,
2012 ; Evans, et al., 2011). Les domaines de modifications optionnelles des NRPS,
présentés dans le point 111.4.B)b. peuvent également étre une cible potentielle

d’ingénierie.

35



Introduction

3. Une approche d’avenir, mais de nombreux points restent a

éclaircir

La grande maijorité des expériences d’ingénierie des PKS ont eu un succés mitigé
(Weissman, 2016). Certaines n'ont pas permis d’obtenir le produit escompté, la
synthése aboutissant a la formation d’un produit abortif (Bevitt, et al., 1993). D’autres
tentatives ont débouché sur la synthése de plusieurs molécules par une PKS, le
polykétide escompté étant sous forme minoritaire (Rowe, et al., 2001). Et pour finir, les
approches ayant permis d’obtenir les polykétides désirés ont conduit a de fortes pertes
de rendement. Les difficultés rencontrées proviennent vraisemblablement de la
spécificité des domaines des modules en aval de la modification de la PKS. L’intégrité
structurale de la PKS doit également étre respectée et les interactions

protéines/protéines au sein de la PKS doivent toujours étre possibles.

Le succeés de I'ingénierie des PKS réside dans I'accumulation de connaissances
dans cing grands domaines : i) étudier la spécificité de substrat des domaines et la
facon dont ils interagissent pour contrdler la stéréochimie ; ii) comprendre le
mécanisme par lequel la chaine en élongation entre dans le site actif d’'un domaine a
l'autre, ce qui revient a étudier les interactions entre 'ACP et tous les autres domaines
catalytiques présents au sein du méme module ; iii) acquérir davantage de
connaissances sur la structure et la dynamique des modules, et ce a plusieurs stades
de la catalyse, afin d’appréhender les mécanismes nécessaires a la communication
entre domaines au sein d’'un module ; iv) caractériser la communication entre deux
modules consécutifs, en particulier lorsque ces modules sont portés par deux chaines
peptidiques différentes, une interaction spécifigue médiée par des domaines de
docking (Broadhurst, et al., 2003) ; et v) réaliser des études structure/fonction des
enzymes post-PKS dans le but d’améliorer notre capacité a utiliser ces enzymes pour

générer de nouveaux polykétides.

36



Introduction

V. Etat des connaissances des structures et mécanismes
des domaines PKS

Afin d’améliorer la connaissance des systemes PKS, de nombreuses études
structurales et mécanistiques ont été entreprises. Dans cette partie sera présenté les
connaissances primordiales des relations structure/fonction sur chacun des domaines
PKS.

1. Les domaines « acyl carrier protein »

Les domaines ACP constituent avec les linkers les seuls domaines non
catalytiques des PKS. |l s’agit d’'un domaine globulaire d’environ 80 résidus. Les ACP
sont activés par une modification post-traductionnelle consistant en I'ajout d’'un
groupement phosphopantéthéine sur la sérine canonique du motif conservé "DSL". Ce
groupement provenant du CoA est transféré par une enzyme appelée
phosphopantéthéinyl transférase (PPTase), dont le géne est souvent présent au sein
du cluster de genes codant la PKS (Figure 20).

NH,

Q 0 V’N <, PPTase o
S/\/Y\/W}\/ /\g N,_/ ﬁ' SNY\/W IZ
Ser_/ g O:P\\O' 3SADP ser

apo-ACP o holo-ACP

Figure 20 : Réaction de transfert du groupement phosphopantéthéine du coenzyme A
sur la sérine de '’ACP catalysée par la PPTase (Lambalot, et al., 1996).

Le groupement phosphopantéthéine sert de support a la chaine en élongation. Ce
bras flexible, long d’environ 20 A, permet I'entrée du polykétide dans les sites actifs
des différents domaines.

Les ACP se structurent en fagot de quatre hélices o formées de trois hélices
majeures et d’'une courte hélice perpendiculaire aux trois précédentes (Figure 21).
Leur structure caractéristique est trés conservée entre les ACP/PCP. L’hélice | est la
plus longue, et une longue boucle la sépare de I'hélice II. Cette dernieére comporte la
sérine canonique a son extrémité C-terminale. La courte hélice Il est orthogonale aux
hélices |, Il et IV. Plusieurs études suggérent que I'hélice Il portant la sérine modifiée

serait aussi impliquée dans les interactions protéine-protéine que I'ACP doit établir
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avec les différents domaines (Weissman, et al., 2006 ; Worsham, et al., 2003), bien

que quelquefois aucune interaction directe n’est requise du fait du lien covalent entre

domaines (Tran, et al., 2008).

Figure 21 : Structure RMN de ’'ACP du module 2 de DEBS (pdb : 2JU2 ; Alekseyev, et al.,
2007).

Les éléments de structure secondaire ainsi que la sérine canonique du motif DSL sont indiqué
sur la structure.

2. Les domaines acyltransférase

Le domaine AT est responsable de la sélection des unités d’extension et de leur
transfert sur le bras phosphopantéthéine de 'ACP. Ce domaine est présent au sein
des modules chez les PKS cis-AT mais constitue une protéine discréte chez les types

trans.

Ce sont des domaines monomeériques, d’environ 300 acides aminés, reliés au KS
par un linker « KS-AT » structuré d’environ 140 résidus. Les AT comprennent deux
sous-domaines : un sous domaine catalytique d’environ 240 acides aminés qui
présente un repliement de type o/B-hydrolase, et un sous-domaine de 60 acides
aminés qui a un repliement de type ferrédoxine (Figure 22). Les structures des
didomaines KS-AT des modules 3 et 5 de DEBS ont été résolues par cristallographie
(Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007), de méme que d’autres AT des systémes FAS
(Serre, et al., 1995 ; Zhang, et al., 2007 ; Pappenberger, et al., 2010). Une structure
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d’AT discréte, provenant de systeme trans-AT a également été résolue et présente le

méme repliement que les AT des PKS de type cis (Wong, et al., 2011).

Rotation 180°

Figure 22 : Structure de I’'AT du module 5 de DEBS (PDB : 2HG4 (Tang, et al., 2006)).

Ici sont détaillés les deux sous-domaines de I'AT : le sous-domaine catalytique avec un
repliement de type o/Bphydrolase représenté en bleu et le sous-domaine présentant un
repliement de type ferrédoxine est représenté en jaune.

Le mécanisme catalytique de transfert de I'unité d’extension est semblable a celui
d’'une protéase a sérine. La sérine catalytique de I'AT est activée par une histidine a
son tour activée par un carbonyle de la chaine principale. La sérine réalise ainsi une
attaque nucléophile sur l'acyl-CoA permettant ainsi le départ du CoA, puis le
groupement thiol du bras phosphopantéthéine de 'ACP attaque I'intermédiaire AT-acyl
(Figure 23).
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Figure 23 : Mécanisme de transfert d’unité d’extension sur ’ACP catalysé par I’AT (Tsai,
et Ames, 2009).

L’histidine catalytique active la sérine catalytique par une catalyse base. La sérine réalise alors
une attaque nucléophile au niveau du groupement thioester, provoquant ainsi le départ du
CoA. Ensuite, le groupement thiol du bras phosphopantéthéine de I'ACP attaque l'unité
d’extension au niveau du méme carbone, réaction catalysée par une catalyse acide de
I'histidine permettant la régénération de la sérine catalytique. Il est a noter que les charges sur
les intermédiaires sont stabilisées par un des NH peptidiques.

La spécificité des AT pour les unités d’extension est corrélée a des motifs présents
au sein du site actif (Haydock, et al., 1995). Les AT spécifiques pour le malonyl-CoA
présentent des motifs GHS(I/V)G et HAFH alors que les AT spécifiques pour le (2S)-
méthylmalonyl-CoA (Marsden, et al., 1994) arborent un motif GHSQG et YASH ou les
résidus catalytiques sont indiqués en gras (Yadav, et al., 2003 ; Starcevic, et al., 2008).
Cependant, des mutations de ces motifs dans le but d’altérer la spécificité n’ont pas
entrainé un changement complet dans la sélection de I'unité d’extension, indiquant que
d’autres élément contribuent a la spécificité des AT (Del Vecchio, et al., 2003). Les
motifs permettant la sélection des autres unités d’extension restent encore a étre
déterminés, ce qui pourrait permettre en théorie la conversion de la spécificité des AT
par des approches rationnels. Ceci s’avére toutefois relativement compliqué puisque

la spécificité semble liée a plusieurs motifs.
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3. Les domaines kétosynthase

Les domaines KS catalysent la formation de liaison carbone-carbone entre l'unité
d’extension et la chaine en élongation. Cette réaction est catalysée par des domaines
d’environ 430 résidus. Les KS ont un repliement typique des thiolases avec une
architecture o/p/a/B/a. lls sont dimériques, avec une interface d’interaction étendue
entre les deux monomeres qui est principalement assurée par l'intermédiaire de deux
feuillets B (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007 ; Bretschneider, et al., 2013) (Figure
24).

Figure 24 : Structure du KS-linker (PDB : 4KC5, Bretschneider, et al., 2013).

Le dimére de KS est représenté en orange et la cystéine catalytique en bleu. Bien qu’il s’agisse
d’une KS de PKS de type trans-AT, le linker séparant habituellement le KS de 'AT est tout de
méme présent et est représenté en jaune. Il est proposé que ce linker puisse servir d’'ancrage
a I'AT devant interagir en trans avec le domaine ACP (Tang, et al., 2004).

Le mécanisme catalytigue a été déterminé pour la KS de la FAS animal.
Néanmoins, étant donnée la forte homologie avec les domaines KS des PKS, il est fort
probable pour qu’il soit identique chez les PKS. La réaction est permise grace a une
triade catalytique composée d’une cystéine d’'un motif TxCSS et de deux histidines des
motifs HGTGT et KSNIGHT. La cystéine se situe a I'extrémité d’'une longue hélice a,

une autre hélice pointant également sur elle, ce qui permet de diminuer le pKa et donc
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d’activer la cystéine. Celle-ci peut donc attaquer la chaine en élongation alors située
sur le groupement phosphopantéthéine de 'ACP du module précédent. Une fois
acylée, la KS catalyse la décarboxylation de l'unité d’extension portée par 'ACP du
méme module que le KS (Witkowski, et al., 2002). Il est a noter que la mutation de la
cystéine catalytique en glutamine mime I'état acylé du domaine KS et par conséquent,

active son activité décarboxylase (Witkowski, et al., 1999).

La décarboxylation de l'unité d’extension permet la création d’'un carbone
nucléophile qui réagit alors avec le carbone électrophile de la fonction thioester de la
chaine en élongation liée a la cystéine du KS, permettant la régénération de cette
derniére (Figure 25).

Des études par microscopie électronique a transmissions de Bacillus subtilis ont
révélé des masses denses a proximité de la membrane plasmique. Ces masses
semblables a des organelles correspondraient a des amas de PKS synthétisant la
bacillaene, un inhibiteur de la synthése protéique chez les eucaryotes (Straight, et al.,
2007). Récemment, la résolution de 9 structures de domaines KS provenant de divers
PKS trans-AT a mis en évidence un motif appelé LINKS (Laterally-Interacting
Ketosynthase Sequence) (Gay, et al., 2016). Ce motif serait situé au sein du linker KS-
AT, qui sert d’adaptateur pour permettre linteraction de la protéine AT avec les
difféerents modules a acyler. Le motif LINKS au sein de ce domaine linker permettrait
l'interaction entre les différents KS via des interactions ioniques et hydrophobes, ce
qui permettrait la formation des mégacomplexes décrit par microscopie chez B.
subtilis. Cependant, ces interactions n'ont été identifiées que dans les structures

cristallographiques et pourraient représenter un artefact de cristallisation.
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Figure 25 : Réaction de condensation de type Claisen catalysée par le domaine KS

(d’aprés Witkowski, et al., 2002, adapté par KJ Weissman).

La cystéine activée attaque le carbone électrophile de I'unité d’extension porté par I'ACP.1.
Une fois acylée, une histidine va jouer le réle de catalyseur basique générale pour activer une
molécule d’eau, qui va dés lors attaquer le groupement carboxylate de 'unité d’extension porté
par 'ACP,. L'intermédiaire tétraédrique résultant est alors stabilisé par les deux histidines, et
s’ensuit une décarboxylation avec libération de bicarbonate. Le carbone nucléophile formé par
la décarboxylation va attaquer le groupement thioester de la chaine en élongation porté par la
cystéine du KS afin de former une liaison carbone-carbone. La chaine en élongation, ainsi
allongée d’une unité acyle, se retrouve alors sur le bras phosphopantéthéine de 'ACP..
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4. Les domaines kétoréductase

Les domaines KR catalysent la réaction d’oxydation de la fonction cétone, située
en position B du polykétide en cours de synthése, en hydroxyle. Ces domaines sont
responsables de la stéréochimie des polykétide puisque la réduction du groupement
B-céto en B-hydroxy est stéréospécifique. On note en effet deux types de KR, le type
A qui conduit a la formation d’'un hydroxyle de configuration S et le type B qui catalyse
la formation d’un hydroxyle de configuration R (Caffrey, 2003). En outre, certaines KR
catalysent également I'’épimérisation des substituants en o (Keatinge-Clay, 2007 ;
Garg, et al.,, 2014). La direction d’entrée du substrat dans le site actif de la KR et sa
position par rapport au NADPH serait a la base de la stéréochimie du carbone B
(Siskos, et al., 2005). Le contréle de la stéréochimie du carbone o a soulevé davantage
de questions. En effet, trois domaines interviennent dans la stéréochimie des
substituants en o : le domaine AT de par la sélection d'unités d’extension
stéréospécifiques (le (2S)-méthylmalonyl-CoA est toujours sélectionné et non
lisomere (2R) (Marsden, et al., 1994)), le domaine KS qui catalyse la condensation de
Claisen avec une inversion de configuration (Weissman, et al.,, 1997), et enfin le
domaine KR. Effectivement, certaines KR catalyse une réaction d'épimérisation,
modifiant la configuration D-méthyl résultante de la condensation en L-méthyl (Garg,
etal., 2013 ; Garg, et al., 2014). Cependant, aucune preuve au niveau moléculaire n’a
encore été établie quant au mécanisme de cette épimérisation, méme si la tyrosine et
la sérine catalysant la réduction semblent également impliquée dans I'épimérisation
(Xie, et al., 2016). Les KR sont donc rangées en 6 classes, selon leur stéréospécificité,
leur activité épimérase, voire selon leur absence d’activité réductase : les classes A1
et B1 qui ne présentent pas d’activité épimérase, A2 et B2 qui ont une activité
épimérase, C2 qui a simplement une activité épimérase et C1 qui est complétement
inactives a cause d’'une mutation dans le motif de fixation du NADPH et enfin, A0 et

BO lorsqu’aucun substituant n’est présent en position a (Keatinge-Clay, 2007).

Les KR sont des domaines monomériques, d’environ 450 acides aminés. lls se
composent de deux sous-domaines : un domaine catalytique d’environ 250 acides
aminés et un domaine structural d’environ 200 résidus. Ces deux sous-domaines sont
relativement identiques, étant tout deux composés d’'un Rossmann fold et présentant

un repliement de type déshydrogénase/réductase a courte chaine (SDR). Par
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conséquent les KR sont souvent considérés comme étant des pseudo-dimeres (Figure
26).

’ " Z .
L arEW) catalytic
T J

N

Figure 26 : Structure du domaine KR du module 2 de la PKS synthétisant
I'amphotéricine (PDB : 3MJS (Zheng, et al., 2010), tirée de Keatinge-clay, 2012).

Le domaine KR est composé d’'un domaine structural (en gris) et d’'un domaine catalytique
capable de fixer du NADPH/NADP+.

La catalyse implique une tétrade catalytique composée d’une tyrosine qui joue le
rble de catalyseur acide général. Une lysine et une glutamine servent de relais de
protons impliquant également le co-facteur NADPH et une molécule d’eau, ce qui
permet d’abaisser le pKade la tyrosine. Enfin, une sérine permet de stabiliser la charge
négative qui se développe sur l'oxygene du polykétide durant la catalyse, et
d’augmenter le caractére électrophile du groupement cétone (Tsai, et Ames, 2009 ;
Keatinge-Clay, et Stroud, 2006 ; Keatinge-Clay, 2007) (Figure 27).
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Figure 27 : Mécanisme catalytique des domaines KR (tiré de Tsai, et Ames, 2009).

Le NADPH transfert un hydrure au niveau du carbone B du polykétide en élongation porté par
'ACP. Une tyrosine du domaine KR joue alors le réle de catalyseur acide et céde un proton
pour stabiliser 'oxyanion généré par la réduction. Cette tyrosine sera ensuite régénérée par
un relai de proton impliquant une lysine, une glutamine, I'hydroxyle du ribose, ainsi que quatre
molécules d’eau.

5. Les domaines déshydratase

Le domaine DH intervient suite a la réduction de la cétone en hydroxyle par la KR.
Il catalyse la déshydratation de I'hydroxyle du polykétide en élongation afin de former
une double liaison entre les carbones o et B. Ce sont des domaines dimériques
d’environ 280 résidus qui présente un repliement dit en « double hot dog » dans lequel
deux hélices centrales sont flanquées de deux feuillets B (Dillon et Bateman, 2004 ;
Keatinge-Clay, 2008 ; Akey, et al., 2010 ; Gay, et al., 2013) (Figure 28).
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Figure 28 : Structure du domaine DH du module 4 de DEBS (PDB : 3EL6 (Keatinge-Clay,
2008).

Les domaines DH présentent un repliement en double hot-dog dans lequel les deux hélices
centrales forment la saucisse et les deux feuillets flanquant, le pain. Les résidus aspartate et
histidine impliqués dans la catalyse sont représentés en sphere.

Au vu des structures, deux résidus seraient impliqués dans la catalyse : une
histidine, qui va jouer le rble de catalyseur base pour capter un hydrogéne du carbone
o, et un aspartate, qui agit en tant que catalyseur acide général, pour transmettre un
proton au groupement hydroxyle, afin de faciliter son départ sous forme d’'une molécule
d’eau (Leesong, et al., 1996 ; Keatinge-Clay, 2008) (Figure 29). Cependant, sur la
base de mutagenéses dirigées, il semblerait que seule I'histidine serait nécessaire a
la catalyse (Labonte, et Townsend, 2013). La structure d’'une hydratase, qui catalyse
donc la réaction inverse, mais avec le méme repliement en double hot-dog que les
DH, semble également indiquer que seule I'histidine jouerait le réle de catalyseur a la
fois base et acide (Koski, et al., 2004).
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Figure 29 : Mécanisme catalytique proposé pour le domaine DH du module 4 de DEBS
(tiré de Tsai et Ames, 2009).

L’His44 joue le role de catalyseur basique général pour déprotoner le carbone o du polykétide
lié a TACP. L’Asp206 sert de catalyseur acide général pour transmettre un proton a I'’hydroxyle
pour favoriser son élimination sous forme d’H>O. Le dipdle créé par I'hélice 1 polarise
également le groupement hydroxyle, ce qui facilite son élimination. La stéréochimie du
carbone (3 serait en partie contrblée par le domaine KR, ce qui induit la configuration cis ou
trans de I'énoyl résultant ou pourrait étre di a un mécanisme d’entrée du substrat différent
dans les deux cas. Une isomérisation d’une double liaison trans pourrait également expliquer
I'apparition de doubles liaisons cis. (KJ. Weissman, a paraitre)

6. Les domaines énoyl réductase

Les domaines ER interviennent dans la réduction stéréospécifique de la double
liaison trans-a, formée par le domaine DH. Ce sont les domaines les moins étudiés
a I'heure actuelle, en dehors des domaines MT, vraisemblablement a cause de leur
faible fréquence d’apparition au sein des modules PKS. Ce sont des domaines
d’environ 310 acides aminés qui appartiennent a la famille des
déshydrogénase/réductase a courte chaine (MDR), et qui sont des enzymes a
cofacteur NADP(H).

Les domaines ER présentent la particularité d’étre dimérique chez les FAS et
seraient monomériques chez les PKS (Zheng, et al., 2012). lls sont composés de deux
sous-domaines : un sous domaine de fixation de nucléotide, d’environ 140 acides
aminés se structurant en Rossmann fold, qui va permettre de fixer le co-facteur
NADPH, et un sous-domaine de fixation du substrat d’environ 170 résidus (Zheng, et
al., 2012 ; Ames, et al., 2012) (Figure 30).
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Figure 30 : Structure du domaine ER de la PKS synthétisant la spinosyne (PDB : 3SLK :

Zheng, et al., 2012).
Le sous-domaine de fixation du NADP(H) est représenté en bleu et le sous-domaine de
fixation du substrat en rouge. Le site actif de 'ER se situe a l'interface entre les deux sous-

domaines.

La catalyse implique un résidu aspartate, et une lysine ou une tyrosine.
L’implication de I'un ou I'autre de ces résidus va contréler la stéréochimie de la réaction
donnant naissance a un carbone o avec un substituant en orientation D ou L (Kwan, et

al., 2008 ; Kwan, et Leadlay, 2010 ; Zheng, et al., 2010) (Figure 31).
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Figure 31 : Mécanisme catalytique des domaines ER (tiré de Keatinge-Clay, 2012).

Le NADPH va transférer un hydrure au niveau du carbone 38 du polykétide porté par 'ACP afin
de former un intermédiaire énolate. Ensuite la tyrosine (ou la lysine située de l'autre c6té du
substrat) va jouer le rble de catalyseur acide pour céder un proton au carbone o ce qui va
permettre de former un acyl saturé.
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7. Les domaines méthyltransférase

Ces domaines monomériques d’environ 320 acides aminés catalysent la réaction
de transfert d’'un groupement méthyle du co-facteur SAM vers le carbone o du
polykétide. Ces domaines sont extrémement rares chez les PKS de type cis-AT. En
revanche, ils permettent de compenser le manque de diversité dans le choix des unités
d’extension chez les PKS itératives et les PKS de type trans-AT, chez lesquels il est

fréquent de retrouver ce domaine.

Il est composé de deux sous-domaines : un sous-domaine de 130 acides aminés
en N-terminal qui lie le substrat et un domaine de 190 résidus en C-terminal qui fixe le
co-facteur SAM (Vidgren, et al., 1994 ; Maier, et al., 2008) (Figure 32). A ce jour, seul
des données structurales sur les domaines MT de FAS sont disponibles, aucune

structure de ce domaine chez les PKS n’ayant encore été résolue.

Figure 32 : Structure du domaine MT de la FAS porcine (PDB : 2VZ9 ; Maier, et al., 2008).
A gauche, coloré en vert, se trouve le domaine de fixation du SAM (le motif conservé
D/ExGxGxG est coloré en rouge), et a droite coloré en vert pistache, se trouve le domaine de
fixation du substrat.

Le mécanisme de transfert exact du groupement méthyle depuis le SAM jusqu’au
polykétide en extension n’est pas encore connu, de méme que le mécanisme

d’activation du carbone o du polykétide qui doit subir une déprotonation pour le rendre
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nucléophile (Figure 33). De méme, la méthylation pourrait se faire sur l'unité
d’extension attachée a ’ACP ou bien consécutivement a la réaction de condensation
catalysée par le domaine KS. Cette derniére voie semble étre la bonne, puisque, en
plus de présenter une chimie plus favorable (le proton sur le carbone a est plus acide
suite a la condensation), des expériences de LC-MS n’ont pas permis de mettre en
évidence une augmentation de masse du malonyl-ACP mais ont permis au contraire
d’identifier une méthylation du B-kétoacyl-ACP (Wagner, et al., 2016).

0 (© o © o o
, .
R1)J}6”\S,»ACP - R)Hy\ks,»/\cp T AN s ACP
RZPLZB—( NH, Rz/\'HB—( NH, %" uB—{( NH,
™
SENEs S I SU R s o 18 GUNEs
BUC SIS ST S NS PUNRe S
+NH, o +NH, \%2?‘ +NH, 0
OH OH SAM OH OH SAM OH OH SAH

orof- oj\;i of;
Figure 33 : Mécanisme putatif d’a-méthylation catalysée par les domaines MT (tiré de
Keatinge-Clay, 2012).
Un catalyseur basique général viendrait capter un proton au niveau du carbone o pour activer

son caractere nucléophile, ce qui lui permettrait de réagir avec le centre électrophile du SAM
et ainsi de récupérer le groupement méthyle.

8. Les domaines thioestérase

Ce sont des domaines de 240 a 290 acides aminés généralement fusionnés a
'extrémité C-terminale du dernier module de la PKS. La plupart des domaines TE
catalysent la cyclisation intramoléculaire des polykétides afin de libérer la chaine en
fin de synthése pour former une macrolactone. En revanche certains TE catalysent la
libération du polykétide par hydrolyse, ce qui génére alors un polykétide linéaire qui

peut étre ensuite cyclisé par une enzyme post-PKS.

Certains type de TE (appelés TE de type Il) constituent des protéines discretes
agissant en trans pour catalyser I'hydrolyse de produits aberrants qui serait susceptible
de bloquer la machinerie de synthése de la PKS. Ces TE, aussi appelés « proof-
reading », permettent ainsi de régénérer la PKS qui serait sinon inhibée (Heathcote,
et al., 2001 ; Schwarzer, et al., 2002 ; Yeh, et al., 2004).
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Les domaines TE des PKS de type | modulaires sont dimériques (Tsai, et al.,
2001 ; Tsai, et al., 2002 ; Scaglione, et al., 2010) alors que ceux des PKS de type |
itératives et des FAS semblent monomériques (Chakravarty, et al., 2004). lls
présentent un repliement de type o/ hydrolase composé de huit feuillets B et de six
hélices a. Un long canal d’entrée du substrat traverse la protéine de part en part. Le
site actif, situé au milieu de ce canal, comprend une triade catalytique composée d’'un
aspartate, une histidine et une sérine. Une longue boucle en périphérie forme un
couvercle permettant la liaison du substrat. De plus, chez les PKS de type | modulaires,
deux hélices en N-terminal riches en leucines permettent la dimérisation des TE
(Figure 34) (Tsai, et al., 2001 ; Tsai, et al., 2002 ; Scaglione, et al., 2010).

Figure 34 : Structure du domaine TE de DEBS (PDB : 1KEZ ; Tsai, et al., 2001).

Le domaine TE se dimérise par l'intermédiaire de deux hélices o en N-terminale. Les résidus
Ser, His et Asp de la triade catalytique sont indiqués en rouge. La boucle a proximité du site
actif sert de site de liaison au substrat.

Le mécanisme de formation de la macrolactone est similaire a celui des domaines
AT, a l'exception de la deuxieme étape puisque [Iattaque nucléophile sur
lintermédiaire acyl-enzyme ne se fera pas par le thiol du groupement

phosphopantéthéine mais par un hydroxyle du polykétide (Figure 35).
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Figure 35 : Mécanisme catalytique général des domaines TE (tirée de Keatinge-Clay,
2012).

La sérine catalytique, activée par l'histidine, réalise une attaque nucléophile au niveau du
groupement thioester formé par le polykétide lié a 'ACP. En régle générale, pour la seconde
étape, I'histidine va cette fois activer un groupement hydroxyle préalablement formé au cours
de la synthése. Ce groupement va alors a son tour réaliser une attaque nucléophile au niveau
de l'intermédiaire acyl-enzyme entrainant ainsi la macrocyclisation du polykétide.

VI. Organisation structurale des modules PKS

Il est clair qu'une structure tridimensionnelle d’'un module ou d’une sous-unité
multi-modulaire pourrait révolutionner notre compréhension des systémes PKS.
Pourtant, peu d’informations structurales sur les PKS sont disponibles a ce jour, et ceci
est encore plus véridique pour le type trans-AT. En effet, aucune structure
cristallographique d’'un module PKS n’a pu étre obtenue a ce jour, vraisemblablement
a cause de la flexibilité intrinséque de ces protéines. Cependant, une structure d’'une

PKS itérative a également été résolue récemment (Herbst, et al., 2016).

Dés lors, la structure de la mFAS porcine résolue a 3.2 A de résolution (voir 11.2) a

fourni de précieuses informations au niveau structural sur les PKS de type |.
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1. La structure de la mFAS comme modele pour les PKS de
type | ?

En effet, du fait de leur forte homologie, on serait en droit de penser que la structure
d’'un module de PKS de type | — et plus particulierement un module comportant le panel
entier de domaines réducteurs — serait identique a celle de la mFAS.

Les structures des domaines de PKS résolues a ce jour vont dans ce sens puisque
la plupart d’entre elles sont sensiblement identiques pour les deux synthases. C’est
également le cas des structures du didomaine KS-AT des modules 3 et 5 DEBS
résolue a 2.7 A de résolution (Figure 36) (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007). La
structure des deux domaines, ainsi que la topologie du didomaine sont quasiment
identiques a celles retrouvées dans la portion catalysant la condensation chez la mFAS
(KS-MAT). Une superposition au niveau du KS des deux structures ne montre qu’un

décalage de 10° de la position de I'AT par rapport au domaine KS.

RO
ST ks

Figure 36 : Structure du KS-AT du module 3 de DEBS (tiré de Tang, et al., 2007).

Le domaine KS dimérique occupe une place centrale (bleu). Le domaine AT se situe de part
et d’autre du dimére de KS (vert). Un linker structuré (aussi appelé domaine adaptateur) relie
le KS a I'AT (jaune) et est également constitué d’'une portion du linker (en rouge) reliant AT
au domaine suivant.

L’organisation du domaine KR est également similaire chez les deux synthases.
En effet, pour ce dernier, on retrouve un domaine KR catalytique et un domaine yKR
qui présente une fonction plutoét plus structurale, et ceci a la fois chez les PKS
(Keatinge-Clay, et Stroud, 2006) et chez la mFAS (Maier, et al., 2008).
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En revanche, la résolution de structures d’autres didomaines PKS a permis de
mettre en évidence des différences entre les deux synthases. C’est notamment le cas
pour le domaine ER qui est dimérique chez la mFAS et qui est clairement
monomérique dans la structure du didomaine KR-ER (Zheng, et al., 2012). A contrario,
le domaine TE est monomérique chez les FAS et se trouve étre dimérique chez les
PKS de type | modulaires (Tsai, et al., 2001 ; Chakravarty, et al., 2004 ; Akey, et al.,
2006). De plus, I'interface de dimérisation des DH de PKS est également différente de
celle des DH de FAS (Keatinge-Clay, 2008 ; Akey, et al., 2010). Ces différences, en
plus du fait que les PKS sont des systemes multimodulaires et non itératifs comme la
FAS, ont alors permis de proposer un nouveau modele pour les PKS de type | (Zheng,
etal., 2012).

Dans ce nouveau modéle, l'interface de dimérisation plus « aplatie » du domaine
DH ainsi que I'état oligomérique du domaine ER permettent de faciliter 'acces de ’ACP
a ces domaines, d’autant plus que 'ACP, par rapport aux FAS, doit a la fois pouvoir
interagir avec les domaines du méme module mais également avec le KS du module

suivant (Figure 37).
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a Mammalian FAS

b Multimodular PKS

&)

@

To module 4

From module 1

Module 3

Figure 37 : Modéle d’organisation PKS extrapolé a partir de la structure de la mFAS (tiré
de Zheng, et al., 2012).

(a) La structure de la mFAS se dimérise par I'intermédiaire des domaines KS, DH et ER. La
position de 'ACP et du TE, bien que non attribuée de facon certaine, doit étre a I'extrémité du
linker en C-ter du domaine KR.

(b) Les structures des domaines et didomaines PKS ont permis d’établir un modéle
d’organisation pour les PKS de type | modulaires dans lequel le domaine ER serait
monomeérique et rejeté vers I'extérieur de la chambre réactionnelle. La présence d’'une ER
dimérique chez les PKS pourrait en effet empécher 'ACP d’interagir avec le KS du module
suivant.
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2. Structure cristallographigue d’une PKS itérative

La structure d'une PKS itérative responsable de la synthése de [I'acide
micocérosique a été récemment résolue (Herbst, et al., 2016). Cette PKS présente un
mode de fonctionnement itératif, analogue aux FAS mais présente une forte homologie

de séquence avec les PKS modulaires.

La structure a en fait été résolue en deux parties distinctes. Tout d’abord, le
didomaine KS-AT a été résolue & 2,2 A de résolution. Celui-ci présente un repliement
similaire a ceux résolus auparavant (Tang, et al, 2006 ; Tang, et al., 2007 ;
Bretschneider, et al., 2013), a I'exception prés que la structure du KS-AT de la
synthase de 'acide micocérosique (MAS) réveéle un monomeére, et non un dimeére. Bien
qu’un équilibre monomeére-dimere existe en solution, un Kq de 0,4 mM a été déterminé

par ultracentrifugation (Herbst, et al., 2016).

La structure de la région de modification, comportant les domaines DH, WKR, KR
et ER, a été résolue a 3,75 A de résolution. Dix-huit chaines polypeptidiques sont
présentes dans 'unité asymétrique. Tout comme les PKS modulaire, et par opposition
aux FAS, aucun domaine WME n’est présent chez la MAS. Comme chez la mFAS, le
domaine ER est dimérique, et participe, avec le domaine DH, a la dimérisation de la
région de modification.

Un modele regroupant les deux sous-ensembles a alors été proposé (Figure 38).
Celui-ci est trés similaire a la structure de la mFAS. En effet, tout comme la mFAS,
deux chambres réactionnelles sont formées. Cependant, il s’agit la encore de la
structure d’'une synthase itérative, et bien que cette structure soit proposée comme
représentative des PKS modulaires, un certain nombre de questions restent en
suspens. En effet, les auteurs ont résolu la structure de la portion de condensation et
de modification séparément. Or, cela souléve la question de la relevance de chacune
des structures au sein de 'ensemble de la PKS.

De plus, chez la MAS, le domaine ER comporte un motif de dimérisation plus long
que chez la majorité des PKS modulaires (Keatinge-Clay, 2016). De plus, pour les
modules n’étant pas situés aux extrémités C-terminales des sous-unités, la modularité
entraine un lien covalent entre 'ACP et le KS du module en aval. Le linker, d’environ

15 a 20 résidus reliant ces deux domaines seraient alors trop court pour permettre a
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I'ACP d’interagir avec tous ses partenaires (KS, AT, KR, DH, ER du méme module et
KS du module suivant) (Keatinge-Clay, 2016).

Figure 38 : Modéle proposé sur la base des structures du KS-AT et de la région de
modification de la MAS (Herbst, et al., 2016).

3. Etat des connaissances sur les réarrangements

conformationnels associés a la catalyse

En paralléle de mes travaux de thése, deux études ont eu permis de résoudre la
structure a faible ou moyenne résolution de modules entiers de PKS (Dutta, et al.,
2014 ; Edwards, et al., 2014). Dans cette partie seront présentées ces études parues

au méme moment que notre publication, détaillées dans la partie résultat.
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A) Structure d’un module entier par cryo-microscopie

électronique (cryo-EM)

La structure cryo-EM de la sous unité PikAlll de la PKS synthétisant la pikromycine
chez S. venezuelae (Dutta, et al., 2014) contredit le modéle de la PKS (Zheng, et al.,
2012). La chaine polypeptidique PikAlll ne comporte qu'un seul module, le module 5
de la PKS, qui doit donc interagir en trans a la fois avec le module précédant et le
module suivant. Ce module est composé des trois domaines nécessaires a la
condensation (AT, KS, ACP), d’'un domaine KR et de deux interfaces de docking

permettant I'interaction avec les modules partenaires.

Plusieurs structures représentant différents stades de la catalyse ont été résolues
entre 7 et 11 A de résolution, ce qui leur a permis de positionner des structures a haute
résolution de domaines homologues dans les cartes obtenues. L'ensemble est
dimérique par I'intermédiaire du domaine KS et, contrairement a ce qui était proposé
jusqu’alors, les domaines forment une arche. En effet, les domaines AT et KR sont
positionnés consécutivement en dessous du KS dimérique. Cette organisation donne
ainsi naissance a une seule chambre réactionnelle et non deux comme ce qui était
proposé a partir de la structure de la mFAS. Cette conformation est également en
contradiction avec les structures des di-domaines KS-AT des modules 3 et 5 de DEBS
dans lesquelles les domaines AT flanquent directement le KS (Tang, et al., 2006 ;
Tang, et al., 2007). Le linker KS-AT doit donc avoir une conformation différente de
celle adoptée dans les structures cristallographiques afin d’aboutir a cette
organisation. L’ACP holo (modifié par I'ajout du bras phosphopantéthéine), qui peut
étre clairement identifié dans la carte EM, adopte deux positions : la premiére proche
du KR et la deuxiéme proche de I'AT, les deux retrouvés dans les mémes proportions
(Figure 39).
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Conformeére 1 Conformeére 2

Figure 39 : Structure cryo-EM de PikAlll sous forme holo (adapté de Dutta, et al., 2014).
Représentation de la structure cryo-EM de PikAlll en solide ou en transparent avec les
structures a haute résolution positionnées au sein de la carte EM. L’ensemble s’agence en
forme d’arche, le domaine KS dimérique formant le déome et les domaines AT et KR se
positionnant consécutivement en dessous. L’ACP (en orange) se trouve en contact soit avec
le domaine KR (en violet) (conformére 1) ou avec le domaine AT (en vert) (conformeére 2).
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lls se sont ensuite intéressés aux changements conformationnels nécessaires a
la catalyse (Whicher, et al., 2014). Pour cela, ils ont modifié tour a tour chacun des
domaines ou des combinaisons de domaines avec I'objectif de bloquer le module a
différentes étapes de la catalyse et analyser les changements de conformation par
cryo-EM. Tout d’abord, dans le but de comprendre comment le KSs du module
discrimine entre 'ACPs avec qui il interagit en cis, et TACP4 avec qui il doit interagir en
trans, ils ont réalisé une protéine de fusion entre 'ACP4 et PikAlll(AACPs) dans
laquelle 'ACPs de PikAlll a été délété pour 'empécher d’interférer dans I'interaction
du KSs avec 'ACP du module précédent. lls ont ensuite modifié 'ACP4 avec un
pentakétide, son ligand naturel, et ce en utilisant une PPT de spécificité large : la Svp
(Du, et al., 2001). La cystéine du domaine KS a également été mutée pour empécher
le transfert du pentakétide. Ainsi ’ACP4 semble venir se docker contre le KSs du coté
opposé a la chambre réactionnelle, ce qui permettrait au KS de discriminer les deux
ACP (Figure 40, conformation 1-2). Il est a noter que lorsque 'ACP4 n’est pas modifié
avec le pentakétide, il n’interagit pas avec le KSs ce que suggere que la présence du

substrat est nécessaire afin d’établir une interaction stable.

Chargement de
I'’ACP, avec I'unité

d’extension
(KS, modifié)

Condensation
(AT, et ACP,
modifiés)

Transfert de chaine
(ACP, modifié ;
KS, C209A)

Holo PikAlll

Conformation 1 Conformation 1-2 Conformation 2 Conformation 3

Kétodéduction
(KS,, AT, et ACP,
modifiés)

Cycle complet
(KS,, AT, et ACP, modifiés)

Conformation 5 Conformation 6

Conformation 4

Figure 40 : Conformations adoptées par PikAlll au cours de la catalyse (adapté de
Weissman, 2015).

Le domaine KS est représenté en bleu, 'AT en vert, la KR en violet et '’ACP en orange. Les
molécules servant a la modification des domaines sont indiqués pour chaque conformation.
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lls ont ensuite acétylé spécifiquement le domaine KSs mimant ainsi la présence du
substrat dans le site actif. Dans cet état, 'ACPs vient interagir avec le domaine ATs.
Cet état ou le KSs est acylé avec la chaine en extension et non I'ATs et ’ACPs avec
des unités d’extension, n’est sans doute pas relevant d’un point de vue physiologique,
et 'ACPs vient se placer a proximité de I'ATs pour étre acylé. Ceci constituerait en
quelque sorte un état d’'urgence afin d’acyler rapidement 'ACPs (Weissman, 2015)
(Figure 40, conformation 2). Il est également trés étonnant de voir que la KRs opérerait

une rotation de presque 180° par rapport a la conformation précédente.

Afin de mimer la réaction de condensation, 'ACPs et I'ATs ont été modifiés. Le KSs
n'a pas été acylé pour ne pas déclencher la réaction de condensation. L’ACPs se
positionne alors juste en dessous du domaine KSs, la sérine canonique de 'ACPs se
trouvant a une vingtaine d’angstroms du site actif du KS, distance qui peut étre

couverte par le bras phosphopantéthéine (Figure 40, conformation 3).

lIs sont ensuite parvenus a modifier ’ACPs avec un hexakétide sous forme cétone
au niveau du carbone 3. Ceci mime le polykétide aprés I'étape de condensation qui
doit alors subir une réduction par le domaine KRs. Il est a noter que leur protocole de
modification de '’ACPs induit aussi la modification de I’ATs et du KSs, ce qui n’est pas
strictement relevant d’'un point de vue physiologique (Weissman, 2015). L’ACPs ainsi
modifié va venir interagir avec le KRs, en se fixant entre I'ATs et le KRs, et plagant ainsi
la sérine de ’ACPs a 19 A du site actif du KRs qui est & nouveau dans une conformation
retournée (Figure 40, conformation 4).

En incubant la construction précédente avec du NADPH, les auteurs ont pu obtenir
le produit final du module. Une fois la cétone réduite par le domaine KRs, TACPs se
place directement sous le KRs afin de faciliter 'échange de la chaine en élongation
avec le module suivant (Figure 40, conformations 5 et 6).
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B) Organisation structurale d’'un module et bi-module par
SAXS

La deuxieme étude avait pour but de résoudre dans un premier temps la structure
a faible résolution par SAXS du module 3 de DEBS fusionné au domaine TE. Cette
construction permet en effet la synthése d’un trikétide. Cela permet alors d’étudier les
réarrangements conformationnels durant la catalyse en utilisant une construction de
taille modérée. lls ont ensuite résolu par la structure a faible résolution du bi-module 5
et 6 constituant la sous-unité DEBS 3 (Edwards, et al., 2014).

Leur stratégie a tout d’abord consisté a analyser par SAXS les domaines
constituant ces modules pour lesquels des structures a haute résolution étaient
disponibles. lls ont donc enregistré des données SAXS pour le di-domaine KS-AT,
'ACP2, la KR1 et le domaine TE. Cela a permis de mettre en évidence que les
structures a haute résolution sont en adéquation avec les données SAXS. lls ont
ensuite analysé une construction dans laquelle le domaine TE est fusionné en C-
terminale de ’ACP du module 3, une construction nommée M3+TE. Par modélisation
en corps rigide, ils sont parvenus a proposer trois modeles rendant compte des
données SAXS suggérant I'existence de plusieurs conformations en solution (Figure
41).

Figure 41 : Modélisation par corps rigide a partir des données SAXS du module 3+TE
de DEBS (tiré de Weissman, 2015).

Le di-domaine KS-AT (en rouge) a été traité en tant que corps rigide lors de la modélisation,
de méme que le pseudo-dimére de KR (en bleu). L’ACP (en violet) se positionne a proximité
du domaine TE (en vert), et ce, dans les trois conformations.

Cette organisation est tres différente de celle obtenue lors des études par cryo-
EM. Cela peut étre di au fait que lors de la modélisation, le KS-AT a été considéré
comme un corps rigide, cela expliquant pourquoi I'AT est positionnée a I'extrémité de
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la chambre réactionnelle (Weissman, 2015). L’ACP est d’ailleurs localisé a distance
des sites actifs des domaines KR, AT et KS, et ne peut de cette fagon interagir qu’avec
le domaine TE. De plus, cette différence peut aussi étre une conséquence de la
troncature des données SAXS a de faibles valeurs de q (g=0.15 A"') ce qui limite la

résolution a environ 40 A.

Les auteurs ont également résolu la structure a faible résolution de DEBS 3,
composé des modules 5, 6 et du domaine TE. La position des domaines semble
identique a celle du M3+TE, mais les deux modules sont tournés I'un par rapport a

l'autre selon un angle de 70°.

L’'un des objectifs de ma thése était de résoudre la structure a faible
résolution d’'un module de PKS de type trans-AT. Le module 5 de la PKS
synthétisant la virginiamycine (Figure 16) constituait I’objet de cette étude. Ce
module est composé de trois domaines (un KS et deux ACP), et constitue un
bon modéle pour comprendre les interactions entre les ACP et le domaine KS.
Les caractéristiques du module 5 et les raisons de son choix comme modele
d’étude seront développés dans la partie I1X.1.

En plus de comprendre les interactions entre domaines au sein d’'un module, il est
également primordial d’étudier comment s’effectue la communication entre les

différentes sous-unités constituant les PKS.

VII. Les domaines de docking : gardiens de la continuité et

de I'ordonnancement de la synthése des polykétides

Les interactions entre les différents modules composant la PKS sont capitales pour
assurer la synthése compléte du polykétide. En effet, le polykétide en cours de
synthése doit étre transféré d’'un module a I'autre, passant alors du domaine ACP au
domaine KS du module suivant. Cet échange impligue uniquement ces deux
partenaires lorsqu’il se fait en cis (donc lorsque les modules sont portées par la méme
sous-unité), mais devient plus complexe lorsqu’il s’effectue entre deux sous-unités.

Dans ce cas, les interactions doivent étre spécifiques afin d’'empécher le transfert de
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la chaine polykétidique vers une sous-unité portant les modules antérieurs, ou méme
avec une sous-unité provenant d’'un autre systéme PKS au sein de la cellule. Ces
interactions sont médiées, au moins en partie, par de courtes séquences peptidiques

situées en N et C-terminales des sous-unités PKS appelés domaines de docking (DD).

Ces interfaces présentent un grand intérét pour I'approche de biologie synthétique
(Tang, et al., 2000 ; Kittendorf, et Sherman, 2006 ; Menzella, et Reeves, 2007 ;
Menzella, et al., 2007). Comprendre les bases moléculaires de linteraction entre DD
permettrait en effet de pouvoir échanger des sous-unités d’'une PKS par des sous-
unités provenant d’'une autre PKS. D’ailleurs, une étude visant a incorporer chez DEBS
un module provenant d’'une autre sous PKS a été réalisée (Gokhale, et al., 1999). Dans
cette étude, le module 2 de DEBS a été remplacé par le module 5 de la PKS
synthétisant la rifamycine qui dispose de la méme composition en domaine que le
module 2 de DEBS. Le linker naturellement présent entre le module 1 et le module 2,
de méme que le DD en C-terminale du module 2 ont été conservés. Cette PKS hybride

a produit le composé escompté sans perte de rendement (Figure 42).

15 mg/litre de culture

Figure 42 : PKS hybride dans laquelle le module 2 de DEBS a été remplacé par le module
5 de la PKS synthétisant la rifamycine (adapté de Gokhale, et al., 1999)

Dans cette construction, le module 5 de la PKS synthétisant la rifamycine (en orange) est
inséré en conservant le linker entre le module 1 et 2 (en rouge) et le DD entre DEBS 1 et DEBS
2 (en jaune).

L’implication des DD dans le transfert de la chaine polykétidique d’'une sous-unité
a l'autre a ensuite été confirmée par une approche visant a échanger des DD chez
DEBS, créant ainsi des paires non natives (Tsuiji, et al., 2001). Ainsi ils ont testé
I'habileté de la PKS a transférer le polykétide du module 2 au module 3 (de DEBS 1 a
DEBS 2) avec différent couple de DD. Lorsqu’ils étudient ce transfert pour les
constructions comportant le DD en C-terminale du module 2 avec le DD en N-terminale
du module 4 ou le DD en C-terminale du module 4 avec le DD en N-terminale du
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module 3, le transfert reste possible mais est extrémement ralenti. En revanche,
lorsqu’ils reconstituent une paire de DD natifs en employant ceux en C-terminale du
module 4 et en N-terminale du module 5, le transfert du polykétide se fait a une vitesse
comparable a celle de l'interface normale. Ceci démontre que, méme si ce n’est pas
l'unique déterminant du transfert de la chaine polykétidique d’'une sous-unité a l'autre
— les domaines ACP et KS sont aussi impliqués (Wu, et al., 2002) — les DD ont une

importance capitale dans l'interaction des sous-unités PKS entre elles.

La caractérisation biophysique d’'un couple de DD s’est révélée délicate du fait de
la faible interaction entre ces domaines. En effet, la constante de dissociation rendant
compte de l'affinité de ces domaines est de I'ordre de la dizaine de micro molaires
(Whicher, et al.). Ces interactions seraient transitoires au sein de la cellule, ce qui
serait cohérent avec le fait que les sous-unités PKS ne sont pas liées entre elles mais
interagissent de fagon transitoire pour promouvoir le transfert du polykétide en cours
d’élongation. Ceci permettrait également le renouvellement de sous-unités PKS
défectueuses sans avoir recours a la néo-synthése totale d’'une nouvelle PKS, ce qui

couterait beaucoup d’énergie a la cellule.

La caractérisation structurale de couples de DD, ainsi que I'homologie de
séquences, ont permis a ce jour de caractériser trois classes de DD qui seront décrites
dans les chapitres suivants.

1. Les domaines de docking de type 1a

A cause de la faible interaction des DD, des protéines de fusion ont di étre
produite afin de pouvoir résoudre la structure d’un couple de DD en interaction. Il a été
démontré que la fusion des extrémités N et C-terminales des sous-unités PKS
n’altéraient pas I'activité des PKS mais en plus augmentaient la stabilité des protéines
(Squire, et al., 2003 ; Liang, et al., 1993)

Le premier couple de DD caractérisé est celui permettant I'interaction entre les
sous-unités DEBS 1 et DEBS 2, ainsi composé du DD en C-terminale de 'ACP du
module 2 et du DD en N-terminale du KS du module 3 (Broadhurst, et al., 2003). Ces
deux DD ont été fusionnés avec un linker de deux résidus et la structure de cette
protéine de fusion a été résolue par RMN. Le DD en C-terminale de 'ACP est composé

de 80 résidus alors que celui en N-terminale du KS comporte 37 acides aminés. Des
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alignements de séquences, ainsi que des prédictions de structures secondaires, ont
permis de mettre en évidence de nombreuses interfaces de docking similaires, qui
appartiendraient donc au type 1a (Yadav, et al., 2009).

La structure globale comporte deux domaines A et B. Le domaine A est formé des
hélices 1 et 2 en C-terminale de 'ACP. Ce domaine A se dimérise, I'hélice 1
interagissant avec I'hélice 1’ de l'autre monomére et les hélices 2 interagissant
également entre elles. Par analogie avec le facteur de transcription HNF-1 qui possede
un domaine présentant le méme repliement et qui est impliqué dans la dimérisation, le
domaine A est appelé domaine de dimérisation. Les interactions entre les hélices

impliquent principalement des résidus hydrophobes.

Le domaine B est séparé du domaine A par une longue boucle d’environ 10 acides
aminés. Il se compose de I'hélice 3 du DD en C-terminale de 'ACP et de I'hélice 4 du
DD en N-terminale du KS. La longue hélice 4, constituée de 26 résidus, se dimérise
en formant un coiled-coil. De chaque cété de ce coiled-coil viennent interagir les
hélices 3 et 3' du DD en C-terminale de 'ACP. L’ensemble forme donc un fagot de 4
hélices a qui interagissent par I'intermédiaire d’interactions de type hydrophobes mais
aussi par des ponts salins qui vont entrainer une spécificité d’interaction (Figure 43)
(Broadhurst, et al., 2003).
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Domaine A

Domaine B

Figure 43 : Structure RMN des domaines de docking entre DEBS 1 et DEBS 2 (PDB :
1PZQ et 1PZR ; Broadhurst, et al., 2003).

Le DD en C-terminale de 'ACP de DEBS 1 (en rouge et en saumon) est constitué de 3 hélices.
Les hélices 1 et 2 forment le domaine de dimérisation ou domaine A alors que I'hélice 3
interagit avec I'hélice 4 formant le DD en N-terminale du KS de DEBS 2 (en bleu et en cyan)
pour former l'interface de docking ou domaine B. La boucle reliant le domaine A au domaine
B est représentée en pointillés.

2. Les domaines de docking de type 1b

Autrefois appelés DD de type 2, les DD de type 1b présente une organisation
similaire aux DD de type 1a. En effet, ils sont également composés d’'un domaine de
dimérisation constitué de deux hélices, et d’'un domaine de docking a proprement
parlé.

La structure de ce type de DD a été résolue par cristallographie pour le couple de
DD entre les sous-unités 2 et 3 de la PKS synthétisant la pikromycine : PikAll et PikAlll
(Buchholz, et al., 2009). Les auteurs ont tenté de produire une protéine de fusion
incluant a la fois le domaine de dimérisation et le domaine de docking. Cette

construction n’a en revanche jamais pu étre cristallisée, sans doute a cause de la
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flexibilité du linker séparant les deux interfaces. lls ont donc produit une construction
plus courte comportant uniquement l'interface de docking (sans le domaine de
dimérisation). Dans cette construction, le DD en C-terminale de 'ACP est directement
fusionné au DD en C-terminale du KS, sans aucun acide aminé servant de linker. lls
sont parvenus a résoudre la structure cristallographique a 1,75 A de résolution.

L’absence de linker entre les deux DD ne permet pas une flexibilité suffisante pour
que les deux DD interagissent au sein de la méme chaine polypeptidique. lls ont donc
obtenu une structure dans laquelle le DD en C-terminale de I'ACP interagit avec le DD
en N-terminale du KS d’'une deuxiéme protéine de fusion. Comme pour les DD de type
1a, le DD en N-terminale du KS se présente sous la forme d’une longue hélice o
formant un coiled-coil. Le DD en C-terminale de 'ACP présente une hélice plus courte
que celle des DD de type 1a. Cependant, une courte hélice supplémentaire est
présente et vient se placer dans la jonction du coiled-coil (Figure 44).

Figure 44 : Structure cristallographique de la fusion des DD entre PikAll et PikAlll (PDB :
3F5H ; Buchholz, et al., 2009).

A : Les interactions entre le DD en C-terminale de PikAll (en rouge) et le DD en N-terminale
de PikAlll (en bleu) impliquent trois dimeres différents, la boucle séparant les deux DD n’étant
pas assez longue pour permettre I'interaction a travers la méme chaine peptidique.

B : Le DD en N-terminale du KS forme une longue hélice qui se dimérise en coiled-coil. Le DD
en C-terminale de 'ACP est, quant a lui, formé d’'une hélice et d’'un tour d’hélice, les deux
interagissant avec le coiled-coil via des interactions de type hydrophobe et des ponts salins.
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3. Les domaines de docking de type 2

Grace a des analyses de séquences, les DD de la PKS synthétisant la curacine
semble présenter certaines particularités par rapport aux DD de type 1 (Whicher, et
al.). Il en va de méme pour de nombreux autres systémes PKS, suggérant I'existence
d’une classe supplémentaire de DD. En effet cette analyse révele que le DD en C-
terminale de 'ACP comporterait environ 40 acides aminés de moins que ceux des DD
de type 1 et serait donc trop court pour inclure un domaine de dimérisation. Le DD en
N-terminale du KS, bien que de la méme longueur que les DD de type 1, serait trop

polaire pour former un seul long coiled-coil.

Les structures de deux couples de DD de la PKS synthétisant la curacine (entre le
sous unités CurG/CurH et CurK/CurL) ont été résolues par cristallographie. Les DD
ont été fusionnés entre eux par lintermédiaire d’une linker flexible de 8 résidus :

GsSGsS permettant des interactions natives entre les DD.

Concernant le couple de DD entre CurG et CurH, chaque DD se structure en deux
hélices o reliées par une courte boucle. La deuxieme hélice du DD en N-terminale du
KS se dimérise en formant un coiled-coil. En revanche, la premiére hélice, plus polaire,
se retrouve de chaque cété du coiled-coil dimérique. Le DD en C-terminale de 'ACP
est également composé de deux hélices a qui interagissent chacune avec une hélice
du DD en N-terminale du KS (Figure 45). L’ensemble forme donc un fagot de 8 hélices
a. Bien que l'affinité soit comparable a celle des DD de type 1, cette organisation
permet d’augmenter la surface d’interaction entre les DD. Ceci est cohérent avec le
fait que la PKS synthétisant la curacine est composé uniquement de modules discrets
qui doivent donc interagir en trans. Il est donc nécessaire que ces interactions soient
trés spécifiques. Un autre point intéressant concerne la topologie de cette interaction.
En effet ce mode d’interaction entre les deux DD permet de positionner I'ACP
directement a c6té du KS, alors que pour les DD de type 1, les linker reliant le DD a
I'ACP et celui reliant 'autre DD au KS sont a 'opposé.

Le couple de DD entre CurK et CurL est Iégerement différent. En effet, le DD en
N-terminale du KS n’est pas composé de deux hélices mais d’'une seule hélice, plus

longue, qui se dimérise également en formant un coiled-coil. De la méme fagon, le DD
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en C-terminale de I'ACP est constitué d’'une hélice plus longue que celle de CurG et
également d’une trés courte hélice (Figure 45) (Whicher, et al.).

Figure 45 : Structures des DD de type 2 mis en évidence chez la PKS synthétisant la
curacine (PDB : 4MYY et 4MYZ ; Whicher, et al., 2013).

A : Structure de la fusion entre les DD de CurF (en rouge) et de CurG (en bleu). Chaque DD
est constitué de 2 hélices et I'ensemble est dimérique, ce qui forme un fagot de 8 hélices a.

B : Structure de la fusion entre les DD de CurK (en rouge) et de CurL (en bleu). Le DD de
CurK est formé d’une longue hélice ainsi que d’un tour d’hélice. Le DD de CurL est quant a lui
composé d’'une seule hélice a. Aucun de ces DD ne présente de domaine de dimérisation
comme c’est le cas pour les DD de type 1.

4. Une classe a part de domaines de docking

Une autre classe de DD a été caractérisée en 2008 chez le systeme hybride
PKS/NRPS responsable de la synthése de tubulysine (Richter, et al., 2008). Ce couple
de DD est situé a l'interface entre deux modules NRPS, entre les sous-unités TubB et
TubC.

La structure du DD en N-terminale de TubC (nommé TubCdd) a été résolue par
RMN. Ce DD de 70 résidus se structure en trois hélices a et deux brins B qui adoptent
une topologie afpaa. Ce DD s’homodimérise par l'intermédiaire des deux brins 3,

mais également de la boucle reliant le deuxiéme brin a I'hélice 2 (Figure 46).

lls ont ensuite cherché a résoudre la structure des deux DD en interactions, et ont
pour cela tenter de produire une protéine de fusion dans laquelle les deux DD ont été
fusionnés par un linker de deux acides aminés. Cependant une analyse de la protéine
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par spectrométrie de masse a permis de mettre en évidence une protéolyse au niveau
du N-terminale de la protéine de fusion (TubBdd). lls ont donc cherché a produire le
TubBdd par synthése chimique — il s’agit d’'un peptide de 25 résidus — mais celui-ci
s’est révélé non structuré par RMN et dichroisme circulaire. Cependant, ce dernier a
tout de méme pu étre utilisé pour tester I'implication dans l'interaction des résidus

chargés a la surface de TubCdd.

Figure 46 : Structure RMN du dimére de TubCdd (PDB : 2JUG, adapté de Richter, et al.,
2008).

Chaque monomeére se structure en trois hélices a et un feuillet B composé de deux brins.
L’ensemble se dimérise par I'intermédiaire de ponts salins au niveau des feuillets et dans la
boucle reliant le feuillet a I'hélice 2.

L’un des aspects de ma thése consistait a caractériser au niveau structural
et biochimique, l'interaction entre les DD en C-terminale du module 5 et N-

terminale du module 6 de la PKS synthétisant la virginiamycine M.
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VIII. Les enzymes de maturation post-PKS : une cible de
choix pour I'ingénierie ?

Généralement, suite a la synthése du polykétide par la PKS, celui-ci est maturé
par des enzymes qui vont le modifier chimiquement pour lui conférer sa structure finale
et son activité biologique. Les génes codant ces enzymes post-PKS sont localisés au
sein du cluster de gene codant la PKS. Au vu de leur importance cruciale pour la bio-
activité des polykétides, les enzymes post-PKS sont des cibles de choix pour la
biologie synthétique. Ceci peut se faire par la délétion d’'une enzyme post-PKS, I'ajout
d’'une activité supplémentaire, ou bien encore la modification rationnelle d’'une de ces

enzymes pour altérer la stéréospécificité, par exemple (Weissman, 2016).

On compte parmi ces enzymes de nhombreuses oxyréductases. Ces enzymes sont
responsables de I'ajout de groupement hydroxyle, aldéhyde ou cétones ou encore de
la réduction d’une de ces fonctions. Ces groupements peuvent constituer des bases
pour la modification ultérieure par d’autres enzymes post-PKS telles que les glucosyl-
transférases (Rix, et al., 2002). Dans cette catégorie, des cytochromes P450
monooxygénases sont particulierement attractifs pour Il'approche d’ingénierie,
puisqu’ils agissent dans les ultimes étapes de la biosynthése des polykétides. De plus,
on trouve des P450 de spécificité large, telle qu’EryK qui intervient dans la voie de
synthése de I'érythromycine A, ou bien encore PikC qui agit dans la synthese de la
pikromycine. Ces deux enzymes, capables d’oxyder un grand nombre de molécules,
sont donc particulierement utilisées dans les études d’ingénierie (Lee, et al., 2004 ;
Desai, et al., 2004)

De nombreux polykétides sont également glycosylés. L’'ajout de ces unités
osidiques confére I'activité de certaines molécules comme I'érythromycine A ou
I'amphotéricine B, puisque ces sucres participent a l'interaction avec les cibles de ces
polykétides (Schlinzen, et al., 2001 ; Wahab, et al., 2008). Les unités osidiques
ajoutées sont de natures diverses, appartenant dans la grande majorité des cas a la
famille des 6-désoxyhexoses. Bien que des monosaccharides soient fréquemment
ajoutés, il peut arriver que des sucres a 7 unités soient transférés au polykétide.
L’ingénierie des glycosyltransférases peut se faire a travers la délétion de ces

enzymes, avec ou sans complémentation par une autre glycosyltransférase, ou bien
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par expression d’'une cassette de génes contenant tous les génes nécessaires a la

synthése et a I'activation de sucres (Gaisser, et al., 2002 ; Schell, et al., 2008).

Parmi les enzymes de modification post-PKS on retrouve également des
méthyltransférases, diverse transférases (acyltransférases, carbamoyltransférases,
aminotransférases, etc.) ou bien encore des enzymes catalysant des réactions
d’halogénation. Soit autant de cibles potentielles pour l'ingénierie et la génération de

nouveaux polykétides (Olano, et al., 2010).

Bien que les domaines TE liberent généralement le polykétide en catalysant sa
macrocyclisation, quelques cyclases sont impliqués dans la derniere étape de
synthése du polykétide. C’est notamment le cas pour la lankacidine, libéré sous forme
d’'un précurseur linéaire par le domaine TE qui n’entraine que la formation d’'une
lactone a 6 membres. C’est ensuite une amine oxydase qui est proposée pour
catalyser la macrocyclisation du polykétide (voir chapitre 1X.2). Dans d’autre cas,
plusieurs oxygénases ont été décrites pour intervenir dans la cyclisation de polykétide.
C’est notamment le cas de la rifamycine B, pour laquelle une hydroxylase catalyse la
formation du noyau naphtaléne, méme si ici, 'enzyme agit entre la deuxiéme et la
quatrieme étape d’élongation (Xu, et al, 2005). De méme, un cytochrome P450
monooxygénase catalyse la formation d’'un cycle tétrahydrofurane lors de la synthése
de l'auréothine, un antifongique et antibiotique, suite a sa libération par la PKS (He, et
al., 2004).
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Figure 47 : Réaction de formation du cycle tétrahydrofurane catalysée par I’enzyme
post-PKS AurH (tiré de He, et al., 2004).

Ces enzymes représentent donc un large vivier pour I'approche de biologie
synthétique. Leur utilisation est pertinente étant donné que ces enzymes post-PKS
interviennent au stade final de la synthése du polykétide et, de ce fait, une modification
de ces enzymes n’entrainera pas de probléme de spécificité de substrat (a I'exception
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des enzymes post-PKS intervenant en aval de la modification), comme ¢a peut étre le

cas avec les domaines en aval d’'une modification de la PKS.

L’un de mes objectifs durant ma thése était de caractériser une enzyme post-
PKS catalysant la cyclisation de la lankacidine, la LkcE.

IX. Choix de deux systémes modeles de PKS de type trans-
AT

Comme nous I'avons vu précédemment, les PKS de type trans-AT ont été tres peu
caractérisée jusqu’a présent. Comme cible de nos études, nous avons choisi deux
systeme modeles de PKS de type frans-AT, qui sont a la fois représentative de ce type
de systéme et qui sont responsables de la synthese de molécules a fort potentiel

pharmacologique.

1. La virginiamycine M et sa PKS

La virginiamycine M est un antibiotique de la famille des streptogramines. Ces
derniers sont produits majoritairement par des bactéries du genre Streptomyces. Un
dérivé hémisynthétique de la virginiamycine M (la dalfopristine) est utilisé pour traiter
différentes infections par des bactéries Gram positif résistantes a la vancomycine. Elle
est généralement utilisée avec un dérivé de la virginiamycine S (la quinupristine) avec
qui elle présente un effet synergique. Les antibiotigues de la famille des
streptogramines sont classés en deux catégories : le type A qui sont des hybrides
polykétide-peptide cycliques et le type B qui sont des hexa ou heptapeptides cycliques,
et les deux classes sont connues pour leur synergie (Johnston, et al., 2002). En effet,
individuellement, ces antibiotiques ont un effet bactériostatique, mais utilisé en
combinaison, ils présentent une activité accrue de 100 fois (Cocito, 1969 ; Cocito,
1979). D’ailleurs un traitement a base de dalfopristine et quinupristine est
commercialisé sous le nom de Synergid®.

La virginiamycine M est un inhibiteur de la synthése protéique. Elle se fixe a la
grande sous-unité ribosomique 50S des procaryotes, a cheval entre les sites P et A
empéchant ainsi la fixation correcte des ARNt dans le site P (Nyssen, ef al., 1989 ;
Hansen, et al., 2003). En plus de l'inhibition partielle de cette sous-unité ribosomique,
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la fixation de la virginiamycine M va entrainer un changement conformationnel du

ribosome permettant a la virginiamycine S de se fixer, d’ou son effet synergique.

Ces deux antibiotiques sont produits par des bactéries du genre Streptomyces, et
notamment par S. virginiae. Alors que la virginiamycine S est synthétisé par un
systeme NRPS (Namwat, et al., 2002), le cluster de géne responsable de la synthése
de la virginiamycine M a été séquencé et annoté, révélant des genes codant une
hybride PKS-NRPS (Pulsawat, et al., 2007). La production de virginiamycine (M et S)
est induite par la synthése de y-butyrolactone par S. virginiae. Cette derniére permet
en effet de surexprimer les génes codant les deux synthases (Namwat, et al., 2002).
Au sein du cluster de genes se trouve également des genes codant des ABC

transporteurs pour la résistance et des protéines régulatrices.

A ce jour, trois génes codant les sous-unités de la PKS ont été identifiés. Celles-ci
comportent en tout 9 modules, le gene codant la sous-unité portant le module 10
responsable de l'incorporation de la proline terminale n’ayant pas été trouvé lors du
séquencage (Figure 49) Cependant le gene codant ce module a été identifié dans un
cluster homologue chez S. pristinaspiraelis (Mast, et al., 2011). De méme, un module
de chargement, absent dans I'annotation du cluster de génes codant la PKS de la

virginiamycine, a été découvert lors du séquencage du génome de S. pristinaspiraelis.

Le géne virA code une protéine hybride PKS-NRPS qui va contenir les cing
premiers modules responsables de cinq cycles d’élongation. Les deux premiers
modules permettent l'incorporation d’unités malonate, le module 3 est un module
NRPS permettant I'incorporation d’'une glycine, et les deux modules suivant catalysent

I'ajout de deux malonates supplémentaires.

Un constat notable est que les modules 1 et 5 contiennent deux domaines ACP.
Le fait d’avoir deux ACP successifs pourrait avoir plusieurs rbles. Cela pourrait
permettre d’augmenter la production du polykétide, les ACP agissant en parallele
(Rahman, et al., 2005). Ou bien, L’un des avantages de ce duo d’ACP pourrait étre de
favoriser les interactions avec les domaines de modification en nécessitant ainsi des
changements conformationnels moins importants. Il est aussi proposé que ces
tandems d’ACP puissent également servir a maintenir suffisamment longtemps le
polykétide au sein du module, avant le prochain cycle de catalyse, pour permettre a

des réactions de modifications d’avoir lieu en frans (Calderone, et al., 2007).
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Justement, une cassette de B-méthylation intervient entre le module 5 et le module
6 pour catalyser le transfert d’'un groupement méthyle sur le carbone 3 du polykétide.
Ces cassettes de B-méthylation typique des PKS de type trans-AT, aussi appelées
cassettes hydroxymethylglutaryl-CoA-synthase (Cassette HMGS), sont généralement
composées de cinq protéines (Calderone, et al., 2006 ; Calderone, 2008). En effet,
cette méthylation nécessite la présence d’'une KS discréte, d’'un ACP discret, d’'une
protéine homologue aux HMG-CoA synthase (HCS), d’'une énoyl-CoA déshydratase
(ECH1) et d’'une crotonase (ECH2). Dans un premier temps, un malonyle attaché au
bras phosphopantéthéine de 'ACP (VirAB — découvert dans le cluster de genes par
KJ. Weissman) est décarboxylé par la KS (VirB) dont les résidus catalysant les
réactions de condensation sont absents. L’ACP transfére ensuite I'acétyle ainsi obtenu
sur la cystéine catalytique de la HMG-CoA synthase (VirC). La HCS ainsi acylée est
activée et va catalyser la réaction d’addition d’aldol sur le polykétide en extension
(apporté par 'ACPsa ou 'ACPsb). L’hydroxyméthylglutaryle ainsi formé va ensuite subir
une déshydratation catalysée par I'énoyl-CoA déshydratase (VirD), puis une

décarboxylation catalysée par la crotonase (VirE) (Figure 48).
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Figure 48 : Mécanisme de méthylation sur la position 8 des polykétides (tiré de Piel, 2010).
Tout d’abord, une AT charge le malonate sur 'ACP. Celui-ci interagit avec la KS qui décarboxyle
le malonate entrainant ainsi la formation d’'un acétyl-ACP. Ce groupement est ensuite transféré au
niveau de I'HMG-CoA synthase qui va catalyser son addition sur le polykétide en cours
d’élongation au niveau du carbone B. S’ensuit une déshydratation catalysée par I'’énoyl-CoA
déshydratase (ECH1) puis une décarboxylation catalysée par la crotonase (ECH2).

Alors que le séquencage prédisait que le module 6 était scindé sur deux protéines,
notre équipe a démontré que VirF et VirG ne forment en fait qu'une seule et méme
chaine peptidique appelée VirFG. Cette derniére porte les modules 6 et 7
responsables de I'incorporation de deux unités malonates supplémentaires. La sous-

unité VirH porte, quant a elle, le module NRPS responsable de I'incorporation d’une
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sérine et un module PKS inactif composé d’'un domaine KS° et d’'un ACP. Ce module
joue sans doute un role structural important, permettant aussi a VirH de conserver

I'état oligomérique dimérique du reste de la PKS.

Aucun module PKS ne comporte de domaine AT, c’est donc la protéine discrete
Virl qui se charge d’acyler chacun des ACP en trans. De méme, I'activité thioestérase Il

(proof-reading) est portée par la protéine discrete Vird (Figure 49).

VirA VirFG VirH
Module 2 Module 4 Module 6 Module 8 Module 10
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Figure 49 : Voie de synthése proposée pour la virginiamycine M (tiré de Davison, et al.,
2014).

La PKS compléte comporte sept modules PKS et deux modules NRPS (modules 3 et 8). Le
module de chargement et le module 10 sont manquants dans le séquengage de la PKS. Au
niveau du module 5, une méthylation sur la position B est introduite par VirB-E et un ACP
(VirAB). La position de cette méthylation est indiquée par un cercle en pointillé. Virl constitue
I'AT discréte et Vird une TEIl. Le dernier module responsable de I'incorporation de la proline
est manquant dans le séquengage de la PKS et n’a donc toujours pas été identifié. Le module
9 est inactif ; la KS ne possédant pas d’histidine catalytique est nommée KS°.
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2. La PKS synthétisant la lankacidine C.

La lankacidine est un antibiotique qui est couramment utilisé en meédecine
vétérinaire pour traitement du bétail infecté par des bactéries Gram positif pathogénes
(Hayashi, et al., 1988). Elle est commercialisé sous le terme de sédécamycine ou bien
son variant hémi-synthétique : la terdécamycine (Yatsukawa, et al., 2008). La
lankacidine semble également posséder un role d’anticancéreux contre les cellules

leucémiques (Oostu, et al., 1975).

Il s’agit d’'un inhibiteur de la synthése protéique, en se fixant sur le ribosome au
niveau du centre peptidyl-transférase de la grande sous-unité ribosomique (Auerbach,
et al., 2010). Tout comme la virginiamycine M, la lankacidine agit en synergie avec un
autre polykétide, la lankamycine. La production des deux antibiotiques est d’ailleurs
co-régulée (et co-induite par la présence de y-butyrolactone), suggérant que les deux
polykétide ont été optimisés dans I'évolution pour agir simultanément (Arakawa, et al.,
2007 ; Yamamoto, et al.,, 2008). La structure cristallographique de la sous-unité
ribosomique 50S en complexe avec la lankacidine a été résolue, permettant d’identifier
le site de fixation de chaque antibiotique (Auerbach, et al., 2010 ; Belousoff, et al.,
2011). La lankacidine se lie au niveau du site A, empéchant ainsi le positionnement
adéquat de I'acide aminé porté par 'ARNt. De plus, la fixation de la lankacidine n’altére

en rien la fixation de la lankamycine, ce qui explique I'effet synergique.

Les deux systéemes PKS sont codés par un plasmide qui code également les génes
de régulation : le plasmide PSLA2-L retrouvé chez S. rochei (Kinashi, et al., 1994). Ce
plasmide de 200 kb a été séquencé, révélant la présence de quatre clusters de genes
responsables de la synthése de quatre métabolites secondaires (Suwa, et al., 2000).

La lankacidine est assemblée a partir de huit unités malonates et d’une glycine.
Cependant, seules cing KS sont présentes au sein du cluster, ce qui suggére que
plusieurs modules agissent de fagon itérative. Plusieurs voies de synthése ont été
proposées pour la lankacidine (Piel, 2010). La plus probable impliquerait la protéine
LkcA, qui comporte le module de chargement NRPS ainsi qu’'un domaine KS, et qui
catalyserait I'incorporation de la glycine en tant qu’unité de départ. Ensuite, huit unités
malonates supplémentaires sont ajoutées. Pour cela, la LkcC et la LkcF agirait tour a
tour pour catalyser respectivement trois et deux cycles d’extension. Enfin, la protéine

LkcG catalyserait le dernier cycle d’extension et la libération du polykétide. Il est a
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noter qu'une DH discréte, LkcB interviendrait lors de plusieurs cycles d’extension
(Figure 50) (Dickschat, et al., 2011 ; Tatsuno, et al., 2007 ; Tatsuno, et al., 2009).
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Figure 50 : Schéma représentatif de la voie de synthése proposée pour la lankacydine
C (réalisée par KJ Weissman).

Dans ce modele, la LkcC et la LkcF interviennent de fagon itérative, respectivement trois et
deux fois. La libération de la chaine par le domaine TE du module 9 aboutit a la formation d’'un
intermédiaire qui est oxydée par une amime oxydase putative, la LkcE, permettant la
cyclisation de la molécule. LkcB est une DH discréte qui intervient a deux reprises en agissant
en trans. L’activité acyltransférase est portée par LkcD, qui interagit en trans avec chacun des
modules PKS.

La libération de la chaine par le domaine TE de LkcG n’entraine pas la cyclisation
compléte du polykétide. L’intervention d’'une enzyme post-PKS est donc nécessaire
pour catalyser la cyclisation du composé libéré. Ainsi, la LkcE, une flavoenzyme
appartenant a la famille des amine oxydases, catalyse I'oxydation de l'intermédiaire
amide non-cyclique en imide, permettant ainsi la cyclisation de la lankacidine par une
réaction de type Mannich (Figure 51). Une délétion du géne IkcE chez S. rochei génére
une souche produisant un intermédiaire non cyclisé, LC-KA05, dont la masse est
supérieure de deux unités par rapport a celle du produit final, signifiant que deux

hydrogénes supplémentaires sont présents sur l'intermédiaire (Arakawa, et al., 2005).
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HO

LC-KAQ5 Lankacidine C

Figure 51 : Mécanisme proposé pour la macrocyclisation de la lankacidine C (adapté de
Arakawa, et al., 2005).

La LkcE catalyserait 'oxydation de la fonction amine du LC-KAO5 en imine par transfert d’'un
électron et d’un proton sur le FAD, et utiliserait une catalyse base générale pour subtiliser un
proton au niveau du carbone 2. Ce carbone ainsi activé peut réaliser une attaque nucléophile
au niveau de I'imine, permettant la cyclisation du polykétide pour former le lankacidinol A. Ce
dernier subira ensuite une oxydation a C24 et une élimination du groupement acétate pour
former la lankacidine C.

Sur la base d’études portant sur les monoamines oxydases humaines, deux
mécanismes ont été proposés pour le transfert d’électron au FAD permettant
'oxydation de I'amine (Fitzpatrick, 2010). Dans le premier, un électron de I'azote de la
fonction amine serait transféré au niveau de 'azote réactif du noyau isoalloxazine du
FAD passant ainsi de la forme oxydée a la forme semi-quinone. Ensuite, un transfert
de proton du carbone de I'amine jusqu’au FAD permettrait la formation de I'imine et du
FAD réduit (Figure 52).
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Figure 52 : Mécanisme proposé pour I’oxydation d’une amine par une flavoenzyme (tiré
de Fitzpatrick, 2010).

Un autre mécanisme (Fitzpatrick, 2010) impliquerait I'attaque de I'amine sur le
noyau isoalloxazine, ce qui aboutirait a la formation d’un intermédiaire covalent. Celui-
ci, par un réarrangement moléculaire conduirait a la formation de 'imine et du FAD
réduit (Figure 53).
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Figure 53: Deuxiéme mécanisme proposé pour I'oxydation d’une amine avec
intermédiaire covalent entre I’amine et le cycle isoalloxazine du FAD (tiré de Fitzpatrick,
2010).

Un mécanisme alternatif implique un transfert de I’hydrogéne en tant qu’hydrure
directement sur 'azote du FAD. Cela implique I'absence de catalyse base lors de
'oxydation de I'amine, de méme que I'absence d’un intermédiaire carbanion. Cette
hypothése est soutenue par les structures cristallographiques des amines oxydases
puisqu’aucun résidu susceptible d’agir comme catalyseur basique n’est présent au

sein des sites actifs.
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Figure 54 : Mécanisme alternatif proposé pour I'oxydation d’une amine avec transfert
d’hydrure depuis I’'amine directement sur le FAD (tiré de Fagan, et Palfey, 2010).

La demi-réaction de réoxydation du FAD peut impliquer différents partenaires. Le
NAD ou NADP peut intervenir pour réoxyder le co-facteur flavinique, de méme que
'oxygéne moléculaire. Dans le cas des amines-oxydases, la réoxydation se fait grace
a 'oxygene moléculaire Oz (Fitzpatrick, 2010). L’O2 va tout d’abord céder un électron
au FAD réduit, permettant ainsi la formation de I'anion superoxyde Oz~ et de la forme
semi-quinone du FAD. Les deux especes radicalaires mettent en commun un électron

afin de former une liaison covalente, catalysée par un acide général. Un
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réarrangement moléculaire s’opére alors, aboutissant a la formation de peroxyde
d’hydrogéne et de la forme oxydé du cycle isoalloxazine (Figure 55) (Walsh, et
Wencewicz, 2012).
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Figure 55 : Mécanisme de réoxydation du FAD par I'oxygéne moléculaire O:.
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Objectifs

Afin que l'ingénierie des PKS connaisse davantage de réussite, il est nécessaire
d’obtenir plus de connaissance sur ces systémes complexes. Appréhender les
interactions au sein d’'un module PKS se révele étre capitale pour en comprendre le
fonctionnement global. Jusqu’alors, seules des structures de domaines ou di-
domaines PKS avaient été résolus a haute résolution. Bien que la structure de la mFAS
constitue un bon modéle, son mode de fonctionnement itératif induit des divergences
importantes par rapport aux PKS modulaires. Ainsi, nous ne disposons que de tres
peu d’informations sur 'organisation structurale des PKS ou méme des modules PKS.
Ce manque de connaissance est encore plus criant pour les PKS trans-AT, qui

constituent pourtant des modéles intéressants pour la biologie synthétique.

Notre but a donc été d’étudier la structure en solution d’'un module modele de PKS
trans-AT. Pour cela nous avons fait le choix de I'étude du module 5 de la PKS
synthétisant la virginiamycine M, un antibiotique dont la fixation au sein du ribosome
est bien caractérisée et qui constitue de ce fait un candidat potentiel pour I'approche
de biologie synthétique. Ce module consiste en la succession d’'un domaine KS et de
deux domaines ACP (ACPsa et ACPsp). L'objectif était d’utiliser une approche
combinant SAXS, RMN et modélisation par homologie de séquence pour a la fois
résoudre la structure du module a faible résolution, mais aussi de disposer des
structures a haute résolution ou de modéle a I'échelle atomique des différents
domaines afin de les positionner au sein de l'enveloppe SAXS. L’étude de la
dynamique du module entier était également un objectif prioritaire afin d’identifier et

mieux appréhender les changements de conformations nécessaires a la catalyse.

La compréhension de l'interaction entre sous-unité est aussi une connaissance
critique pour la biologie synthétique, puisqu’elle permettrait I'échange de module ou
de sous-unité multi-modulaire PKS de facon efficace. Jusqu’alors, I'ensemble des
données et structures de DD provenaient de PKS de type cis-AT. Lors de cette étude,
un domaine situé a I'extrémité C-terminale du module 5 a été identifie. Ce domaine,
bien que similaire aux domaines putatifs de dimérisation présent chez certaines PKS
de type cis, n’entrainait pas la dimérisation du module 5, suggérant qu’il s’agissait
également d’'un domaine de docking. En effet, un domaine similaire a été identifié a
l'extrémité N-terminale du module suivant, le module 6, porté par une sous-unité
différente. Cette étude constituerait ainsi la premiére étude d’une interface d’interaction

entre sous-unité d’'une PKS de type frans-AT. Notre objectif était tout d’abord de mettre
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en évidence puis de caractériser l'interaction entre ces deux DD putatifs, et en cas
d’interaction, de résoudre la structure par RMN des deux DD en complexe. La finalité
était d’identifier les résidus impliqués dans cette interaction, ce qui pourrait permettre
leur modification pour la biologie synthétique. Un deuxiéme obijectif était d’étudier la
position de I'interface de docking par rapport aux domaines flanquants et donc de voir
leur contribution ou non dans linteraction. Cela permettrait également de replacer

cette interface dans le contexte modulaire de la PKS.

Les enzymes post-PKS jouent également un réle important dans la synthese du
polykétide car ce sont elles qui, en fin de synthese, lui conférent son activité biologique.
De plus, elles constituent des cibles privilégiées pour la biologie synthétique, puisque
ce sont les dernieres enzymes a intervenir dans la synthése du polykétide. Ainsi leur
modification entraine en principe moins de probléme de spécificité de substrat. La PKS
synthétisant la lankacidine C, un antibiotique de grand intérét pour la médecine
humaine et vétérinaire, produit un intermédiaire linéaire non fonctionnel. Une enzyme
post-PKS, la LkcE, décrite comme une amine oxydase potentielle, permet la
macrocyclisation du polykétide. Mes objectifs étaient alors de mener a bien une étude
structure/fonction de I'enzyme. Pour cela, aprés avoir mis au point le protocole de
production et de purification de 'enzyme, je devais tout d’abord parvenir a cristalliser
la protéine native pour démontrer la possibilité d’obtenir des cristaux de I'enzyme, puis
sa forme séléniée pour un phasage anomal. Ensuite, je devais co-cristalliser 'enzyme
avec deux analogues de substrat mimant chacun une partie du substrat naturel afin
d’identifier des résidus catalytiques candidats. Ces résidus seraient ensuite ciblés pour
inactiver 'enzyme. Dans le méme temps, le Dr. Christophe Jacob procéderait a la
délétion du géne codant la LkcE dans S. rochei afin d’accumuler le substrat natif de
'enzyme. Une fois extrait, le substrat serait purifié par nos collaborateurs chimistes a
Hanovre. Une fois en possession du substrat, je devais parvenir a résoudre la structure
de I'enzyme ou d’un de ses mutants en complexe avec son substrat naturel. Je devais
aussi mettre au point un test cinétique permettant de déterminer les constantes
cinétique de la LkcE. Ainsi nous pourrions proposer un mécanisme catalytique complet
pour I'enzyme. L'intérét de ce sujet est double : disposer d’informations sur des
enzymes post-PKS qui peuvent étre utilisées en biologie synthétique, mais également
caractériser une enzyme capable de catalyser une réaction de cyclisation, tres difficile

a réaliser en chimie traditionnelle.
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Matériel et méthodes

Cette partie matériel et méthodes ne détaillera que les sujets n’ayant pas encore
fait 'objet de publication et représente donc un complément aux publications jointes

dans ce manuscrit.
. Matériel biologique

1. Souches bactériennes utilisées

Escherichia coli DH5a : supE44, AlacU169 (®80 lacZAM15), hsdR17, recAf,

endA1, gyrA96, thi-1 et relA1. Cette souche a été utilisée pour les transformations

visant a propager les plasmides, du fait de son taux de transformation éleve.

E. coliBL21 (DE3) : F- ompT gal dem lon hsdSs (rs~ ms~) A(DE3). Cette souche

est utilisée pour exprimer certaines protéines recombinantes. Elle dispose dans son

génome de la séquence codant '’ARN polymérase du phage T7 sous le contrdle d’'un
producteur inductible a 'lPTG. Ceci permet I'expression de protéines dont le géne est
inséré dans un plasmide de type pET, et placé sous le contrle du promoteur T7. De
plus, cette souche est déficiente pour certaines protéases, ce qui augmente le

rendement de la protéine surexprimée.

E. coli Rosetta 2 (DEJ) : F- ompT gal decm lon hsdSg (rs~ ms~) A(DE3) pRARE2
(CamR). Cette souche, dérivée des BL21, contient le plasmide pRARE permettant la

synthése d’ARN de transfert rares chez E. coli.

E. coliB834 pRARE2 (DE3) : F- ompT hsdSs (rs- ms) gal decm met A(DE3) pRARE2

(CamP®). Cette souche, dérivée des Rosetta 2 est auxotrophe pour la méthionine. Elle

est utilisée pour la production de protéines séléniées.

E. coli BW25113 : F~ DE(araD-araB)567 lacZ4787(del)::rrnB-3 LAM- rph-1
DE(rhaD-rhaB)568 hsdR514. Cette souche est utilisée comme héte dans les

expériences de recombinaison entre un cosmide et un produit PCR approprié, en vue
du remplacement d'une ORF par une cassette de résistance.

E. coli ET12567 : F~ dam-13::Tn9 decm6 hsdM hsdR zjj202::Tn10 recF143 galK2
galT22 ara-14 lacY1 xyl-5 leuBé6 thi-1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1 ginV44. Cette
souche est utilisée pour la transformation par conjugaison de S. rochei.
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2. Vecteurs utilisés

Zero Blunt PCR (Invitrogen) : Vecteur de clonage portant un géne de résistance a

la kanamycine. Le vecteur contient le gene létal ccdB fusionné au géne codant la partie
C-terminale de LacZ. Ce vecteur permet le clonage de séquences a bouts francs. Il
est utilisé afin d’'insérer les produits PCR pour séquengage avant le sous-clonage dans

des vecteurs d’expression.

pBG102 (Center for Structural Biology, Vanderbilt University) : Ce vecteur
d’expression, dérivé du pET27 (Novagen), permet de réaliser une fusion
traductionnelle permettant d’obtenir une protéine chimérique avec, en N-terminale, une
protéine SUMO tagguée Hiss. Le plasmide porte un géne de résistance a la

kanamycine (Figure 56A).

pBG106 (Center for Structural Biology, Vanderbilt University) : Vecteur
d’expression dérivé du pET27 permettant I'ajout d’'une étiquette His1o a I'extrémité N-
terminale de la protéine. Il contient un géne de résistance a la kanamycine (Figure
56B).

3. Milieux de culture

Chaque milieu a été autoclavé a 120 °C sous une pression de 1 bar.

Milieu Lysogeny Broth ou Luria Bertani (LB) : Ce milieu riche est composé de
tryptone (10 g/L), d’extrait de levure (5 g/L), de NaCl (5 g/L) et le pH est ajusté a 7,5

par ajout de NaOH. Ce milieu est utilisé pour la croissance bactérienne d’E. coli lors

de pré-cultures, pour I'expression des protéines recombinantes, mais également utilisé

en milieu gélosé pour les transformations par ajout de 17 g/L d’agar.

Milieu 2YT : Ce milieu est Iégérement plus riche que le LB puisqu’il est composé
de 16 g/L de tryptone, 10 g/L d’extrait de levure, 5 g/L de NaCl. Le pH est ajusté a 7
par ajout de NaOH. Ce milieu est principalement utilisé pour faire croitre E. coli lors

des minipréparations d’ADN plasmidique.

Milieu super optimal broth with catabolite repression (SOQC) : Il s’agit d’'un milieu

trés riche composé de tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (0,5 g/L), KCI
(2,5 mM), MgClz (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM) et ajusté a pH 7. Ce

milieu sert a régénérer les bactéries compétentes aprés transformation.
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Figure 56 : Représentation schématique des plasmides pBG102 (A) et pBG106 (B).

Le pBG102 permet d’exprimer des protéines de fusion. Le pBG106 permet de fusionner la
séquence d’intérét avec une étiquette Hisio en N-terminale. L’étiquette et la protéine de fusion
apportées par ces deux plasmides peuvent étre clivées grace a I'apport d’un site de clivage
reconnu par la protéase du rhinovirus humain 3C (h3C). Les sites de restriction BamHI et
Hindlll sont utilisés couramment pour insérer les séquences codant les protéines d’intérét,
excepté pour la LkcE, dont la séquence codante a été insérée grace aux sites BamHI et Xbal
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Milieu ZYM 5052 : Ce milieu est préparé avec 10 g/L de tryptone, 5 g/L d’extrait
de levure, 25 mM de Na2HPO4, 25 mM de KH2PO4, 50 mM de NH4CIl, 5 mM Na2SOx4,
et le pH est ajusté a 7,4. Le milieu est autoclavé et avant la culture 0,5% de glycérol,

0,2% de lactose, 0,05 % de glucose et 1 mM de MgSOa4 sont ajoutés. Il s’agit d'un
milieu auto-inductible composé de glucose et de lactose en source carbonée. Les
bactéries consomment d’abord le glucose comme source préférentielle de carbone,
puis les bactéries vont alors métaboliser le lactose comme source de carbone, ce qui
va activer le promoteur lactose et donc induire I'expression du géne codant la protéine
d’intérét.

Milieu M9 : Ce milieu est composé de Na2HPO4 (50 mM), KH2PO4 (22 mM), NaCl
(10 mM) et NH4ClI (20 mM). Le pH est ajusté a 7,2 par ajout de NaOH. Aprés autoclave,
de la thiamine, de la riboflavine (50 mg/L), du glucose (4 g/L), du CaClz (100 uM) et du
MgSO4 (2 mM) filtrés stérilement sont ajoutés dans le milieu. Il s’agit d’'un milieu
minimum permettant le contréle de chaque composant du milieu. Il est utilisé afin
d’incorporer des éléments particuliers au sein des protéines synthétisées par les
bactéries en culture, et notamment de sélénomeéthionine lors de la production de la
LkcE séléniée (SeLkcE), ou alors de 3C et ou >N pour les études RMN. Pour la
production de la SeLkcE, de la sélénométhionine (40 mg/L), ainsi qu’une solution

contenant les 19 autres acides aminés sont ajoutés (40 mg/L).

Les concentrations en kanamycine sont de 50 mg/L de culture dans les pré-
cultures et de 5 mg/L de culture dans les cultures permettant I'expression des
protéines. Il en va de méme pour I'utilisation du chloramphénicol, ajouté a 25 mg/L lors
des pré-cultures, et a 2,5 mg/L dans les cultures permettant I'expression de protéines
recombinantes. En effet, ces antibiotiques étant des inhibiteurs de la synthése
protéique, la diminution de leur concentration dans les cultures permet d’augmenter le

rendement des productions de protéines recombinantes.
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4, Solutions d’'usage courant

Bleu de dépot pour gel d’agarose (6X) : Tris HCl 10 mM pH 8 ; EDTA 1 mM ;
glycérol 25% (v/v) ; bleu de bromophénol 0,12% (p/v).

Bleu de dépot pour gel de protéines dénaturant : SDS 3% (v/v) ; glycérol 10%
(v/v) ; bleu de bromophénol 0,1 mg/ml ; DTT 100 mM ; Tris-HCI 80 mM, pH 6,8.
Marqueur de taille de protéines MiMoPA : T7 ARN polymérase (97 kDa),
albumine de sérum bovin (66 kDa), rétinaldéhyde déshydrogénase (53 kDa),
ovalbumine glycosylée (44,8 kDa), ovalbumine (42,8 kDa), glycéraldéhyde-
phosphate déshydrogénase (37,8 kDa), MsrA (24 kDa), thiorédoxine (12 kDa).
Solution | de coloration des gels SDS-PAGE : Ethanol 50% ; acide acétique 10%.
Solution Il de coloration des gels SDS-PAGE : Ethanol 5% ; acide acétique 7,5%.
Solution stock de coloration des gels SDS-PAGE : Bleu de Coomassie G250
0,25% ; éthanol 96%.

Tampon de migration SDS-PAGE : glycine 14,25 g/l ; Tris 3 g/l ; SDS 1 g/l (v/v).
Tampon TAE de migration en gel d’agarose : Tris 40 mM, acétate de sodium
5 mM, pH 8,0 ; EDTA 1 mM.

Sous-clonage, production et purification des protéines

recombinantes

1. Sous-clonage de la séguence codant la LkcE

L’équipe du Pr Peter Leadlay (Université de Cambridge) nous a fourni une souche

d’E. colitransformée a 'aide du plasmide pGEX-LcsdJ contenant la séquence codante

de la LkcE flanquée de sites de coupure par BamHI| et Xhol (A noter : Lcsd est la

nomenclature utilisée au laboratoire du Pr Leadlay pour la LkcE). Aprés culture en

milieu 2YT, 'ADN plasmidique a été purifi€ par minipréparation en utilisant le kit

Nucleospin® plasmid (Macherey Nagel). Le plasmide a été ensuite digéré par BamH|

et Xhol, le fragment correspondant a la séquence d'intérét a été purifié sur gel

d'agarose, puis cloné dans le vecteur pBG102 préalablement digéré par les mémes

enzymes. Le plasmide recombinant a été amplifié¢ dans la souche DH5a d’E. coli.
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Aprés minipréparation plasmidique, la séquence codant la LkcE a été verifiee par
séquencage (GATC Biotech).

2. Mutagenese dirigée

Dans le but de co-cristalliser la protéine avec son substrat naturel, il est nécessaire
d’empécher la catalyse. Des acides aminés au site actif de la LkcE identifiés comme
potentiellement catalytiques ont alors été mutés. Les mutants ont été obtenus par
mutagenése dirigée en « rolling-circle », en utilisant des oligonucléotides
complémentaires. La matrice PCR utilisée était le pBG102-LkcE. Suite a la PCR
(Figure 57), 1 uL de Dpnl Fast digest (Thermo Fisher Scientific) a été ajouté a 30 pL
de produit PCR dans les conditions recommandées par le fournisseur. La réaction a
alors été placée 30 minutes a 37°C. Cette étape a permis d’éliminer 'ADN parental et
de ne conserver que 'ADN muté pour la transformation bactérienne. Aprés
transformation, les cellules DH5a d’E. coli ont été étalées sur milieu sélectif. Les
plasmides ont été extraits par minipréparation d’ADN plasmidique et ensuite analysés

par séquencage.
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98°C 98°C
30 20 \ 88°C 79°C 29°C
30}! )
> 20’
x18 cycles

Oligonucléotides :

- Y182F sens : GACTACAACCTCATGITCGTCGCGCTGTCGTT

- Y182F anti-sens : AACGACAGCGCGACGAACATGAGGTTGTAGTC

- R326Q sens : ATGGGCAGCCTGACCCAGAACTGCAACGTGCTC

- R326Q anti-sens : GAGCACGTTGCAGTTCTGGGTCAGGCTGCCCAT
- R326L sens : ATGGGCAGCCTGACCCTCAACTGCAACGTGCTC

- R826L anti-sens : GAGCACGTTGCAGTTGAGGGTCAGGCTGCCCAT

ADN polymérase utilisée : Phusion (Finnzymes Ozyme)

Additif utilisé : 10% Diméthyl sulfoxyde (DMSO)

Figure 57 : Protocole PCR utilisé pour la mutageneése dirigée de la LkcE.
Les nucléotides soulignés correspondent aux codons qui ont été mutés.

3. Production et purification de la LKCE et de ses mutants

A) Culture permettant I’expression de la LkcE

La LkcE a été produite dans des cellules Rosetta 2 d’E. coli transformées par le

plasmide pBG102 contenant la séquence codant 'enzyme. Elle a donc été exprimée

sous forme de protéine de fusion avec une protéine SUMO tagguée Hiss en C-terminal.

Aprés une pré-culture en milieu LB, d’'une nuit a 37 °C, la culture des bactéries

exprimant cette protéine est faite en milieu LB supplémenté en riboflavine (1 g/L) afin

de favoriser la production de FAD. Pour induire I'expression de protéines chaperonnes

92



Matériel et méthodes

qui aident au repliement de la protéine, mais également pour ralentir le temps de
génération des bactéries et ainsi favoriser la production et l'incorporation du FAD dans
la protéine, les cultures ont été placées a 37 °C jusqu’a I'obtention d’'une DOesoonm de
0,6. Un choc chimique et thermique a été alors réalisé en ajoutant 3% d’éthanol a la
culture qui a été alors placée a 4°C durant 2 h. La production de la LkcE a été alors

induite par ajout d’IPTG (0,1 mM) et la culture a été placée a 15 °C sur la nuit.

La culture a été ensuite centrifugée durant 30 min a 3500 g. Les bactéries ont été
ensuite resuspendues dans 30 mL par litre de culture de tampon phosphate-NaCl
(NaPi) 100 mM, glycérol 10%, EDTA 10 mM, pH 7,4. Elles ont été alors centrifugées
a nouveau, le surnageant a été éliminé, et les culots bactériens ont été congelés a
-20 °C.

B) Lyse cellulaire et purification de la LkcE

a. Lyse cellulaire

Les culots cellulaires de chaque litre de culture ont été repris dans du tampon
HEPES 30 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5 a raison de 10 mL par unité de DOesoonm €n fin
de culture. Quatre cents unités de benzonase pour 100 mL de surnageant de lyse
cellulaire ont été ajoutées, ainsi que 6 mM de MgSO4 pour éliminer les acides
nucléiques. Les cellules ont été lysées au désintégrateur de cellule de type French
Press (Basic Z, Constant Systems Ltd.) a 15 kPsi (1000 bars) a 4 °C. Trente mL de
tampon de lyse ont été ajoutés dans la French Press afin de s’assurer de ne pas perdre
d’échantillon. Les débris cellulaires ont été éliminés par centrifugation a 17 000 g

pendant 40 min

b. Chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose

Apres filtration sur filtre de 0,22 pym, et addition de 70 mM d’imidazole, le
surnageant de lyse a été injecté a 3 mL/min sur colonne Ni-Sépharose (GE Healthcare
Life Sciences) couplée & un systéme Akta Avant (GE Healthcare Life Sciences). La
colonne a été préalablement équilibrée avec du tampon HEPES 30 mM, NaCl 500 mM,
imidazole 70 mM, pH 7,5. La protéine présente une affinité pour les groupements

nickel en raison de I'étiquette Hise en N-terminal de la fusion SUMO apportée par le
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plasmide pBG102. La protéine a été ensuite éluée par compétition en utilisant un palier
a 250 mM d’imidazole, a un débit de 5 mL/min. Les fractions collectées ont été
analysées par SDS-PAGE 12,5% révélé au bleu de Coomassie et les fractions

contenant la LkcE ont été regroupées.

c. Protéolyse de la protéine de fusion et du tag histidine suivie

d’'une chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose inverse

Les différentes fractions rassemblées ont été mises en présence de 150 ug de
protéase du rhinovirus humain h3C et mises a dialyser sur la nuit contre 5 L de tampon

de lyse pour éliminer I'imidazole.

Aprés clivage de la protéine SUMO tagguée Hiss, I'échantillon a été injecté a
nouveau sur colonne Nickel-Sépharose (GE Healthcare Life Sciences) a un débit de 2
mL/min. La colonne a été préalablement équilibrée avec du tampon HEPES 30 mM,
NaCl 500 mM, pH 7,5 contenant 20 mM d’imidazole. La LkcE a donc été éluée dans
la fraction non retenue. Apres la nickel inverse, la protéine a été diluée 3 fois dans du
tampon HEPES 30 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5 afin de diminuer la force ionique du

tampon.

d. Chromatographie échangeuse d’anions

Une colonne Q-sépharose (agarose 6% sur lequel sont greffés des groupements
triméthylammonium chargés positivement) couplée & un systéme Akta Avant (GE
Healthcare Life Sciences) a été équilibrée avec du tampon HEPES 30 mM, NaCl
100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5. L’échantillon dilué a été injecté a un débit de 5 mL/min.
Un gradient croissant de NaCl (de 100 mM a 1 M) a été utilisé avec un débit de
5 mL/min pour éluer la protéine. Les fractions collectées ont été analysées par gel
SDS-PAGE 12,5%, et les fractions contenant la LkcE ont été regroupées.

e. Chromatographie d’exclusion stériqgue

Afin d’éliminer les éventuels derniers contaminants et les agrégats de protéines,
une étape de filtration sur gel a été effectuée. Pour cela, la protéine a été tout d’abord
concentrée a l'aide d’'un concentrateur Amicon Ultracel-30 (Merck Millipore) par
centrifugation a 4000 g jusqu’a un volume inférieur a 8 mL. La protéine a été ensuite

injectée a I'aide d’une boucle d’injection de 10 mL sur une colonne Superdex 200 26/60
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prep grade (GE Healthcare Life Sciences) couplée & un systéme Akta FPLC (GE
Healthcare Life Sciences). La colonne a été préalablement équilibrée avec du tampon
HEPES 30 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5. L’élution a été réalisée avec un
volume colonne de ce méme tampon a un débit de 2 mL/min. Les protéines ont été
séparées suivant leur diamétre hydrodynamique et les différentes fractions de 2 mL
ont été analysées par gel SDS-PAGE 12,5 % révélé au bleu de Coomassie. Les
fractions contenant la protéine pure ont été regroupées. La protéine a été concentrée
jusque 20 mg/mL par centrifugation a 4000 g avec un concentrateur Amicon Ultracel-
30 (Merck Millipore) et congelée en fractions aliquotes de 50 uL dans I'azote liquide.

Elle est ensuite stockée a -80 °C.

Un dosage spectrophotométrique en UV-visible permet d’estimer le pourcentage
de protéine ayant incorporé le co-facteur flavinique. Pour cela I'absorbance de la
protéine (280 nm, € = 49 333,5) et I'absorbance du FAD (450 nm, € = 11 300 nm) ont

été mesurées a 'aide d’un spectrophotométre SAFAS (UVmc?).

4. Production de la SeLkcE

Afin de produire la LkcE sous forme séléniée (SeLkcE) en forgant I'incorporation
des sélénomeéthionines, nous avons utilisé un protocole de double répression de la
production de méthionine. Pour cela, la souche B834 pRARE2 d’E. coli a été
transformée avec le plasmide pBG102 comportant la séquence codant la LkcE. Les
bactéries ont ensuite été mises en culture en milieu M9 dans lequel a été ajouté un
mélange composé des 19 acides aminés naturels (sauf la méthionine) et de
sélénométhionine (Hendrickson, et al., 1990). Le reste du protocole de production et
purification est identique a celui de la LkcE native et de ses mutants.

lll. Production, extraction et purification du substrat de la
LkcE.

Afin d’isoler le substrat de la LkcE, il a fallu tout d’abord inactiver 'enzyme qui le
métabolise. Le Dr. C Jacob a réalisé une délétion du géne codant la LkcE dans la
souche productrice de la lankacidine C: S. rochei. Pour ce faire, un couple

d’oligonucléotides a été congu pour amplifier la cassette de résistance a I'apramycine,
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avec en 5, 39 nucléotides situés en amont du gene codant la LkcE, et en 3’, 39
nucléotides situés en aval du gene codant la LkcE. Une PCR en utilisant comme
matrice le plasmide plJ773 (Figure 58A) a permis d’amplifier la cassette contenant le
géne de résistance a 'apramycine tout en incorporant les séquences flanquantes du
géne codant la LkcE (Figure 58B). Ce produit PCR a ensuite été introduit dans le
cosmide Lc2B12 fourni par le Pr. P.F. Leadlay (Université de Cambridge), dérivé du
SuperCos1 (Figure 58C) (Evans, et al., 1989 ; Dickschat, et al., 2011). Pour cela, des
cellules BW25113 d’E. coli ont été co-transformées par le cosmide Lc2B12, le
plasmide plJ790 (Figure 58D) et le fragment PCR. Le plasmide plJ790 permet
I'expression de la recombinase ARed qui rend possible une recombinaison homologue
entre les extrémités du fragment PCR et le cosmide Lc2B12 au niveau de la séquence
codant la LKkcE. Les clones pour lesquels une recombinaison homologue a eu lieu ont
eté sélectionnés sur milieu supplémenté en apramycine. Le cosmide ayant incorporé
la cassette de résistance a I'apramycine a été alors extraite par minipréparation d’ADN

plasmidique puis envoyé en séquencage.

Des bactéries ET12567 d’E. coli ont été ensuite co-transformées par le cosmide
et le plasmide pUZ8002 (Figure 58E) aidant a la conjugaison bactérienne. Ces
bactéries ont servi pour la conjugaison avec la souche S. rochei au stade de spores.
Il'y a alors eu recombinaison homologue entre le cosmide et le plasmide PSLA2-L de
S. rochei qui code naturellement le cluster de génes de la PKS synthétisant la
lankacidine C. Ceci entraine par conséquent le remplacement du gene codant la LkcE
sur le plasmide PSLA2-L par la cassette de résistance a I'apramycine.

La souche ainsi a été mise en culture dans le milieu YMG (4 g de glucose, 4 ¢
d’extrait de levure, 10 g d’extrait de malt par litre de culture, pH 7,2 ajusté avec du
KOH) pendant environ 72 h a 30 °C sous agitation a 200 rpm. Trois cultures de 10
litres chacune ont été nécessaires a I'obtention du substrat. Aprés centrifugation a
4000 rpm durant 30 min, le milieu de culture a été extrait a I'acétate d’éthyle (3 fois 1
équivalent volume). La phase organique a été conservée et évaporée sous vide a l'aide

d’un systéme rotavapeur (40 °C sous vide).

A partir de 10 L de milieu de culture, entre 100 mg a 200 mg d’extrait total ont été
récuperé. Le produit de I'extraction a ensuite été envoyé au laboratoire du Pr. A

Kirschning a Hanovre afin de purifier le substrat.
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Figure 58 : Constructions utilisées pour déeléter le géne codant la LkcE chez S. rochei.
A : Plasmide plJ773 ayant servi comme matrice PCR pour I'amplification de la cassette
de résistance a I’'apramycine.

B : Fragment amplifié par PCR : Les séquences en bleu correspondent aux 39 et 38
nucléotides apportés par les oligonucleotides, correspondant respectivement a la
séquence en amont et en aval du géene codant la LkcE. FRT (flippase recognition target)
est une séquence permettant I'excision de la cassette de résistance, si besoin.

C : Plasmide plJ790 favorisant la recombinaison homologue chez E. coli.

D: Cosmide SuperCos1 ayant servi de base a I'obtention du cosmide Lc2B12 pat
I'équipe du Pr. P.F. Leadlay.

E : Plasmide pUZ8002 favorisant la conjugaison bactérienne entre E. coli et S. rochei
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IV. Etudes préliminaires de la LkcE

1. Homogénéité en solution

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) permet de déterminer [I'état
d’agrégation de la protéine ainsi que la taille des particules présentes en solution. La
mesure de la variation d’intensité de diffusion des particules en solution dépend de la
diffusion des solutés en solution qui est fonction du rayon hydrodynamique. Avant la
mesure, I'échantillon a été centrifugé a 15000 g pendant 30 min pour éliminer les
éventuelles poussieres. Les mesures ont été effectuées sur un appareil Zetasizer
NanoS (Malverne) et chaque mesure comportait une dizaine d’acquisitions de 1 s a
25 °C.

2. Vérification de l’'intégrité de la LkcE et caractérisation du co-

facteur flavinique par spectrométrie de masse

L’échantillon de LkcE purifié a été dessalé par chromatographie liquide (HPLC,
Akta Explorer, GE Healthcare) sur une colonne en phase inverse C8 (Grace) et élué
en gradient croissant d’acétonitrile, contenant du TFA 0,1%. Le pic correspondant a la
protéine et celui correspondant a la flavine ont ensuite été analyseés par spectrométrie
de masse (F. Dupire, Service Commun de Spectrométrie de masse de la Faculté des

Sciences et Technologie de I'Université de Lorraine).

V. Etude de la LkcE par cristallographie aux rayons X

La cristallographie aux rayons X est une technique de référence pour la
détermination de structures tridimensionnelles de protéines a I'échelle atomique. Cette
technique se divise en trois phases : 1) la cristallisation de la protéine. En effet, I'étude
cristallographique nécessite d’obtenir des cristaux de protéine d’une taille et d’'une
qualité suffisante pour obtenir une diffraction ; 2) I'enregistrement et le traitement de
données de diffraction des rayons X ; et 3) la résolution de la structure a partir des
données de diffraction, qui nécessite une étape de phasage et un processus itératif
d’affinement de la structure.
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1. La cristallisation de la LkcE

A) Principes et techniques de cristallisation

La cristallisation consiste a faire passer la protéine d’un état libre en solution a un
état cristallin qui est un état solide et ordonné périodiquement. En effet dans un cristal,
les molécules sont orientées et disposées a l'identique d’'une maille a I'autre. Pour
aboutir a un état cristallin, la solubilité de la protéine est diminuée lentement grace a
des agents précipitant afin de favoriser les interactions spécifiques intermoléculaires
(Figure 59).

Concentration

en protéine
A

Précipitation

Nucléation

Métastable

Solution

sous-saturee A

»
>

Concentration
en agent précipitant

Figure 59 : Diagramme de phase d’une protéine.

Afin de faire passer la protéine de I'état soluble a un état cristallin, on augmente peu a peu sa
concentration, de méme que la concentration en agent précipitant. Ainsi la protéine, qui est en
solution sous-saturée (A), va passer progressivement vers une zone de nucléation (B). C’est
a cette concentration que vont se former les premiers germes cristallins. La protéine passant
petit a petit d’'un état libre en solution a un état cristallin, la concentration de celle-ci va diminuer
dans la solution. Ainsi la croissance du cristal va se poursuivre dans la zone que I'on appelle
métastable, qui est une solution sursaturée, qui ne permet pas la formation de germes
cristallins mais uniquement leur croissance (C).
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Le but va donc étre de trouver un compromis entre concentration en protéine et
concentration en agent précipitant afin d’amener la protéine dans la zone de
nucléation, sans pour autant faire précipiter la protéine. La recherche des conditions
de cristallisation est empirique, et s’effectue sous forme d’essais-erreurs en raison des

multiples paramétres qui influencent la cristallisation (McPherson, et Gavira, 2014) :

- la pureté de la protéine : dans le cas général, la solution protéique doit étre le
plus parfaitement homogéne possible. Un autre facteur important est le temps
de purification de la protéine, pendant lequel la protéine peut se dégrader.

- la concentration en protéine : comme décrit précédemment il s’agit d’'un facteur
crucial pour la cristallisation de la protéine puisqu’elle régit les interactions
protéine-protéine.

- la nature des agents précipitants et leur concentration : ils vont permettre de
diminuer la solvatation des protéines et ainsi favoriser les interactions
spécifiques.

- le pH: qui va a la fois déterminer la stabilité de la protéine (I'intégrité de la
structure) mais aussi I'état de charge de la protéine.

- la présence ou non de ligands: ils peuvent induire un changement
conformationnel pouvant rigidifier des parties flexibles de la protéine et donc,
aider a la cristallisation.

- lajout d’additifs : leur nature peut étre tres variée (ions, alcools, détergents,
peptides, sucres, etc...). lls peuvent favoriser la cristallisation de la protéine.

- la température : qui affecte la stabilité, la solubilité de la protéine et a une

influence majeure sur la cinétique de cristallisation.

La solubilité de la protéine dépend de ses interactions avec le solvant. Le but va
donc étre de perturber ces interactions protéines-solvant pour désolvater la protéine
et forcer les interactions spécifiques protéine-protéine. Pour cela divers agents
précipitants sont utilisés :

- les polyméres organiques qui agissent par exclusion du solvant au voisinage
de la protéine (le polyéthylene glycol (PEG) est le plus utilisé).
- les solvants organiques qui diminuent la constante diélectrique du milieu,

favorisant ainsi les interactions ioniques.
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- les sels non chaotropiques qui modifient la force ionique. A de faibles
concentrations, ils vont favoriser la solubilité de la protéine (salting in) mais a
des concentrations de I'ordre du molaire, ils vont exclure le solvant et ainsi

favoriser les interactions hydrophobes (salting out).

Plusieurs techniques permettent de diminuer progressivement la solubilité de la
protéine afin de 'amener a un état cristallin. La plus utilisée est la diffusion en phase
vapeur, mais cela peut également se faire par dialyse, ou par batch (Ducruix, et Giegé,
1999). La technique de diffusion en phase vapeur la plus utilisé est la goutte
suspendue (Wlodawer, et Hodgson, 1975). Cette méthode consiste a déposer dans
un récipient (appelé couramment puit), un volume (1 mL) de solution contenant I'agent
précipitant. Sur une fine lamelle est ensuite déposé un volume (de 1 uL a 5 pL) de
solution protéique, auxquels est ajouté un volume de solution précipitante (1 uL a 5
puL). La lamelle est ensuite posée au-dessus du récipient et est scellée
hermétiquement. La solution précipitante est donc diluée sur la lamelle par rapport a
celle présente dans le puit et donc une diffusion de vapeur va s’établir de la goutte
vers le puit afin d’équilibrer les concentrations. Les concentrations en agent précipitant
et en protéine vont donc progressivement augmenter et, dans des conditions
favorables, la protéine va atteindre la zone de nucléation et ainsi former les premiers
germes cristallins (Figure 60). Cette technique a été utilisée en boite Linbro pour la

reproduction des cristaux et I'affinement des conditions de cristallisation

La méthode de la goutte assise a également été utilisée pour l'utilisation des
screens commerciaux permettant de tester de nombreuses conditions de
cristallisation. Cette technique de diffusion en phase vapeur differe de la goutte
suspendue par le fait que la goutte de cristallisation est déposée sur un support situé
au-dessus ou a c6té du puit.
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Lamelle scellée avec du silicone

Goutte de cristallisation : ———"" H.O T é %;

Protéine + solution d’agent précipitant

Solution d’agent précipitant _

Etat d’équilibre : la concentration HO é %
en agent précipitant est la méme
dans le puit et dans la goutte

Figure 60 : Principe de cristallisation par diffusion de phase vapeur en goutte
suspendue.

Un grand volume de solution d’agent précipitant (1 ml) est placé dans le puit. La goutte de
cristallisation est composé d’un certain ratio de solution protéique et de solution d’agent
précipitant : trois ratio ont été classiquement utilisés pour chaque condition testée : 1/1; 1/2 et
2/1 (en pL). Du fait de la différence de concentration en agent précipitant entre les gouttes et
le puit, une diffusion d’eau de la goutte vers le réservoir va se produire. Ainsi la concentration
en protéine et en agent précipitant dans la goutte va progressivement augmenter jusqu’a
atteindre un état d’équilibre.
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B) Recherche et amélioration des conditions de
cristallisation de la LkcE

a. Criblage de conditions de cristallisation

Les premiers tests de cristallisation ont été réalises avec des screens
commerciaux afin d’obtenir les premiers cristaux et de connaitre le comportement de
la protéine dans différentes conditions de pH et de force ionique mais aussi I'agent
précipitant a utiliser de préférence. Ces screens commerciaux sont composés de
conditions ayant déja permis I'obtention de cristaux de protéines et offrent 'avantage
d’explorer une grande variété d’agents précipitants (sels, polymeéres, solvants

organiques), de pH, et d’additifs (Jancarik et Kim, 1991).

Ces tests ont été réalisés dans des boites de type Greiner MRC 2 (Hampton
Research) dans lesquelles chacun des 96 puits est associés a trois cupules permettant
la realisation de trois ratios différents : 1/2, 1/1, et 2/1 (Figure 61). Ces boites ont été
remplies a I'aide de deux robots différents : un robot Evo 150 (Tecan) pour remplir le
puit avec les solutions de cristallisation et un robot Mosquito (TTP Labtech) pour
déposer la solution protéique et la solution de cristallisation dans chaque cupule. En
effet, le robot Mosquito permet I'utilisation de trés faibles volumes (100 et 200 nL).

Figure 61 : Boite Greiner MRC 2 (Hampton Research) utilisé lors des screens de
conditions de cristallisation.

Les 96 puits sont remplis avec les différentes solutions de cristallisation et les trois cupules
permettent de réaliser trois ratios différents.
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Pour la LkcE, les screens commerciaux JCSG-plus (Molecular Dimensions),
Morpheus (Molecular Dimensions), Wizard (Emerald BioSystems), SaltRX (Hampton
research), PGA Screen (Molecular Dimensions), PEG/lon Screen (Hampton research),
HR (Hampton research), et Index (Hampton research) ont été utilisés. Pour la SeLkcE
seuls les screens Index (Hampton research), HR (Hampton research), Wizard
(Emerald BioSystems) et PEG/lon Screen (Hampton research) ont été effectués. Les
boites ont été ensuite scellées hermétiquement a I'aide d’un film plastique transparent,

placées a 20 °C et I'évolution des gouttes a été suivie a 'aide d’'une loupe binoculaire.

b. Amélioration des cristaux

Lorsqu’une condition de cristallisation entraine I'apparition de cristaux, elle a été
reproduite dans des volumes plus importants, en goutte suspendue en boite Linbro.
Pour cela, des gammes faisant varier pas a pas les concentrations des différents
composants (agents précipitants, sels, additifs) de la condition du screen commercial
ou le pH ont été effectuées, permettant soit I'amélioration des cristaux, soit de

comprendre quels sont les composants influencant favorablement la cristallisation.

Une autre méthode consiste a élaborer une série d’essais permettant de tester un
maximum de conditions en un minimum d’expériences. Ce sont les plans factoriels
incomplets qui combinent entre elles toutes les différentes variables (précipitants, sels,
pH, etc...) auxquelles sont associés plusieurs niveaux (les différentes concentrations,
valeurs de pH, etc...) (Carter, et Carter, 1979). Cette combinaison s’effectue de
maniére aléatoire mais de fagon a ce que chaque variable soit représentée un nombre
identique de fois et en évitant les redondances. Ces plans d’expérience ont été
calculés en utilisant le logiciel SAMBA (Simulated Annealing and BAcktracking
methods) (Audic, et al., 1997).

Lorsque les cristaux sont de tailles insuffisantes, que la nucléation est trop
importante ou au contraire absente, la technique d’ensemencement a été utilisée.
Celle-ci consiste a prélever des cristaux obtenus en sursaturation pour ensemencer
des gouttes en sous-saturation. Les germes cristallins servant a ensemencer peuvent
étre soit des cristaux (on parle dans ce cas de macroseeding) ou alors un broyat de
cristaux (microseeding). Dans le cas du microseeding, utilisé pour obtenir des cristaux
de LkcE et de ces mutants, les cristaux ont été prélevés, introduit dans une solution

de conservation dans laquelle la concentration en agent précipitant était Iégérement
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plus élevée que celle de la condition dans laquelle les cristaux ont été obtenus. lIs sont
ensuite broyés a l'aide du kit Seed Bead™ (Hampton Research). Cette solution a alors
été utilisée comme solution de cristallisation dans les gouttes, et une solution moins
concentrée en agent précipitant a été introduite dans les puits. Le fait que la protéine
n’atteigne pas la zone de nucléation, mais uniquement la zone de croissance, permet

de contrGler le nombre de germes cristallins introduits par dilution du broyat.

c. Trempage par diffusion des substrats

Dans le but d’obtenir la structure de la LKCE ou de ses mutants avec le substrat
naturel de I'enzyme (LC-KAOQ5), les cristaux ont été trempés dans une solution
contenant 30 mM de substrat. En effet, la quantité de substrat produit au laboratoire
et purifié par le laboratoire du Pr. Kirschning est faible, ce qui a interdit des essais de
co-cristallistion. Nous avons décidé de jouer avec des durées plus ou moins longues
(de 5 secondes a 20 minutes). Pour cela, le substrat a été dissous dans I'éthyléne
glycol, solvant qui sert également de cryoprotectant pour la congélation des cristaux.
Lors du trempage, les cristaux ont été prélevés de la goutte de cristallisation puis
introduits dans une solution stabilisante contenant 30 mM de LC-KAO05 et 30%

d’éthyléne glycol. Le cristal a ensuite été congelé en flux d’azote a 100 K.

2. Congélation et enreqgistrement des données de diffraction

A) Congélation des cristaux

Lors de I'enregistrement des données de diffraction au synchrotron, les cristaux
sont soumis a des rayons X trés intenses. Ces rayonnements induisent la formation
de radicaux libres (radiolyse de I'eau) ou des phénoménes d’ionisation qui entrainent
la dégradation de la protéine et donc du cristal. Pour éviter les dommages dus aux
radiations, et la diffusion des radicaux, il est impératif de congeler le cristal.
Contrairement aux cristaux de sels, les cristaux de protéines contiennent pourcentage
important de solvant (entre 30 a 70% généralement). |l est donc primordial de protéger
le cristal contre la formation de glace, qui pourrait a la fois endommager le cristal, et
donc affecter son pouvoir de diffraction, mais aussi conduire a la présence d’anneaux
de glace sur le cliché de diffraction. Ces couronnes de glace parasites sont dues a la
diffraction des rayons X par les cristaux de glace et entraine un bruit trés élevés sur

les mesures des taches de diffraction a 3,5, 3,7 et 3,9 A de résolution.
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Afin de protéger les cristaux de la formation de glace, ils ont été trempés quelques
secondes dans une solution stabilisante supplémentée avec 30% d’éthylene glycol.

Les cristaux ont ensuite congelés sous flux d’azote a 100 K.
B) Enregistrement des données de diffraction

Les ondes diffractées par le cristal peuvent étre décrite selon deux parametres : le
module | F| et la phase ®). Ainsi, chaque réflexion est associée a un facteur de
structure Fk) qui dépend de la nature des atomes a travers le facteur de diffusion
atomique fiet de la position (xyz) de chaque atome j au sein de la maille dans le réseau
direct. Ce facteur de structure décrit ainsi la contribution de 'ensemble des atomes, a

travers leurs électrons, a la diffraction selon I'Equation 1 :

F.’ e“?’mw Ef P 217 h\ +k\ +17; )]

1

ko= |F kI

Equation 1 : relation de calcul du facteur de structure.

Avec | Fhk/| : amplitude ou module de I'onde diffractée, ¢n: phase de I'onde diffractée, fle
facteur de diffusion atomique, (x;,y;,z;) les coordonnées de I'atome j, et hk/les indices de Miller
(ou coordonnées dans I'espace réciproque).

Il existe une relation mathématique, la transformée de Fourier, entre les
amplitudes diffractées, c’est-a-dire les facteurs de structure Frk dans le réseau
réciproque, et la distribution de la densité électronique du cristal p(xyz) dans le réseau

direct :

plxyz)= Z‘Fhk,|exp ia,, )exp[ 2ri(hx + ky + lz)]

hkl

Equation 2 : Transformée de Fourier.
Avec (xyz) les coordonnées dans I'espace réel, hkl les indices de Miller, et V volume de la
malille.

Cependant, lors de l'enregistrement d’un cliché de diffraction, I'information de
phase est perdue. Seule 'amplitude de I'onde diffractée est mesurée. La phase devra
donc étre déterminée par une méthode indirecte (méthode développée dans le
chapitre V.3.B)
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Les données de diffraction ont été enregistrées au synchrotron SOLEIL (Gif-sur-
Yvette) sur les lignes Proxima 1 (LKCE et mutants de LKcE) et Proxima 2 (SeLkcE).

Pour la collecte des données, le cristal est monté sur un support placé sur une téte
goniométrique dans le flux d’azote et de rayons X. L’expérience consiste a irradier le
cristal par les rayons X avec un temps d’exposition choisi (de 0,1 s a 0,5 s), sur un
secteur angulaire dépendant du groupe d'espace, et avec un pas d’oscillations choisi
par 'expérimentateur de 0,1 a 0,5° en fonction des caractéristiques propres au cristal

(maille, mosaicité, etc...).

3. Traitement des données de diffraction et phasage

A) traitement des données

Les spectres de diffraction ont été indexés et intégrés en utilisant le logiciel XDS
(Kabsch, 2010) et mis a I'échelle avec XSCALE (Otwinowski, et Minor, 1997). La
qualité des jeux de données enregistrées a ensuite été évaluée en fonction de
plusieurs parameétres tels que la résolution maximale, la complétude, la redondance
ainsi que par le facteur Rsym qui quantifie le désaccord entre les intensités des
réflexions équivalentes par les symétries de Laue. Plus ce facteur est bas, meilleure

est la cohérence interne du jeu de données. Il s’exprime par :
22 Ihki a <Ih'k'i'>‘

— hk''hkl
sym
Z Ih )
hil

Equation 3: indice d’accord entre les intensités équivalentes par symétrie et leur
moyenne.

<lpxr> est l'intensité moyenne de la réflexion unique h’k’l’ et Inq est l'intensité mesurée de la
réflexion hkl.
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B) Résolution du probléeme de phase

Comme nous l'avons vu précédemment, toute information de phase est perdue
lors de I'acquisition des données. Pour cela, il est nécessaire d’utiliser des méthodes

indirectes afin de résoudre le probleme de phase.

a. Phasage par diffusion anomale

Si un cristal est centrosymétrique, la loi de Friedel indique qu’en chaque point de
la maille, l'intensité d’une réflexion (h, k, 1) est équivalente a celle en (-h,-k,-l).
Cependant, lorsqu’'un atome lourd est présent au sein du cristal, et que la longueur
d’onde du faisceau de rayons X est proche du seuil d’absorption de ce dernier, il se
crée alors en plus un phénoméne de diffusion anomale qui rompt la loi de Friedel
(Blundell, et Johnson, 1976). En effet, au voisinage de ce seuil, il y a un phénoméne
de résonance entre les photons X et le nuage électronique de I'atome anomal. Il en
découle un déphasage entre 'onde incidente et 'onde réémise par 'atome. Le facteur
de diffusion atomique s’écrira alors f(A) = f° + f(A) + if’(A) avec f° le facteur de diffusion
en absence de diffusion anomale, f'(A) la partie anomale réelle (dispersive) et f’(A) la
partie anomale imaginaire due a l'absorption des rayons X par les électrons du

diffuseur anomal.

Il existe deux méthodes de phasage utilisant la diffusion anomale : le SAD (single
wavelength anomalous dispersion) et le MAD (multiple wavelength anomalous
diffusion). Le principe des deux méthodes consiste a déterminer la position de I'atome

lourd dans la maille cristalline.

i.  La diffusion anomale simple (SAD)

En SAD, une seule longueur d’'onde est utilisée au cours de I'enregistrement des
données. Expérimentalement, nous effectuons un scan de longueur d’ondes pour
déterminer le pic d’absorbance du diffuseur anomal (Figure 62). Les données sont
alors enregistrées a la longueur d’onde du maximum du pic d’absorbance du diffuseur
anomal. Afin de pouvoir obtenir les phases expérimentales, il est nécessaire de
localiser la position des atomes lourds dans la maille du cristal. Celle-ci peut étre
déterminée par la fonction de Patterson (Patterson, 1935) . Etant donné que les
amplitudes des deux contributions réelle (f') et imaginaire (f’) de I'atome lourd sont
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connues, il est maintenant possible de déterminer le facteur de structure grace a la
méthode de Harker (Figure 63). Cependant, celle-ci donne une ambigtiité sur la phase.

Deux solutions sont possibles car la méthode de Patterson ne permet pas de
distinguer les positions énanthiomériques des atomes lourds. Il y a donc deux cartes
de densité différentes équiprobables. La moyenne des deux solutions donne
naissance a une carte de Fourier qui est la superposition de deux cartes : l'une
représentant la densité électronique de la protéine et l'autre représentant du bruit
attribuable a aucun atome particulier. Afin d’'améliorer cette carte, et donc de lever
I'ambiguité, une procédure itérative d’amélioration de densité est effectuée en utilisant
des algorithmes comme I'aplatissement de solvant (Wang, 1985) et en effectuant la
moyenne des symétries non-cristallographique (NCS) a I'aide du programme PARROT
(Zhang, et al., 1997).

peak
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Figure 62 : Scan de fluorescence du sélénium sur une protéine séléniée (adapté de
Duke, et Johnson, 2010).

A proximité du seuil d’absorption les parties réelle et imaginaire f' et f’ varient rapidement.
Pour un jeu SAD, seule une acquisition & une longueur d’'onde du pic d’absorbance du
diffuseur anomal (peak ou pk) est enregistrée. Pour I'acquistion d’un jeu MAD, les longueurs
d’onde du pic, du point d’inflexion (ip), avant le pic d’absorbance (rm1) et aprés celui-ci (rm2)
sont utilisés.
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Figure 63 : Méthode de Harker permettant de déterminer la phase par SAD (tiré de
Taylor, 2010).

Cette représentation montre que la méthode SAD induit une ambiguité de phase dans lesquels
deux solutions (appelées « mains ») sont possibles, solutions qui correspondent aux
intersections entre les deux cercles.

i. LeMAD

Pour un phasage par MAD, plusieurs jeux de données sont nécessaires. Bien
qu’en théorie deux longueurs d’ondes soient nécessaires pour le phasage en MAD,
trois, voire quatre jeux de données a des longueurs d’onde différentes sont
enregistrés. Un jeu de données est enregistré sur le pic d’absorbance du diffuseur
anomale, un sur le point d’inflexion de la courbe, et un ou deux éloignés du pic
d’absorbance (remote 1 et remote 2) (Figure 62). Ces jeux de données sont
enregistrés de préférence sur un méme cristal pour éviter des probléemes de non-
isomorphisme. Contrairement au SAD, le fait d’avoir un jeu de données a plusieurs

longueurs d’'onde permet de lever 'ambiguité de phase.
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iii.  Phasage expérimental de la LkcE

Bien qu’un jeu MAD ait été enregistré sur la ligne de lumiére Proxima 2, le phasage
pour la SeLkcE a été effectué par SAD sur le jeu de données du peak, enregistrés a
une longueur d’onde de 0,9793 A. Pour cela, nous avons utilisé le logiciel HKL2MAP
(Pape, et Schneider, 2004) qui est une interface graphique employant la suite SHELX
(Sheldrick, 2010). Les données de diffusion anomale ont tout d’abord été traitées avec
XPREP. Ce logiciel permet de définir la résolution maximale du jeu de données
anomales a 3,3 A, et d’estimer les facteurs de structure anomale. La suite SHELX a
ensuite permis d’ajouter et d’affiner la position de 23 atomes de sélénium dans la
maille. Parmi ces 23 atomes, 16 ont un taux d’occupation supérieur a 0,7. Ainsi les
sites de 16 des 18 atomes de sélénium incorporés dans la SeLkcE ont pu étre
déterminés sans ambiguité. La figure de mérite (FOM) sur le positionnement des

atomes lourds était de 0,376.

Afin de discerner entre les deux mains possibles nous avons utilisé le logiciel
PARROT (Zhang, et al., 1997) pour effectuer un aplatissement de solvant. Le
programme utilise également les symétries non cristallographiques (NCS)
déterminées au préalable sur la position des atomes lourds par SHELX. PARROT, en
plus de sélectionner la bonne solution de phasage, a amélioré considérablement les
phases, ce qui se traduit par une figure de mérite sur les phases qui augmente de
0,374 a 0,867 et une corrélation de 0,690 qui augmente jusqu’a 0,939 au terme de 21
cycles. Ceci a permis d’obtenir une carte exploitable dans laquelle les structures
secondaires étaient clairement identifiables. Cette carte de densité a permis la
construction de la premiére structure pour la LKcE.

b. Phasage par remplacement moléculaire

La résolution du probléme de phase en utilisant le remplacement moléculaire est
la technique la plus utilisée a I'heure actuelle. En effet, cette technique nécessite un
modele tridimensionnelle suffisamment proche de la structure de la protéine étudiée
pour pouvoir résoudre le probleme de phase (Rossmann, 1990). Etant donné le
nombre croissant de structures au sein de la Protein Data Bank (PDB) (>111 000),
nous pouvons aiseément comprendre I'intérét croissant de cette méthode de phasage
simple et rapide a mettre en ceuvre. Pour phaser par remplacement moléculaire, il est

conseillé de disposer d'un modéle présentant au minimum 30% d’identité de
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séquence. Le but du remplacement moléculaire est de positionner une ou plusieurs
molécules modéles dans la maille cristalline afin de pouvoir calculer une premiére
estimation des phases pour les facteurs de structure. |l faut pour cela déterminer les
fonctions de rotation et de translation permettant de positionner au mieux le modéle
pour simuler le contenu de la maille (Rossmann, et Blow, 1962).

Nous avons utilisé Phaser MR (McCoy, et al., 2007) de la suite CCP4 (Winn, et
al., 2011) pour résoudre le probleme de phase des jeux de données enregistrés sur
les protéines natives en utilisant le modeéle construit a partir du modéle de la protéine
séléniée. Ce programme utilise le maximum de vraisemblance afin de trouver la
meilleure solution pour les fonctions de rotation et de translation. Tout d’abord, le
modele est orienté par la recherche d’'une solution de rotation, puis sa position dans
l'unité asymétrique est retrouvée par une étape de translation. La LkcE étant un
homodimére, le remplacement moléculaire a été effectué par une recherche a corps

rigide de deux copies du monomere reliés par une NCS.

4. Construction et affinement des structures

Aprés avoir résolu la phase par SAD, un modele pour la SeLkcE a été construit a
l'aide du programme Bucaneer (Cowtan, et Zhang, 1999). Ce programme est
particulierement adapté pour construire un modele protéique a partir de la séquence
de la protéine au sein d’'une densité électronique a une faible résolution (>2,5 A).
Bucaneer construit un modele partiel de la protéine qui est ensuite complété et modifié
manuellement a I'aide du logiciel Coot (Emsley, et al., 2010). Deux tours d’affinement

ont été réalisés a I'aide du programme REFMAC (Murshudov, et al., 1997).

Aprés phasage par remplacement moléculaire a partir du modéle construit pour la
SelkcE, la structure de la LKkcE native a été construite a I'aide du logiciel Coot (Emsley,
et al., 2010). Les phases ont ensuite été affinées en utilisant le programme BUSTER
(Bricogne G., Blanc E., Brandl M., Flensburg C., Keller P., Paciorek W., Roversi P,
Sharff A., Smart O.S., Vonrhein C., Womack T.0O. (2016). BUSTER version X.Y.Z.
Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Ltd). Nous avons utilisé ce programme
d’affinement car il présente I'avantage d’étre particulierement efficace sur les basses
résolutions et d’améliorer la densité électronique des boucles flexibles. De la méme
facon, BUSTER améliore également la densité correspondant aux analogues de

substrat ou au substrat naturel, dans les cas de co-cristallisation ou de trempages. Le
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but de I'étape d’affinement est de réduire I'écart entre les facteurs de structures
observés (Fobs) et ceux calculés a partir du modele (Fcarc). Ce processus est réalisé par
une alternance de construction manuelle du modele dans Coot et des cycles
d’affinements numériques des parameétres des atomes. Ainsi des contraintes d’ordre
stéréochimique, telles que la longueur et les angles de liaisons, la gestion des clashes

stériques, et d’ordre cristallographique tels que les NCS vont étre apportés au modéle.

Le modéle construit a été évalué a chaque cycle d’affinement. Pour cela, le facteur
Rractor permet de juger de l'accord entre le modéle et les facteurs de structure observés.
Un facteur Riree, calculé a partir d’'un échantillon de réflexions (5%) non utilisées au
cours de I'affinement, permet également d’éviter une surinterprétation de la carte de
densité. Ces deux facteurs doivent étre le plus faible possible et I'écart entre les deux

facteurs doit rester de I'ordre de 5%.

La qualité de la structure est enfin vérifiée grace au serveur MolProbity (Davis, et
al., 2007 ; Chen, et al., 2010). Ce serveur permet la validation de la structure en
vérifiant la géométrie de la protéine, le respect de la carte de Ramachandran et les
clashes stériques, et propose un score pour juger de la qualité du modele.
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VI. Test d’activité et détermination des parametres

cinétiques de la LkcE

1. Test d’activité de la LkcE avec analogues de substrat

Afin de tester I'activité de LkcE, ainsi que la co-cristallisation, nous disposions de
deux analogues de substrat mimant chacun une partie du substrat naturel de 'enzyme
(Figure 64).

LC-KAO05
2 analogues
de substrat
O O y fH ©
HaC O/\CH3 N N~
CHg o| on ™
éthyl 2-methylacétoacétate N,N’-diallyl-L-tartardiamide
= EMAA = DATD

Figure 64 : Analogues du substrat naturel de la LKcE.
L’éthyl 2-méthylacétoacétate (EMAA) mime la partie lactone du LC-KAOQ5 (en vert), tandis que
le N,N*-diallyl-L-tartardiamide (DATD) mime la partie amide (en rouge).

La LkcE (50 pM) a été incubée dans différentes concentrations des deux
analogues de substrats. Le mélange réactionnel a été placé a 25 °C durant 1 h. 0,1%
d’acide trichloroacétique (TCA) a été ajouté pour stopper la réaction. Aprés
centrifugation 5 min a 15 000 g, 100 pL ont alors été injectés sur colonne C8 Vydac
208TP52, 2.1 x 250 mm, 5 um (PerkinElmer Life Sciences). Les molécules ont alors

été éluées par un gradient croissant d’acétonitrile (de 0% jusqu’a 80%).
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La réaction a également été reproduite de la méme fagon, mais a cette fois-ci, été
arrétée avec ajout d’acétate d’éthyle (deux fois un équivalent volume). La phase
organique a alors été récupérée analysés en LC-MS (chromatographie phase inverse

couplée a la spectrométrie de masse) par C. Paris (LiBio, Université de Lorraine).

2. Test d’activité de la LKkcE avec son substrat naturel (LC-

KAQ05)

La LkcE (50 uM ou 100 pM) a été mise en présence de concentrations différentes

en LC-KAO05 (10 a 250 puM) et placée a 25 °C. La réaction a été arrétée a différents
temps en prélevant 100 uL du mélange réactionnel et en le mélangeant a 100 pL
d’acétate d’éthyle. La phase organique a été conservée. La phase organique a alors
été extraite une seconde fois avec 100 pyL d’acétate d’éthyle. Les phases organiques
des deux réactions ont été mises en commun. Le solvant a alors été évaporé sous
pression réduite. 100 pL d’'un mélange eau : acétonitrile (20:80) a été utilisé pour
reprendre les molécules avant injection en LC-MS, analyses réalisées en collaboration
avec C. Paris (LiBio, Université de Lorraine).

Au préalable, une gamme étalon a été établie de la méme fagon, en utilisant des
concentrations allant de 5 a 250 uM, mais en absence d’enzyme. Cette gamme étalon
a ensuite permis de quantifier la quantité de substrat transformée par 'enzyme en

reportant les valeurs d’intensité obtenue pour chacun des tests. .

VII. La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

1. Principe et acquisition des données

Le SAXS permet de déterminer la masse moléculaire, les dimensions et la forme
globale d’une protéine en solution. Cette technique d’étude structurale est parfaitement
adaptée a I'étude d’objets qui présentent une certaine flexibilité en solution, ce quirend
leur cristallisation tres difficile. Le SAXS constitue de cette facon une approche
complémentaire a la cristallographie, mais aussi a la RMN puisqu’il n'y a pas de
limitation de taille pour I'objet étudié. Les données enregistrées sont en revanche a
faible résolution. Il est difficile d’estimer une résolution en SAXS, puisque cette

méthode permet de déterminer I'enveloppe globale de la protéine, mais aussi la
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construction de modeles tout atome a partir des structures a haute résolution, mais il
est généralement admis que les données enregistrées présentent une résolution limite

supérieure a la dizaine d’Angstrom (Rambo, & Tainer, 2013).

Le SAXS, tout comme la cristallographie, est basé sur l'interaction des rayons X
avec les électrons de la protéine. Le faisceau de rayons X, de longueur d’'onde A, va
alors étre diffusé au contact de la protéine, et les rayons diffusés aux petits angles (0,1
— 3°) vont étre analysés sur un détecteur. Les données diffusées a angle nul sont en
revanche non mesurables di a la présence d’un beam stop pour protéger le détecteur
du faisceau direct. Nous avons effectué nos mesures sur la ligne de lumiére SWING
du synchrotron SOLEIL, qui permet de réaliser des mesures de SEC-SAXS (SAXS
couplé a une chromatographie d’exclusion stérique en HPLC) (Putnam, et al., 2007 ;
Pérez, & Koutsioubas, 2015) (Figure 65). Ceci permet une derniere purification de
'échantillon avant la mesure, et d’éviter une contamination par des agrégats
éventuels, ou de faire des mesures sur des complexes protéiques en séparant le
complexe des protéines dissociées. La présence d’agrégats durant la mesure serait
en effet délétere étant donné que la diffusion des particules en solution est

proportionnelle a la masse des solutés au carré.

Les données expérimentales consistent en une courbe d’intensité (1) en fonction

41 sin6

du vecteur de diffusion g (¢ = —

), avec 260 I'angle entre le faisceau direct et le

rayon diffusé; q a les dimensions de linverse d’'une distance, et est exprimé

généralement en A" ou nm-' (Figure 66)
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A Relié a un systéme HPLC
Détecteur

\\ / :
—_— diffusé
k, rayon Xincident:\=1.033 A

Capillaire de mesure

B

Détecteur

Figure 65 : Description du principe du SAXS.

A : Sur la ligne SWING de SOLEIL, le capillaire de mesure est couplé a une colonne de type
SEC 3 ou 5 (Agilent) couplée a un systeme HPLC, ce qui permet de séparer les agrégats de
la protéine d’intérét. Le faisceau X incident ko (en violet) interagit avec I'échantillon protéique.
L’échantillon va alors diffuser les rayons X dans toutes les directions. Le détecteur est placé a
une distance variant de 1 a 4 m de I'échantillon pour enregistrer le rayonnement diffusé aux
petits angles (0,1° a 3°).Un "beam stop" en amont du détecteur permet d’arréter le faisceau
incident direct de trop forte intensité.

B : Le vecteur q de diffusion est tel que : § = kqifruse — Ko , €t dont la longueur vaut
g = 4TsinB/A.
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Figure 66 : Description de I’enregistrement des données SAXS.

Dans un premier temps, une série de 120 images de diffusion du tampon est enregistrée, puis
dans un second temps, une série de 240 images de diffusion entourant le pic d’élution de la
protéine dans le tampon est enregistrée. Le temps d’acquisition de chaque image est de 750
ms avec un temps de latence entre chaque image de 250 ms. La moyenne radiale des
intensités diffusées sur le détecteur est calculée pour chaque image, avec le logiciel Foxtrot
(Girardot, et al.,, 2011). Les courbes de diffusion du tampon sont ensuite moyennées, puis
soustraites aux courbes de diffusion de la protéine dans le tampon pour obtenir uniquement le
signal de diffusion de la protéine seule.

1. Traitement des données

A) Loi et Représentation de Guinier

La loi de Guinier permet d’approximer [lintensité I(q) par la relation:
InI(q) = InI(0) — ¢* Rng. Elle n’est valable qu’aux trés petits angles (pour des valeurs

de q faibles), définis pour des valeurs telles que qRg < 1,3. L’application de cette loi,
représentant In I(q) en fonction de ¢?, nous permet ainsi de déterminer le rayon de
giration Rg de la protéine a partir de la pente de la droite ainsi que d’extrapoler
l'intensité diffusée a angle nul 1(0). Cette représentation, appelée représentation de
Guinier, nous permet d’autre part de déterminer la qualité des mesures et de
I'échantillon, la linéarité étant un gage de la qualité des données et la preuve de

'absence d’interactions intermoléculaires (Figure 67).

Sur la ligne de lumiére, cette représentation de Guinier nous permet de calculer le
Rg et le 1(0) pour chaque image enregistrée. Ainsi seules les images consécutives
ayant un Rg constant et une valeur de 1(0) assez élevée seront moyennées. En effet,
la valeur de 1(0) dépend de la concentration protéique et des valeurs élevées
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permettent ainsi d’augmenter le ratio signal sur bruit. Cependant, cette valeur est
également corrélée au carré de la masse moléculaire de I'espéce présente en solution
et des agrégats vont donc présenter une valeur de |(0) importante. Ceci nous permet
de sélectionner les images enregistrées sur une seule et méme espece protéique, et
de moyenner celles-ci afin d’augmenter le ratio signal/bruit (Figure 68).
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Figure 67 : Représentation de Guinier des données SAXS (adapté de Putnam, et al.,
2007).

La loi de Guinier est valable pour des valeurs de qRgy<1,3. Elle se calcule donc aux trés petits
angles, ce qui permet d’étudier les dimensions de la particule en solution mais également les
interactions intermoléculaires. Ainsi, lorsque dans cette représentation, lintensité diffusée
forme une droite, la solution étudiée se rapproche d’'une solution idéale et les données sont
alors exploitables. Cette représentation peut traduire des interactions non souhaitables au sein
de la solution étudiée, puisque la courbe peut alors présenter une intensité croissante aux
faibles valeurs de g2 (agrégats ou interactions attractives) ou au contraire, des valeurs
d’intensités décroissantes (interactions répulsives). La représentation de Guinier permet aussi
d’extrapoler la valeur de I(0) nécessaire pour calculer la masse moléculaire de la protéine en

solution.
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Figure 68 Représentation du rayon de gyration et de I'intensité de diffusion a angle nul
en fonction des images enregistrées.

Une représentation de Guinier est effectuée grace au programme Foxtrot sur chaque image
enregistrée sur la protéine. Seules les images pour lesquelles le Ry (en vert) est constant sont
moyennées. La valeur de [(0) (en bleu) refléte, quant a elle la concentration protéique et donc,
le pic d’élution en HPLC.

B) Fonction de distribution de distance

Cette fonction est calculée grace a la transformée de Fourier de la courbe de
diffusion : P(r) = F(I(q)) = [ 1(q) ™" dq. Elle constitue un histogramme des
distances inter-électroniques au sein de la protéine dans I'espace réel. Elle représente
ainsi la probabilité de trouver une distance entre deux électrons au sein de I'objet
étudié en solution, en fonction de la distance elle-méme (Figure 69). Le calcul de la
fonction de distribution de distance se fait via le programme GNOM de la suite ATSAS
(Svergun, 1992). Cette fonction permet de définir le Dmax, C’est-a-dire la distance
maximale entre deux électrons au sein de la protéine étudiée. En effet, au-dela de
cette valeur, la probabilité de trouver une distance entre deux électrons devient nulle.
L’allure de la fonction de distribution de distance renseigne également sur la forme de
I'objet en solution. La fonction de distribution des distances constitue une deuxieme
méthode de détermination du Rg. En effet, le Rg peut étre déterminé a partir de

Dmax Dmax

I'équation suivante : Rg? = [~ r*P(r)dr/ [ " P(r)dr. La valeur de 1(0) peut

également étre déterminée a partir de la fonction de distribution de distances : 1(0) =

Dmax

4T[(f0

P(r)dr). Ces valeurs de Rq et 1(0) sont ainsi déterminées sur toute la gamme
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de q (contrairement a la loi de Guinier). Ceci permet d’atténuer la contribution des
interactions attractives ou répulsives dans la détermination de ces deux valeurs. |l
s’agit alors d’'une méthode efficace pour confirmer les valeurs de Rg et de [(0)

déterminées par la loi de Guinier.

P(r) [au]

Figure 69 : Fonction de distribution de distance (tiré de Nyman, & Fullmer, 2015)
Plusieurs fonctions de distribution de distance sont représentées ici. Chaque courbe
correspond a une des formes représentées sur la droite. Le Dmax pour la courbe en orange
représentant un cylindre est indiqué a titre d’exemple.

C) Représentation de Kratky

Le graphique de Kratky est une fagon particuliere de représenter les données
SAXS. Elle représente g?l(q) en fonction de q (Kratky, & Porod, 1949). Cette fonction
peut ensuite étre normalisé en multipliant le vecteur d’'onde q par le Rg, ce qui permet
de rendre I'angle de diffusion indépendant des dimensions de la protéine étudiée, et
[(q) peut étre divisée par le 1(0) afin d’affranchir les valeurs d’intensité de la masse
moléculaire de la protéine (Durand, et al., 2010). Ceci permet de comparer directement

les représentations de Kratky pour des protéines différentes.

Cette représentation fournit des informations sur le niveau de structuration de la
protéine. En effet, si cette représentation forme une courbe en cloche, cela signifie que
la protéine est globulaire en solution. En revanche, si cette fonction montre un plateau,
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ceci est typique d’'une protéine non globulaire, étendue et probablement flexible
(Figure 70).

T Globular protein

Unfolded protein

—
N
o
Partially flexible protein
l Multidomain protein
0 —_—

q

Figure 70 : Représentation schématique de Kratky obtenu sur divers types de protéine
(figure réalisée par SSRL, Stanford).

L’allure de cette représentation dépend du caractére ordonnée ou non de la protéine, de sa
composition en domaine et de la flexibilité de la protéine ou des linkers la composant.

2. Interprétation des données SAXS et modélisation structurale

Plusieurs programmes, majoritairement présents dans la suite ATSAS, sont
ensuite utilisés pour interpréter les données SAXS. Ces programmes cherchent
généralement a corréler les courbes de diffusion calculées pour les modéles qu’ils
proposent, a la courbe de diffusion expérimentale. Pour cela, un facteur d’accord est
alors calculé : le chi2 (x?). Ce test du chi2, bien qu’étant représentatif de I'accord entre
les données calculées et les données expérimentales (comme peuvent I'étre les
facteurs R pour la cristallographie) présente certaines limites. En effet la valeur de x2
est forcément sensible a I'erreur sur la mesure de la courbe SAXS. Or il se trouve que
sur certaines lignes de lumiére, utilisant en particulier la technique du SEC-SAXS, ces
erreurs sur la mesure sont sous-déterminées. D’autres méthodes pour juger de la

qualité des modeles proposés sont actuellement en développement, telle que
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l'utilisation de cartes de corrélation (Franke, et al., 2015). Je me limiterai ici a une bréve
description des différents programmes utilisés dans les publications jointes a cette
these.

A) Calcul d’enveloppe ab-initio

Le SAXS permet de déterminer I'enveloppe de la protéine a basse résolution, et
ce, grace notamment a deux programmes majoritairement utilisés : DAMMIN
(Svergun, 1999) et GASBOR (Svergun, et al., 2001).

DAMMIN crée un modeéle a partir de pseudo-atomes de rayon variable
(typiquement de 3 A & 10 A). Cette valeur dépend de la taille de la protéine étudiée, le
programme utilisant environ 1500 pseudo-atomes par unité asymétrique pour le
volume étudié. A partir d’'une forme compacte de pseudo-atomes définie par
l'utilisateur (ellipse, sphére, etc...) d’'un diamétre correspondant au Dmax de la protéine,
le programme va procéder a des cycles itératifs de recuit simulé. A chaque cycle,
DAMMIN va supprimer des pseudo-atomes et/ou les réarranger dans l'espace, en
gardant comme contrainte la valeur de Dmax. De la méme fagon, afin de garantir la
cohérence du calcul d’enveloppe, il applique une pénalité de score lorsque les pseudo-
atomes sont discontinus. Il va alors calculer une courbe de diffusion théorique a partir
du modele a chaque cycle et va tenter de la faire correspondre au mieux a la courbe
de diffusion expérimentale. DAMMIN utilise seulement une partie de la courbe de
diffusion allant jusque des valeurs de g de 0,25 A-'. Le programme MONSA permet
quant a lui de réaliser des calculs d’enveloppe en utilisant le méme algorithme que
DAMMIN mais il peut prendre en compte plusieurs courbes de diffusion différentes de
fagcon simultanée. Son utilisation permet ainsi de discriminer la position d’un sous-

ensemble (domaine, etc...) au sein de la protéine entiére ou d’'un complexe.

GASBOR se base sur les mémes algorithmes que DAMMIN, mais utilise quant a
lui des pseudo-résidus au lieu de pseudo-atomes, dont le diameétre correspond a la
distance entre deux acides aminés consécutifs, soit 3,8 A. Ainsi I'utilisateur détermine
le nombre de pseudo-résidus utilisés, qui doit étre équivalent au nombre de résidus
présents dans la protéine étudiée. GASBOR présente aussi 'avantage de prendre en
compte la totalité de la courbe de diffusion qui lui est fournie. Il permet ainsi de réaliser
des calculs d’enveloppe & plus haute résolution que DAMMIN, allant ainsi jusque 10 A

de résolution dans la pratique et jusque 1,2 A1, soit 5 A de résolution dans la théorie
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(les données SAXS sur des échantillons biologiques sont rarement enregistrées a plus
de 0,6 A1).

Pour chaque construction, un minimum de dix calculs de formes sont effectués.
Les enveloppes similaires sont ensuite superposées par DAMSUP/SUPCOMB,
moyennées par DAMAVER puis filirées par DAMFILT afin de ne conserver que des
portions qui sont redondantes entre plusieurs enveloppes mais aussi d’éliminer les
pseudo-atomes faiblement connectés au reste de I'enveloppe afin de rendre celle-ci
plus compacte (Volkov, & Svergun, 2003) (Figure 71). DAMSTART peut également
étre utilisé suite a DAMAVER pour générer un ensemble servant de point de départ a

DAMMIN, ce qui permet d’affiner le calcul d’enveloppe.
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Figure 71 : lllustration du processus de calcul d’enveloppe ab-initio (tiré de Putnam, et
al., 2007).
Dix calculs d’enveloppe sont réalisés avec DAMMIN ou GASBOR puis moyennés en utilisant

la suite DAMFILT. L’enveloppe obtenue traduit une moyenne des conformations
correspondant aux données SAXS.

\'\

B) Comparaison de structures tout atome aux données SAXS

Un des points tres intéressants du SAXS est de pouvoir comparer les structures a
haute résolution résolues par cristallographie aux données en solution. En effet, il
arrive parfois que les structures cristallographiques de certaines protéines ne refletent
pas leur état physiologique en solution. Les contacts avec les symétriques induits par
'empilement cristallin peuvent en effet favoriser certaines conformations alors qu’elles

ne sont pas majoritaires lorsque la protéine est en solution.
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Pour cela le programme CRYSOL (Svergun, et al., 1995) calcule une courbe de
diffusion théorique pour la structure a haute résolution et la superpose ensuite a la
courbe de diffusion expérimentale. Si un désaccord apparait, des programmes de
dynamique moléculaire ou d’utilisation de mode normaux peuvent étre utilisés pour
générer de la diversité dans les modéles, permettant ainsi d’améliorer I'accord entre
les données calculées et expérimentales (Suhre, & Sanejouand, 2004 ; Panjkovich, &
Svergun, 2016).

Dans le cas d’'une hétérogénéité en solution, que ce soit au niveau oligomérique
ou due a des changements conformationnels important, le programme OLIGOMER
peut calculer une courbe théorique d’un ensemble de conformeres et I'ajuster a la
courbe expérimentale. Il permet ainsi de déterminer la proportion des différentes
especes présentes en solution.

C) Modélisation en corps rigide

SASREF (Petoukhov, & Svergun, 2005) est un programme de modélisation de
structures quaternaires. En effet, il s’agit d’'un logiciel de recuit simulé en corps rigide.
A partir de plusieurs fichiers PDB source, il va les réorganiser dans I'espace et calculer
a chaque cycle une courbe de diffusion de 'ensemble afin de la faire correspondre aux
données SAXS expérimentales. Il va également éviter les clashs stériques entre les
différents corps rigides. Il est possible de lui imposer des distances maximales entre
résidus de fichiers PDB différents, ce qui permet a la fois de positionner et d’orienter
initialement les différentes structures tout atome afin d’aider le programme a
converger. |l est ainsi possible de positionner les structures a haute résolution de
partenaires lors de I'étude d’un complexe ou les différents domaines entre eux lors de

I'étude de systémes multi-domaines.
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D) Détermination de la masse moléculaire sans utilisation du
1(0)

Déterminer la masse moléculaire de la protéine en solution peut étre nécessaire
pour connaitre I'état oligomérique de la protéine lors de I'enregistrement des données
ou Vérifier si un complexe est bien formé. Une des méthodes consiste a enregistrer au
moins deux jeux de données a des concentrations différentes (Plestil, et al., 1991).
Une autre technique consiste a utiliser une protéine standard de concentration connue
(Mylonas, & Svergun, 2007) comme référence, ou a comparer les intensités absolues
mesurées a celle de I'eau pure. Cependant ces méthodes de détermination de la
masse moléculaire nécessitent de connaitre la concentration de I'échantillon protéique
étudiée. Or, lors de I'utilisation de la technique de SEC-SAXS, le passage préalable
de la protéine sur colonne permet difficilement de déterminer la concentration exacte

de la protéine.

Le programme SAXS-MoW (Fischer, et al., 2010) utilise, quant a lui, une autre
méthode, indépendante de la concentration de la solution en protéine. En effet, ce
programme essaie tout d’abord de trouver le meilleur Guinier afin de déterminer le plus
précisément possible la valeur de 1(0). Dans la premiere version du logiciel, cette
valeur de 1(0) était déterminée grace a GNOM, a partir du tracé de la fonction de

distribution de distance. Ensuite, le programme calcule I'invariant de Porod Q :
Q= [ 1@)a’dq = 2 (ap)NV
0

ou N est le nombre de molécules de protéine par unité de volume, V est le volume
de la protéine, et Ap la différence entre la densité électronique moyenne de la protéine

et celle du tampon. Ceci va ainsi permettre de déterminer le volume de la protéine

I(0 y , . , . . "
V = 2m? (T) et d’en déduire sa masse moléculaire via sa densité.
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. Structure en solution d’'un module de PKS trans-AT : un
premier pas dans la compréhension de Ia

communication intra-modulaire

Ce travail a fait I'objet d’'une publication dans laquelle je suis second auteur :

Davison, J., Dorival, J., Rabeharindranto, H., Mazon, H., Chagot, B., Gruez, A. et
Weissman, K. J. Insights into the function of trans-acyl transferase polyketide
synthases from the SAXS structure of a complete module. Chem. Sci. 5, 3081 (2014).

Cette étude, menée sur le module 5 de la PKS synthétisant la virginiamycine M,
visait a la fois a tenter d’élucider le fonctionnement des tandems d’ACP, mais surtout
de comprendre les mécanismes d’interaction entre domaines au sein d’'un module PKS
puisque aucune donnée structurale sur un module entier n’était alors disponible. Ces
informations structurales sont indispensables, non seulement pour la compréhension
du mécanisme de synthese des polykétides, mais aussi pour permettre une approche
de biologie synthétique efficace.

Toutes les données SAXS ont été enregistrées au synchrotron SOLEIL sur la ligne
SWING qui dispose d’'un systéme d’injection couplée a un systeme HPLC, ce qui
permet de séparer la protéine a étudier d’éventuels agrégats, afin d’obtenir une
solution monodisperse idéale pour I'enregistrement de données SAXS. Par ailleurs,
les données sont enregistrées directement a plusieurs concentrations dans un pic de
sortie de filtration sur gel HPLC, et il n’y a donc plus nécessité de réaliser des dilutions

en série comme c’est le cas pour les analyses en batch (David, et Pérez, 2009).

Nous avons utilisé une approche de « dissection — réassemblage » pour étudier
par SAXS l'ensemble du module 5. Pour cela nous avons utilisé plusieurs
constructions : KSs-linker, ACPsa-ACPsb, le tridomaine KSs-ACPsa-ACPsb, et le module
entier. Nous avons donc analysé les constructions d’'une part pour résoudre la
structure a faible résolution du module mais aussi pour avoir acceés a des informations
concernant les aspects dynamiques des domaines et des linkers flanquant et donc du
module en lui-méme. Afin de placer les différents domaines au sein des enveloppes

SAXS, nous avons également eu recours a des méthodes permettant de disposer de
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modeles a haute résolution, comme la RMN pour la résolution de la structure des ACP
par, et la modélisation par homologie pour le domaine KS qui ne cristallise pas.

Nous avons tout d’abord construit un modeéle pour le KSs-/inker par homologie de
séquence avec la structure cristallographique du KS-AT du module 5 de la PKS
synthétisant I'érythromycine A (PDB : 1GH5 ; Tang, et al., 2006). Plusieurs logiciels de
modélisations par homologie de séquence avaient permis de générer une dizaine de
modeles. Ces modéles ont ensuite été discriminés en calculant leur courbe de diffusion
théorique qui a été comparée a la courbe de diffusion expérimentale enregistrés pour
le KSs-linker. Ainsi un modéle en adéquation avec les données SAXS a pu étre généré
(x*= 1,58) (Article, Fig 3). Le modéle montre que le domaine KS est bien structuré et
sous la forme d’'un homodimére comme attendu (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al.,
2007). Les données SAXS ont également permis de montrer que le linker en aval du
KS est bien structuré. Ces résultats sont confortés par des études menés sur des
régions comparables sur d’autre systémes PKS (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007 ;
Bretschneider, et al., 2013 ; Gay, et al., 2016). L'analyse de la superposition des
courbes de diffusion théoriques et expérimentales montrait quelques différences
semblant suggérer une certaine flexibilité de la protéine. Grace aux calculs
d’enveloppe et a de la modélisation en corps rigide, nous avons mis en évidence une
rotation du linker KS-AT par rapport au domaine KS. Cette flexibilité n’avait jamais été
mise en évidence auparavant par les structures cristallographiques des KS résolues
jusqu’alors (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007 ; Bretschneider, et al., 2013). Cela

démontre I'utilité du SAXS pour I'étude de systemes dynamiques.

Nous avons également analysé par SAXS la construction ACPsa-ACPsbs oU les
deux ACP semblent étre indépendants. Pour pouvoir interpréter les données, les
structures des deux ACP du module 5 (ACPsa et ACPsb) ont été résolues par RMN par
H. Rabeharindranto et le Dr B. Chagot. En effet, les deux ACP sont séparés par un
linker de 28 acides aminés qui adopte une conformation relativement étendue. Nous
avons pu déterminer pour cette construction un Dmax de 103 A, ce qui est conséquent
pour une protéine de 187 résidus. Ceci confirme que les deux ACP sont distants I'un
de l'autre, et n’interagissent pas ensemble. Ce résultat a été conforté par une analyse
RMN du didomaine ACPsa-ACPs, montrant que les deux ACP sont clairement
indépendants. En effet, seul un décalage dans les déplacements chimiques des
résidus au voisinage du linker reliant les deux ACP a été constaté en comparant les
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spectres des ACPsa et ACPsp a celui de 'ACPsa-ACPsp. L’analyse par SAXS nous a
également permis de constater que I'un des deux ACP adopte plusieurs conformations
et subit un mouvement de ressort grace au linker qui les relie. Cela donne naissance
a une conformation ou les deux ACP sont distants et une conformation dans laquelle
les deux ACP se rapprochent I'un de I'autre (Article, Fig 4). Nous avons ainsi démontré

la flexibilité du linker reliant les deux ACP.

Nous avons ensuite analysé par SAXS la construction KSs-ACPsa-ACPsp, c’est-a-
dire le module 5 sans le domaine C-terminal de dimérisation putatif. Nous avons
obtenu la structure a faible résolution d’'un module arborant une conformation « bras
ouvert ». Dans ce module, le domaine KSs occupe une position centrale, 'ACPsa est
adjacent au domaine KSs, et ’'ACPspb est situé au bout du long linker flexible, et semble

ainsi plus accessible aux enzymes de la cassette de B-méthylation que 'ACPsa.

Enfin, nous avons étudié quelle était l'influence du domaine C-terminal de ce
module, prédit comme étant un domaine de dimérisation (Gu, et al, 2011). Les
données SAXS ont montré que ce domaine n’est pas dimérique dans le contexte du
module entier. Nous avons donc émis I'hypothése qu’il s’agisse d’'un domaine de
docking (Broadhurst, et al., 2003 ; Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al., 2013)
nécessaire pour I'interaction du module 5 porté par la chaine polypeptidique VirA avec

le module 6 porté par la protéine VirFG.

Dans ce travail, les séquences codant les protéines ont été clonées, et les
protéines produites et purifiées par le Dr J. Davison, la partie RMN a été menée par le
Dr B. Chagot et H. Rabeharindranto. J’ai pour ma part réalisé les études SAXS sous

la direction du Dr. A. Gruez et du Pr. K.J. Weissman.
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The modular polyketide synthases (PKS) are gigantic multienzymes which synthesize diverse secondary
metabolites of therapeutic value. Although structural information is increasingly available for the ‘cis-AT’
class of modular PKS, almost nothing is known about the evolutionarily divergent ‘trans-AT" PKS, which
characteristically incorporate an iteratively-acting acyl transferase. We report here the SAXS solution
structure of a complete apo module from the virginiamycin trans-AT PKS, which is fundamentally
different to structural models proposed for the cis-AT PKS based on the crystal structure of animal fatty
acid synthase. The module, which serves as a platform for the B-modification of the polyketide
intermediate, consists of a ketosynthase (KS) and two acyl carrier protein (ACP) domains. In our solved
structure, the homodimeric KS, which is flanked by well-folded linker regions, occupies the center of the
module. While the first ACP is located close to the KS, the second is situated at the end of a flexible
linker, and mobile. Taken together, these data provide a physical explanation for the functional non-
equivalence previously observed for certain tandem ACPs of trans-AT PKS. Furthermore, the overall open

Received 24th December 2013 shape of the module renders the second ACP highly accessible, which may be critical for its interaction
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with multiple in trans catalytic partners. Finally, our analysis redefines the function of a putative
DOI: 10.1039/¢c35c53511h dimerization motif of tandem ACPs as a docking domain, suggesting that the module likely adopts a

www.rsc.org/chemicalscience more closed form in order to affect transfer of the chain extension intermediate to the subsequent module.

dedicated thioesterase (TE) at the end of the last PKS multien-
zyme liberates the fully-processed chain either by macro-
A multitude of bioactive polyketide natural products are bio- cyclization or hydrolysis. The efficacy of this assembly-line
synthesized using a division-of-labor strategy, in which the strategy is augmented by the covalent tethering of the chain-

Introduction

discrete steps in assembling the chains are carried out by
individually-folding protein domains." The domains are orga-
nized into functional units called ‘modules’ within large
multienzyme polyketide synthases (PKS), where each module
carries out one chain extension cycle. Thus, each module
contains an acyl transferase (AT) domain to choose the appro-
priate building block and a ketosynthase (KS) domain to attach
it to the growing chain using Claisen-type chemistry. A set of
optional domains (ketoreductase (KR), dehydratase (DH) and
enoyl reductase (ER)) then introduces the appropriate level of
reduction at the initially-formed B-keto center. Finally, a
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extension intermediates to non-catalytic acyl carrier protein
(ACP) domains, via a phosphopantetheine (Ppant) prosthetic
group.”

Presumably in reflection of the efficiency of this mode of
biosynthesis for complex secondary metabolites, Nature has
convergently evolved two distinct classes of modular PKS. In the
well-studied cis-AT systems, such as the prototypical PKS (DEBS)
responsible for erythromycin assembly (Fig. 1a),® the ATs are
present as domains within the primary sequence of each
module. For such PKS, there is a strong correlation between the
domain composition of the modules and the structure of the
resulting chain extension intermediates. In contrast, in the
more-recently discovered trans-AT PKS, the ATs are discrete
enzymes which act iteratively to furnish a single extender unit to
each module (Fig. 1b).* As a result of further organizational
features of the trans-AT pathways - the presence of duplicated
and inactive domains, modules divided between two proteins,
participation of large numbers of additional trans-acting
enzymes, etc. — there is no strict co-linearity between the
primary sequence of the PKS and the product structures.’
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Fig. 1 Schema of the biosynthesis by representative cis-AT and trans-AT PKS systems. (a) The cis-AT PKS which assembles erythromycin A
consists of three gigantic multienzymes (DEBS 1, DEBS 2 and DEBS 3) comprising loading, chain extension and termination modules. For this
system, there is co-linearity between the order and domain composition of the modules and the structure of the resulting chain-extension
intermediate. (b) The trans-AT PKS responsible for virginiamycin biosynthesis includes at least nine chain extension modules (seven polyketide
synthase and two non-ribosomal peptide synthetase); the presumed tenth module for incorporation of proline was not identified in the
sequenced region.? In the course of this work, we determined that modules 6 and 7 are located on a single protein, renamed VirFG (for details see
the Methods). This system exhibits several typical characteristics of the trans-AT PKS, including a discrete, iteratively acting AT (Virl), duplicated
domains (ACPs of modules 1 and 5, PCPs of module 8), a condensation-inactive module (module 9), etc. In this study, we targeted module 5
(boxed) for structure elucidation by SAXS. Key: AT, acyltransferase; ACP, acyl carrier protein; KS, ketosynthase; KR, ketoreductase; DH, dehy-
dratase; ER, enoyl reductase; TE, thioesterase; MT, methyltransferase; C, condensation; A, adenylation; PCP, peptidyl carrier protein; HC,

condensation/heterocyclization; KS°, inactive ketosynthase.

Another notable feature of these systems, which is shared by
certain cis-AT PKS, is the presence of nonribosomal peptide
synthetase (NRPS) modules allowing the incorporation and
modification of amino acid building blocks (Fig. 1b). Despite
the divergent evolutionary origins of the trans-AT PKS, their
products exhibit remarkable structural similarity to those of the
cis-AT PKS, and are likewise highly bioactive. Notable metabo-
lites produced by trans-AT PKS include the anti-cancer bryos-
tatins® and the clinically-used antibiotics mupirocin’ and
virginiamycin M.®

There is significant interest in the three-dimensional archi-
tectures of both cis- and trans-AT PKS, as such information is
not only essential to understanding their complex mode of
operation, but is vital to ongoing attempts to genetically re-
engineer the systems to produce analogues of potential
medicinal value.® Resolution of the crystal or NMR structure of
each of the domains of cis-AT PKS' has revealed that the
proteins have similar folds to the corresponding domains of
animal fatty acid synthase (FAS), although there are notable
differences in oligomerization state (for example, the ER of FAS
is dimeric, while the PKS ER is monomeric''). Taken together,
these data have been used to propose several models for the
overall structures of cis-AT PKS modules incorporating various
complements of reductive activities," by extrapolation from the
3.2 A resolution crystal structure of porcine FAS.”* No such
model exists for trans-AT PKS, however, as only the structures of
a trans-AT domain,” an ACP-ACP didomain,” and a KS-
branching (B) didomain'® have been solved to date. We report
here the first solution structure of a complete apo module from
a model trans-AT system comprising KS and tandem ACP

3082 | Chem. Sci., 2014, 5, 3081-3095

domains, obtained by small-angle X-ray scattering (SAXS)' in
combination with NMR and homology modeling.

Results

Strategy for resolution of the structure of a PKS module by
SAXS

No three-dimensional crystallographic structure of an intact
PKS module or multi-modular subunit has been published to
date, presumably due to the high, inherent flexibility of the
proteins.” We thus aimed to use SAXS to solve the structure of a
representative module from a ¢rans-AT PKS. SAXS has recently
come to the fore as a powerful means to analyze large, flexible
multidomain proteins and macromolecular complexes in
solution due to advances in data collection and analysis, which
allow molecular shapes to be identified accurately.

As a representative model system, we chose the ca. 100 kDa
module 5 of the virginiamycin NRPS-PKS of Streptomyces vir-
giniae (Fig. 1b), which comprises a KS, two consecutive ACP
domains (ACPs, and ACPs},), and a putative C-terminal dimer-
ization motif (DD) (see ESI, Fig. S1t),® which are separated from
each other by linker regions of variable length (Fig. 2). Module 5
interacts with a large number of catalytic partners both in cis
and in trans: the ACP of module 4, the KS of module 6, the trans-
AT Virl, the phosphopantetheinyl transferase VirK, the proof-
reading thioesterase Vir], and a cassette of enzymes (VirC-E)
that introduces a B-methyl group into the chain-extension
intermediate. Modules consisting of a KS and two tandem ACPs
are present in fully a third of all trans-AT PKS characterized to
date,*""** and such duplicated ACPs are notably common in
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Fig. 2 Schematic of the constructs studied in this work. Six different
constructs were evaluated by SAXS, including the entirety of module 5
(KSs—ACPs5,—ACPs,—DD), the KS and a portion of the downstream
linker (KSs—linker), the tandem of ACP domains and their intervening
linker (ACPs,—ACPsy,), and a construct encompassing all three domains
but missing the putative dimerization region (KSs—ACPs5,—ACPs,). In
order to further define the role of the dimerization domain, we also
analyzed by gel filtration and SAXS, the tandem of ACPs and ACPsy, in
the presence of the dimerization region (ACPs,—ACPs,—DD and
ACPs,—DD, respectively). All ACP-containing constructs were studied
in their apo forms. The number of residues comprising the various
domains and linkers is indicated.

modules of trans-AT PKS in which the intermediate undergoes a
B-methylation.”® Our results are also likely to be relevant to
simpler KS-ACP modules (see for example module 7 of VirFG
(Fig. 1b)).*

In order to reconstitute the structure of the entire module
from SAXS data,' we used a ‘dissect and build’ strategy, using
SAXS to study first KSs and a portion of the downstream linker
(KSs-linker), then the tandem ACPs (ACP5,-ACPsy,), the trido-
main KS5-ACPs,-ACPs,, and finally the complete module (KSs-
ACP;5,-ACP5,-DD) (Fig. 2). Each of the proteins was expressed in
its apo form in E. coli and purified to homogeneity (Fig. S27).
Attempts to obtain KSs-ACPs, were unsuccessful, due to poor
solubility (data not shown).

Structural analysis of the KSs-linker by SAXS

Modules 4 and 5 are joined within VirA by an approximately
55 residue linker (GenBank: BAF50727.1). The N-terminal
boundary of KSs was chosen to lie within this linker, just
upstream of the conserved domain as identified in the crystal
structures of the KS-AT didomains from DEBS modules 3 and
5.24** The region downstream of the KS, which is conserved
among trans-AT PKS,*® has previously been described as a non-
functional remnant of an AT domain, and suggested to play a
role in docking the ¢rans-AT with the PKS. Our reanalysis of the
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298 amino acids separating the KS from ACP;, revealed
consecutive regions within the first 139 amino acids with
convincing homology to the so-called KS-AT and post-AT
linkers identified in the DEBS KS-AT didomain structures®***
(Fig. S37). In these didomains, the KS-AT linker which adopts
an op fold, and the post-AT linker which wraps back over both
the AT domain and the KS-AT linker to interact with the KS,
serve to fix the relative positions of the KS and AT domains. We
therefore hypothesized that the KS and these 139 amino acids
might form a structural unit. Consistent with this idea, the
resulting construct which spanned these regions was obtained
in satisfactory yield (6 mg L"), and shown to be homodimeric
as expected”” by native mass spectrometry (calculated dimer
MW = 129 461.2 Da; found = 129 480 Da; monomer MW by
denaturing mass spectrometry = 64 730.0 Da (caled = 64 730.6
Da)).

The SAXS data on the KSs-linker were collected on the
SWING beamline at the Synchrotron SOLEIL, which allows for
online sample purification by gel filtration just prior to analysis.
In this way, it is possible to select a population of molecules
within the sample which have the same gyration radius (Rg), or
average protein dimension. The buffer conditions used in our
experiments are known to promote the catalytic activity of both
cis- and trans-AT PKS.**?*° Guinier's plot of the SAXS data
acquired on the most abundant conformer of the KSs-linker
gave an R, of 33.1 £ 0.5 A, while calculation of the distance
distribution function (P(r)) using GNOM?*' yielded a maximum
particle diameter (Dy,ay) of 105 A (Fig. 3a and b; all SAXS data are
summarized in Table S1}). These data and a molecular weight
of 137.2 kDa calculated using SAXSMOW?? are consistent with a
globular, homodimeric protein (monomer MW = 64.8 kDa).

We then derived ab initio three-dimensional envelopes from
the experimental data using the program DAMMIN*' with
imposition of second-order symmetry (Fig. 4a). In order to place
the KS domain within the average envelope using SUPCOMB?*?
in the absence of its high-resolution structure, we generated a
homology model of the domain and adjacent linkers (Fig. 3c)
with MODELLER* using KSs of DEBS as a template (40%
sequence identity). The resulting model was then dimerized by
alignment of the monomers with the structure of the DEBS KS5—
ATs; didomain (PDB: 2HG4**). (During preparation of this
manuscript, the crystal structure of the didomain KS-branching
(B) enzyme from the RhiE subunit of the rhizoxin ¢rans-AT PKS
was published." However, this KS was not a better model for the
VirA KSs, and so all analysis was based on the VirA KSs-linker
model derived from DEBS as template (for further discussion on
this point, see the Methods)).

For values above 0.125 A~' (Fig. 4a), there is a minor
divergence between the calculated and experimental curves,
which suggests that a portion of the KSs-linker construct
adopts multiple orientations in solution. Specifically, the
different ab initio shape calculations reveal small differences
in the molecular envelope corresponding to the linker region,
suggesting that it is this part of the structure which is flexible.
To validate this idea, we aimed to determine whether changing
the position of the KS-AT linker relative to KS5s would improve
the agreement between the calculated and experimental data.
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Fig. 3 SAXS analysis of the KSs—linker. (a) Superimposition of the
experimental SAXS data (red dots) with the theoretical curves for the
KSs—linker, calculated on the basis of the solved structures of the DEBS
KSs (orange) and RhiE KS (cyan) domains as templates for the
homology model. The curve in black corresponds to the theoretical
curve for the KSs—linker model derived from DEBS KSs as template,
after varying the relative orientations of the KS and the KS—AT linker
with SASREF. Improved agreement was obtained by rotating the two
KS—AT linkers relative to their original orientations by approximately 18
and 21°, respectively, such that they occupy non-equivalent positions
relative to the KS dimer. (b) The distance distribution function derived
for the KSs—linker calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (c)
Superimposition of the homology models of the KSs—linker (orange)
generated using DEBS KSs (orange) and RhiE KS (cyan) as template. (d)
Superimposition of the DEBS-derived homology model of the KSs—
linker (orange) with that obtained from SASREF (grey), illustrating the
change in relative position of the KS—AT linkers (compare the regions
indicated with the arrows in panels c and d).

To this end, we performed with SASREF*® a rigid body simu-
lated annealing using a dimeric KS and the two linkers as
search models. Improved agreement was obtained for a model
in which the two KS-AT linkers are rotated relative to their
original orientations by approximately 18 and 21°, respec-
tively, and occupy apparently non-equivalent positions relative
to the KS dimer (compare Fig. 3c and d). In contrast,
comparison of the crystal structures of the KS-AT linkers from
DEBS** and RhiE™ shows that their positions superimpose.
Taken together, these data underline the power of SAXS rela-
tive to crystallography to reveal protein conformational flexi-
bility in solution.

Structural analysis of ACP5,-ACP5;, by SAXS and NMR

The tandem ACPs 5a and 5b, which exhibit 52% mutual
sequence identity, are separated by a region of 28 residues rich
in Ala and Pro (68%), characteristic of extended, but flexible
linkers®® (Fig. S4at). SAXS analysis of a construct encompassing
the two ACPs in their apo forms yielded an R, of 29.0 £ 0.2 A,
and a D, of 103 108, which are large for a 187-amino acid
protein. The distance distribution function (Fig. S5at) revealed
two peaks, consistent with a dumbbell-like architecture, in
which two independent domains are joined by an unstructured
region. Independent confirmation of this overall shape was
provided by the recent publication of the NMR structure of an
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apo ACP-ACP didomain from subunit MmpA of the mupirocin
trans-AT PKS, which also incorporates a 28-residue ACP-ACP
linker (Fig. S4at).**

We also solved the NMR solution structures of the two apo
ACP domains (Fig. 5 and Tables S2 and S3+1). The structures of
the ACP;, and ACPs5, domains exhibit a typical ACP fold
composed of three major antiparallel a helices (I, II and IV)
and a short perpendicular o helix (III). The helices in ACPs,
and ACPsy, are as follows: helix I, R6734-V6749/A6837-T6850;
helix II, S6770-A6783/S6871-Y6885; helix III, A6792-D6795/
16893-D6896; and helix IV P6799-L6810/L6900-R6910. The
long loops between helix I and II of ACP5, and ACPsj, include
two short helical regions (P6754-R6756 and F6763-L6766 for
ACPs, and P6855-D6857 and F6864-D6857 for ACP5y,). The Ser
which serves as the point of attachment of the phospho-
pantetheine prosthetic group (Ser6770 and S6871, respec-
tively) is located at the N-terminus of helix II. These two
structures allowed the sizes of the ACPs to be estimated at 35
A, which when taken together with the SAXS results, reveal
that the intervening linker is approximately 33 A in length.
Analysis of 19 additional sequences separating ACP domains
in trans-AT PKS (Fig. S4at) shows that these regions vary in
length from 12 to 72 residues, and exhibit no strong
homology. However, in common with the Vir ACP5,~ACPs;,
linker, many of the sequences, including that of MmpA, are
biased towards Ala and Pro, suggesting that the global prop-
erties of the linkers may be shared. Indeed, the linker regions
connecting the five tandem ACPs of the polyunsaturated fatty
acid (PUFA) synthase of Photobacterium profundum also show
this biased amino acid composition (Fig. S4bt), and the
overall protein adopts an elongated, ‘beads-on-a-string’
architecture.’”

Using SUPCOMB, we next fitted the NMR structures of the
two apo domains into the average of ten ab initio molecular
envelopes (x> = 1.785) (Fig. 4b). This analysis showed that the
position of one of the ACPs is well-defined, while that of the
second is not. Indeed, the shape of the average molecular
envelope reveals a spring-like movement along the inter-ACP
axis, and thus that the intervening linker is flexible. Structural
superimposition of one ACP on the didomain using PyMOL
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4
Schrodinger, LLC) confirms the locational variability of the
second ACP, which occupies several positions relative to the
other, giving rise to overall compact or extended shapes. The
relative percentages of these two configurations were estimated
at 80% and 20%, respectively, using OLIGOMER (http://www.
embl-hamburg.de/biosaxs/manuals/oligomer.html).  Notably,
this finding is consistent with the form of the P(r) function, in
which the second peak presents two maxima (Fig. S5at).

Our SAXS results additionally suggest that the ACPs do not
interact at least in their gpo forms. In order to confirm this
result, we analyzed the apo ACP5,-ACPs, didomain by NMR.
Comparison of the ['H, N]-HSQC spectrum of apo ACPs,-
ACP5, with those of the individual apo ACPs revealed no
significant differences in chemical shift for key residues, with
the exception of amino acids located at or near the covalent
linkage between the two domains (Fig. 5b). These data are

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 4 SAXS profiles and domain organization within module 5. (a) Fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid blue line) and
the experimental SAXS data obtained on the KSs—linker (red dots). The fit to the data of the KSs—linker model generated by rigid body modeling
using SASREF is represented in black. Inset, the ab initio envelope of the KSs—linker construct calculated from DAMMIN (grey mesh) is shown in
superimposition by SUPCOMB with the KSs—linker model obtained using the DEBS KSs—linker as template (orange), and the model calculated
from SASREF (cyan). (b) Fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid blue line) with the experimental SAXS data for apo ACPs,—
ACPs,, (red dots). Fit to the data of the apo ACPs,—ACPs, model in its compact conformation (pink) calculated by rigid body modeling using
SASREF. Fit to the data of the theoretical curve computed with OLIGOMER of an 80 : 20 mixture of the compact and extended forms of the apo
ACPs,—ACPs, di-domain (black). Inset, the ab initio envelope of apo ACPs,—ACPs,, calculated from DAMMIN (grey mesh) with superimposition of
one apo ACP (blue) and the second apo ACP in two locations (red and yellow) using SUPCOMB. (c) Fit between the ab initio model computed
with DAMMIN (solid blue line) and the experimental SAXS data acquired on the apo KSs—ACPs,—ACPs,, (red dots). Inset, the ab initio envelope of
the apo KSs—ACPs,—ACPs;, construct calculated from DAMMIN (grey mesh) is shown with superimposition by SUPCOMB of the KSs—linker
(orange), apo ACPs, (blue) and apo ACPs, (red). (d) Fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid blue line) and the experimental
SAXS data obtained on apo KSs—ACPs,—ACPs,—-DD (red dots). Inset, the ab initio envelope of the apo KSs—ACPs,—ACPs,—DD construct
calculated using DAMMIN (grey mesh) with superimposition of the KSs—linker (orange), apo ACPs, (blue) and apo ACPs,, (red).

consistent with the absence of any direct contact between the
tethered ACPs, as found for the ACPs of MmpA™ and the PUFA
synthase.®”

Structural analysis of KS;—~ACP;,-ACP;;, by SAXS

We next analyzed by SAXS an apo construct incorporating all
of the functional domains of module 5 in the absence of the
putative C-terminal dimerization region, giving an R, of 56.5
+ 0.7 A and a Dy, of 230 A (Fig. S5b*). An average ab initio
three-dimensional envelope was then calculated from the
experimental data with DAMMIN, with imposition of second-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

order symmetry (Fig. 4c). This parameter is justified by the
homodimeric nature of the KS and by the fact that lack of
such symmetry imposition caused the calculation to diverge,
likely due to the large number of amino acids in the protein.
Use of MONSA,** then allowed us to fit simultaneously the
obtained diffusion data on the KSs-linker and the apo KSs-
ACP5,-ACPs5;, constructs into the molecular shape, clearly
identifying the position of the dimeric KS domain at the
center of the protein (x*> = 1.885). The two apo ACP NMR
structures were then placed into the envelope using as a
constraint the Dy, value of 103 A obtained for the apo ACPs,-
ACPs;, didomain.
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Fig.5 NMR analysis of apo ACPs,, apo ACPs;, and apo ACPs,—ACPs,. (a) The three-dimensional solution structures of the apo ACPs, and ACPs,
domains were determined using multi-dimensional heteronuclear NMR spectroscopy. Structure calculation was carried out using a two-step
procedure consisting of initial structure generation using CYANA followed by restrained molecular dynamics refinement within Amber. The
quality of the structures was assessed using PROCHECK-NMR and the molprobity server. Shown are the final ensembles of 20 conformers
representing the solution structures of apo ACPs, (blue) and apo ACPs,, (red), depicted with all heavy atoms. As expected based on their sequence
identity (52%), apo ACPs, and ACPs;, have similar structures (RMSD over 72 residues is 1.2 A). (b) Average *>N-H chemical shift changes (Ad.,)
plotted as a function of ACPs,—ACPs, residue number (sequence of VirA). The secondary structure elements present in apo ACPs, and ACPsy, are
shown above the plot (the linker is indicated by a dotted line as its secondary structure is unknown). *>N—-*H chemical shift differences are
calculated between chemical shift of equivalent residues in apo ACPs,—ACPs;, and ACPs, (blue) and between the chemical shift of equivalent
residues in apo ACPs,—ACPs, and ACPsy, (red). The grey and black lines indicate the mean average chemical shift and the average plus one
standard deviation, respectively, and were used to identify significant changes. This analysis demonstrates that the chemical shifts of only a few

residues vary between the isolated apo ACP domains and the didomain construct.

This analysis revealed that, together, the KS and the two ACP
domains form an ‘open arms’ structure, wherein ACPs, is
located directly adjacent to the KS, and ACPs, lies at the
extremity of the arm. The respective locations of the two ACPs
suggests that the position of ACPs, is relatively fixed, whereas
that of ACPs5, is much less well-defined, consistent with the
inherent mobility observed for one of the two ACPs of ACPs,-
ACPs,;,. Nonetheless, as ACPs, sits at a distance of approximately
50 A from the KS (as measured from the KS active site Cys to the
Ser of the ACP which is modified by phosphopantetheine),
which is out of reach of the 20 A long prosthetic group, an
interaction between the two domains would necessitate a
structural rearrangement.

The other notable result from the form calculation is that the
159-residue region C-terminal of the KS-AT and post-AT linkers
(designated as the ‘post-post-AT linker’ (Fig. 2)) must adopt a
compact structure. It was not possible to model this region,
however, due to the complete absence of homologous
sequences in the protein database. Nonetheless, inspection of
the linker reveals a high proportion of residues which are
correlated with natively unfolded proteins (i.e. Q, S, P, E, K, G
and A;*® 102/159 residues), an analysis supported by disorder
prediction using PONDR-FIT*® (Fig. S6a and bt). Such regions
often adopt a defined fold only in the presence of other
proteins, and are implicated in molecular recognition processes
with multiple partners.*” To evaluate the generality of this
finding, we analyzed the comparable region from 35 additional
trans-AT PKS modules containing consecutive KS and ACP
domains (Fig. S6ct). Although no clear homology to the VirA
linker was detected in these sequences (with the exception of
the corresponding linker from the pristinamycin II cluster of
Streptomyces pristinaespiralis which generates the same
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metabolite** (Fig. S6df)) nor any mutual sequence similarity, a
large proportion of the regions also are predicted by PONDR-
FIT to adopt an unfolded state (Fig. S6et).

Analysis of KS;-~ACP5,~ACP5,-DD

In silico analysis of module 5 revealed a 50-residue C-terminal
sequence with homology to a 51-amino acid region from the
CurA subunit of the curacin cis-AT PKS (Fig. S17). Notably, CurA
contains a triplet of ACP domains and is also the site of B-
modification of the polyketide intermediate. As this region was
shown to increase the proportion of dimeric relative to mono-
meric forms of constructs incorporating the three tandem
ACPs,* it was designated as a dimerization motif. To evaluate
the effect of this putative dimerization element on the overall
structure of module 5, we compared the SAXS data obtained on
the entire apo module (KSs-ACPs,~ACP;5,-DD) to that of the apo
KS5-ACP;,-ACPs5y, construct. Guinier's plot yielded an R, of 69 +
1 A, while the distance distribution function produced a D,y of
279 A (Fig. S5ct). As both parameters are higher than that of
KSs-ACP;5,-ACP5y,, the SAXS analysis revealed that, contrary to
expectation, the major conformer of the apo module also adopts
an open structure in the presence of the putative dimerization
domain. An average ab initio three-dimensional envelope was
then calculated from the experimental data with DAMMIN (x> =
2.204), with imposition of second-order symmetry (Fig. 4d). The
structures of the KSs-linker and the two apo ACPs were then
placed within the obtained form by comparison to the data
obtained on apo KS5-ACP5,-ACPs,;,. The important result of this
analysis is that the putative dimerization domains on each
polypeptide do not interact with each other and that, indeed,
the module still assumes an open shape. Furthermore,
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comparison of the structures of apo KSs-ACP;5,-ACPs}, and apo
KS5-ACPs5,-ACPs5,-DD shows that the ‘arms’ can move, leading
to relatively more open or closed conformations.

This observed lack of dimerization prompted us to determine
the oligomerization state of further constructs incorporating the
C-terminal dimerization motif and the tandem ACP domains
(ACP5,~ACP5,-DD) or the second ACP alone (ACPs,-DD). Both
constructs were analyzed in their apo forms. Analysis by analyt-
ical gel filtration demonstrated that while apo ACP5,-ACPs;, is a
monomer, both apo ACP5,-DD and apo ACP5,~ACP5,-DD elute as
oligomers (Fig. S7a-dt). Independent analysis, however, by native
mass spectrometry (Fig. S7e-ht) showed that both constructs
incorporating the DD domain maintained the largely monomeric
structure of apo ACPs,~ACPs;,. To understand this discrepancy,
we analyzed apo ACPs5,-DD and apo ACP5,~ACPs,-DD by SAXS
(Fig. 6). This experiment yielded an R, of 37.0 & 0.3 A and a Dy
of 140 A for ACP5,-DD (relative to R, = 11.1 A and Dypay = 36.4 A
for apo ACPs, alone, calculated with CRYSOL*® based on the NMR
structure), and an R, of 43.5 £ 0.2 A and a Dy, of 170 A for
ACP;5,~ACP5,-DD (Fig. S5d-gt).

We calculated the ab initio molecular forms of the two
proteins using DAMMIN with and without imposition of

170A

Fig.6 Molecular envelopes of apo ACPs,—DD and ACPs,—ACPs,—DD.
(@) The ab initio envelope of the apo ACPs,—DD calculated with
DAMMIN in the absence of imposition of symmetry, shows that the
construct adopts an extended, largely cylindrical shape, in which the
ACPs are located at the extremities, and the two docking domains
dimerize at the center. All of the calculations used to derive the
average envelope show that the ACPs are not symmetrical, as the
position of one of the two is less well-defined. (b) The ab initio
envelope of the apo ACPs,—ACPs,—DD construct derived with DAM-
MIN in the absence of imposed symmetry. Measured dimensions of
the shapes are indicated with arrows. Interestingly, the SAXS analysis
shows that while the ACPs5,—DD portion of ACPs,—ACPs,—DD
assumes a conformation similar to that in the structure of ACPs,—DD
alone, the ACPs,—DD/DD-ACPs,, distance is reduced (70 vs. 140 A).
Similarly, the ACPs,—ACPsy, distance (77 A) shows that this region of the
structure is also compacted relative to ACPs,—ACPs, alone (103 A)
(Fig. 5). Thus, our SAXS data reveal that the presence of nearby partner
domains and linker regions can have a significant effect on the shape
and flexibility of specific portions of the PKS.
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second-order symmetry; the calculation performed in the
absence of symmetry yielded a significantly better fit to the
experimental data. We next attempted using MONSA to
determine the contribution of each apo ACP to the three-
dimensional forms of both constructs, but despite repeated
rounds of calculation, this exercise was unsuccessful (for
analysis of this calculation, see the Methods). Nonetheless,
from the shapes, dimensions and molecular weights of the
molecules calculated using SAXSMOW?*? (apo ACP5,-DD: caled
MW = 14.3 kDa, found = 31.4 kDa; apo ACP5,~ACP5,-DD:
caled = 24.5 kDa, found = 48.9 kDa) it is clear that both
proteins are dimeric, and adopt extended structures via
dimerization of the DD regions (Fig. 6). In view of this result,
we interpret the failure to detect dimers by mass spectrometry
as evidence that the interfaces have significant hydrophobic
character, as such contacts are often lost under the gas-phase
conditions of the analysis.**

Although the DD was shown to dimerize small, uncon-
strained proteins such as ACPsy,, it had no effect on the much
larger KSs-ACPs5,-ACP5), tridomain, leading to the conclusion
that the mechanism of dimerization is conformationally
unavailable in the native system. This non-native mode of
dimerization prompted us to consider whether the DD region
might instead play a role in docking the VirA protein with its
downstream partner, VirFG (Fig. 1b). Analysis of the N-
terminus of VirFG identifies 70 residues upstream of the
conserved KS domain (Fig. S8t). While the end of this region
shows sequence characteristics of an intrinsically disordered
protein (see the Methods for the sequence of VirFG), the first
28 residues exhibit convincing sequence homology to the VirA
DD region (Fig. S1at). Thus, the non-native self-association
observed for the VirA DD in the apo ACP5,-DD and apo ACPs,-
ACP;5,-DD constructs is likely a result of the inherent simi-
larity between the DD and its natural VirFG N-terminal
docking domain partner. Taken together, these observations
are consistent with the idea that the C-terminal DD partici-
pates in a docking interaction with the N-terminus of VirFG,
possibly through the formation of a four a-helical bundle - a
structure which is consistent with the compact, roughly
spherical shape of the DD docking complex observed by SAXS
(Fig. 6).

In support of this hypothesis, the VirA DD region and the N-
terminus of VirFG also show low, but convincing homology to
the so-called ‘class 2’ C-terminal and N-terminal docking
domain regions, respectively, identified in PKS subunits from a
range of cis-AT systems in both cyanobacteria and myxobac-
teria®*® (Fig. S1at). Indeed, the CurA DD also shows a compa-
rable level of sequence similarity to the C-terminal docking
domains, and so should be included in this classification. The
crystal structures of two such pairs of docking domains from
the curacin system were recently reported,*® revealing three
important findings with relevance to our study: firstly, that the
C-terminal docking domains are monomeric and so do not
contribute to subunit dimerization; secondly, that docking is
mediated by formation of an a-helix bundle; and finally, that the
docking interface consists of a complementary hydrophobic
surface, surrounded by electrostatic interactions that mediate
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specificity. Taken together with our data, these results strongly
suggest that trans-AT PKS systems also use such ‘class 2’-like
docking domains to ensure faithful transfer of intermediates
between subunits.

Discussion

For modular PKS systems, an X-ray crystal structure of a
complete module or multi-modular subunit is still awaited. In
any event, as work on the vertebrate fatty acid synthase has
shown,*” static crystal structures do not capture key features of
the highly dynamic native multienzyme. We demonstrate here
that SAXS, although an inherently lower resolution technique,
can provide invaluable information on whole-module architec-
ture and dynamics in solution. We used a ‘dissect and build’
approach to solve the SAXS structure of apo module 5 from the
virginiamycin trans-AT PKS; starting from the detailed study of
smaller protein fragments by SAXS and allied computational
methods, it proved possible to progress to analyze both the
architecture and the dynamic behavior of the entire module.

Previous structural insights into modular PKS have drawn
heavily on data gleaned from mono- and didomain proteins.*
In particular it has been shown that the KS domains of KS-AT
didomains adopt their native homodimeric structures,**** so we
anticipated that our model tridomain protein apo KSs-ACPs,—
ACP;,—-DD would also reflect the native KS structure. Module 5
is located at the end of subunit VirA where it engages in chain
transfer with module 6 located in the downstream subunit
VirFG (Fig. 1b). This interaction likely necessitates the forma-
tion of a specific inter-subunit protein—-protein complex. As we
have studied isolated module 5, it is relevant to consider
whether the complex with module 6 is transient (in which case a
free VirA C-terminus is physiologically relevant) or long-lived.
Measured Ky values for interactions between several cis-AT PKS
subunits are in the range of 2.6-23.7 pM,****** placing them in
the class of transient protein-protein interactions which char-
acteristically exhibit a mixture of oligomeric states.>*** Indeed,
the three subunits of the erythromycin (DEBS) PKS do not form
a stable complex, at least in vitro.*> The advantage of such
temporary associations is that they would allow for the
exchange of damaged subunits which would otherwise block
the entire assembly line. In view of measured intracellular
protein concentrations (most notably 0.05-0.1 pM for the PksR
subunit of the bacillaene trans-AT system,*® and more generally,
1 nM-10 uM average concentration for E. coli proteins®*), this
weak binding argues that a significant fraction of VirA module 5
will be uncomplexed at equilibrium. While the bacillaene
NRPS-PKS was found to form a membrane-associated mega-
complex in Bacillus subtilis cells,* the molecular basis for this
macro-association and thus its consequences for the affinity
and lifetimes of individual intersubunit interfaces in this and
other actinomycete NRPS-PKS are unknown. Therefore, taken
together, the available data support the validity of isolated VirA
module 5 as a model system for studying the structure of a PKS
module.

Our analysis of apo module 5 has revealed the average loca-
tions within the module of the dimeric KS and the two ACP

3088 | Chem. Sci., 2014, 5, 3081-3095

View Article Online

Edge Article

domains. The divergent positioning of the two ACPs raises
questions as to their respective interactions with the KS, and
indeed with other enzymatic partners of the module. The role of
such tandem ACPs in the mupirocin ¢rans-AT PKS has previ-
ously been investigated by gene inactivation experiments in
vivo.” For the doublet ACP of this system, the data suggest that
the two domains play essentially equivalent roles, while for the
triplet cluster, the first ACP appears to be arranged in series
relative to the following two. The non-equivalent locations of
ACPs, and ACPs, relative to the KS in Vir module 5, as well as
differences in their inherent mobility, suggest a physical
explanation for in-series operation. In this mode of biosyn-
thesis, ACP5, would participate in chain extension with the KS,
while ACPs5, would serve as the site for modification reactions
on the extended unit, with direct transfer of the intermediate
between the two ACPs.**® Nonetheless, the validity of this
mechanism for the virginiamycin system remains to be directly
demonstrated by analogous mutagenesis experiments in vivo or
in vitro.

Our SAXS experiments have also provided important insights
into the structure and function of interdomain linkers within
trans-AT PKS. As in cis-AT systems, the KS domain and the first
portion of its downstream linker, the sequence of which is
conserved among many trans-AT systems (Fig. S31),® form a
structural unit. As this linker additionally shares an interface
with the AT domain in c¢is-AT PKS,*** it may serve as a docking
point for the trans-acting AT, as previously proposed.*® Thus,
despite the distinct evolutionary origin of the cis- and trans-AT
PKS,’ these key operational aspects appear to be common to the
two systems. The short linker joining the two ACP domains is
relatively extended and flexible, allowing a significant mobility
of ACPsy,. In contrast, the remaining 159 residues of the KS-ACP
linker, which exhibit convincing sequence characteristics of a
natively-disordered region,®® adopt a compact structure,
presumably due to contacts with other portions of the module.
Although the precise lengths and sequences of these regions are
not conserved among KS-ACP and KS-ACP-ACP modules in
trans-AT PKS (Fig. S67), their global properties appear to be
shared. Taken together, these data have clear implications for
attempts to reconfigure these systems by genetic engineering
within the linker regions, as experiments which fail to respect
the overall chemical character and function of these sequences
are unlikely to succeed.

Module 5 ends in a 50-residue region which is predicted to
include two terminal o-helices (Fig. S1f). The presumed
helical regions within this sequence show homology to a 51-
residue motif which follows a triplet of ACP domains at the
end of the curacin PKS subunit CurA.*” As judged by analytical
ultracentrifugation, CurA apo ACP-ACP-ACP constructs
appeared to be largely monomeric whether or not this region
was present. However, analysis by size-exclusion chromatog-
raphy and negative-stain electron microscopy revealed that its
presence led to a substantial shift in the monomer-dimer
equilibrium towards dimer. Given these data, our finding that
inclusion of the putative dimerization domain did not lead to
closure of the module was surprising. An explanation is
provided by our SAXS analysis (Fig. 6), which revealed that two
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N-terminally truncated versions of the module incorporating
the DD region dimerize in a non-native fashion, a mode of
association which is not possible in the context of the
complete module. We propose that this unnatural dimeriza-
tion mimics the natural interaction between the C-terminal
DD and the N-terminus of module 6, as both of these regions
show homology to class 2 docking domains of cis-AT PKS*®
(Fig. S17).

Modules in which B-processing reactions occur are posi-
tioned at the termini of ¢rans-AT PKS subunits as in the case of
the virginiamycin system, but they also occur at internal loca-
tions within the multienzymes (such as within the bacillaene,
myxovirescin, pederin, onnamide, etnangien, oocydin, kali-
manticin, psymberin, corallopyronin and bongkrekic acid
PKSs*'#2%%7), In the latter cases, the ACPs are covalently
attached to the downstream KS domain of the next module.
However, in these systems, the linkers joining the ACPs of -
modification modules to the downstream KS domains are on
average significantly longer than the corresponding linkers
following non-modifying modules (ca. 63 vs. 46 residues;
Fig. S9at). It is also striking that all of the ACP-KS linkers from
trans-AT PKS are substantially longer than the comparable
regions from cis-AT PKS (average length 20 amino acids,
Fig. S9bt). Given that the average size of an amino acid is 3.4 A
in a maximally-extended polypeptide,*” these ACP-KS linkers
would appear to be compatible with an open conformation of
the preceding B-modification modules, even if a portion of the
linker adopts secondary structure. These data further support
the physiological relevance of the module 5 structure observed
by SAXS.

Nevertheless, it remains likely that module 5 clamps down
transiently during transfer of the fully-processed intermediate
to the homodimeric KS of module 6, a structural change which
may be induced by formation of a compact complex between
the putative C- and N-terminal docking domains.*® Thus,
overall, our SAXS data lead us to propose that the module
adopts several distinct conformations from open to relatively
closed. Indeed, it is possible that phosphopantetheinylation of
the two ACPs to generate the holo module might in itself
induce an extent of modular closure. On the other hand, the
observed open form, in which in particular ACPs, is highly
accessible, may be necessary to allow one or both of the carrier
protein domains to interact with their many in trans catalytic
partners, possibly through formation of a large, multi-protein
complex. Our results underscore the inherent flexibility of the
ACP-ACP region, which may facilitate this suite of interac-
tions. Full enzymatic processing of the intermediate may then
trigger structural or compositional changes in the module
which permit formation of a docking interaction with the
downstream subunit VirFG, and efficient transfer of the chain
to the module 6 KS domain. Such a mechanism, when coupled
with the intrinsic substrate specificity of the receiving KS,*
could aid in programming the biosynthesis, ensuring that the
full set of modification reactions occurs prior to trans-
acylation. Experiments to evaluate this hypothesis are under
way. In the meantime, it is worth emphasizing that the
structure of apo Vir module 5 differs considerably from models
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proposed for the cis-AT PKS systems (compare Fig. 7a and b) in
which chain assembly occurs in two discrete reaction cham-
bers,*** underlining the necessity to study the two types of
systems independently.

Methods

Cloning, expression and purification

Eight constructs (ACPs,, ACPsp, ACP5,-DD, ACP5,~ACPsy,
ACP5,~ACP.,-DD, KSs-linker, KS;-ACPs,—ACPs,, and KSs—
ACP;5,-ACPs5,-DD) were amplified from S. virginiae genomic
DNA using forward (f) and reverse (r) primers incorporating
BamHI and HindIIl restriction sites, respectively, and were
ligated into the equivalent sites of vector pBG-106 (KSs-linker,
KS5;-ACP5,-ACP5,, and KS;-ACP5,~ACPs;,-DD) or pBG-102
(ACPs,, ACP5p,, ACP5,-DD, ACP5,-ACP;,, and ACP5,~ACP5,-DD).
The primer sequences were as follows (the introduced restric-
tion sites are underlined, while the bases annealing to gDNA are
capitalized): KS f, (BamHI) 5'-tttccgggatccGCGATCGCCGT-
GATCGGCGTTG-3' (used for KSs-linker, KS5~ACP5,~ACPs,
KS5-ACPs,-ACP;,-DD); KS 1 (HindIll) 5'-tttccgaagctttca-
CAGGTGGGCGATCTGCAGGTCGTACCAG-3'; ACPs, f (BamHI)
5'-tttegegggatccGCGGGCCGTCAGGAGGAG-3' (used for ACPs,-
ACPsp,  ACPs5,-ACP5,-DD);  ACPs, r (HindlI) 5
tttccgaagetttcaGGCTCCGAGCGACTCGGC-3' (used for ACPs,);
ACPs, f (BamHI) 5'-tttegeggatccGCCGTGGCCGTCGACCCCG-3/
(used for ACPs,, ACPs,-DD); ACPs, r (HindI) 5'-
ttteccgaagetttcaGACCGGGGCGGCGCGTCC-3' (used for ACPsy,
ACPs,-ACPs,); DD r (HindIll) 5-tttcgcaagett TCAGCGC
CGCGGGGTGAGCAG-3' (used for ACP5,-DD, ACP5,~ACP5,-DD,
KS5-ACPs5,-ACP5,-DD). Vector pBG-102 codes for a SUMO-Hisg
tag, while vector pBG106 codes for a His;, tag and a flexible
linker containing the H3C precision protease cleavage site (Dr L.
Mizoue, Center for Structural Biology, Vanderbilt University).
Following cleavage of the SUMO-His, tag, the proteins incor-
porate a non-native N-terminal Gly-Pro-Gly-Ser sequence. The
vectors were used to transform E. coli BL21, and constructs were
expressed as His;, tagged (KSs, KS5-ACP5,~ACPs;,, and KSs-
ACP;,-ACP5,-DD) or SUMO-Hise-tagged (ACPs,, ACP5p,, ACPs;,—
DD, ACPs,-ACPs5p,, and ACP5,-ACP5,-DD) fusions by growth in
LB medium at 37 °C to an A of 0.8, followed by induction with
IPTG (0.2 mM) and incubation at 20 °C for a further 12-18 h.
The E. coli cells were collected by centrifugation and resus-
pended in buffer 1 (50 mM sodium phosphate (pH 7.5), 250 mM
NaCl). Cells were lysed by sonication, and cell debris were
removed by centrifugation and filtration (0.45 pum). The cell
lysates were loaded onto a HisTrap 5 mL column (GE), equili-
brated in buffer 1. The column was washed extensively with
buffer 1 containing 75 mM imidazole, and His-tagged proteins
were eluted at 350 mM imidazole. The SUMO-Hiss tagged
constructs (ACPs,, ACP5;,, ACP5,-DD, ACP5,~ACP5),, and ACPs,—
ACP5,-DD) were then incubated with His-tagged human
rhinovirus 3C protease (1 uM) for 12-16 h at 4 °C to cleave the
affinity-solubility tags. The constructs were then separated from
the remaining His-tagged proteins by loading onto a HisTrap 5
mL column (GE) followed by elution in buffer 1 containing 20
mM imidazole. Size exclusion chromatography on a Superdex
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a Multimodular PKS b
Frommodule 1

From module 4

Module 2

To module 6
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Fig. 7 Structures of PKS modules. (a) Structural model of cis-AT PKS modules incorporating various complements of reductive domains, based
on the X-ray structure of animal FAS. The overall structure is homodimeric, with the ketosynthase (KS; red) and dehydratase (DH; yellow) domains
comprising the dimer interface. The remaining monomeric catalytic domains (acyl transferase (AT; orange), ketoreductase (KR; blue) and enoyl
reductase (ER; green)) loop out from the two-fold axis. Thus, each module comprises two independent reaction centers, each of which is
accessible by a single acyl carrier protein (ACP) domain (the involved active sites are indicated in white). Each ACP additionally interacts with a
downstream KS domain to which, in this example, it is covalently tethered. The grey box between the KS and AT domains represents the
intervening, folded linker, a homologue of which is found in virginiamycin module 5 (see Discussion in the text). Artwork reprinted by permission
from Macmillan Publishers Ltd: Nat. Chem. Biol., 2012, 8, 615, copyright (2012), and from AAAS (Science, 2008, 321, 1315). (b) Schematic of the
structure of an apo trans-AT PKS module as revealed by SAXS coupled with NMR and homology modeling. The core of the structure is also
formed by the KS domain, but together, the two ACP domains, the linker regions and the terminal dimerization/docking domains form an open

architecture.

75 26/60 column (GE) in buffer 1 resulted in a homogeneous
preparation of each protein (Fig. S21). Following the HisTrap
column, the His;q-tagged KS construct was purified to homo-
geneity by size exclusion chromatography on a Superdex 200 26/
60 column (GE) in buffer 1 (Fig. S2f). The His;,-tagged
constructs KS;-ACP5,—ACP5, and KS;-ACP5,—ACP5,-DD were
purified by ion exchange chromatography on a HiLoad 16/10 Q
Sepharose column (GE) equilibrated in buffer 2 (20 mM sodium
phosphate (pH 8)) which was washed with buffer 2 containing
250 mM NacCl. The constructs were then eluted in 400 mM NaCl.
Size exclusion chromatography on a Superdex 200 26/60 column
(GE) in buffer 1 resulted in a homogeneous preparation of each
protein (Fig. S21). Production of **C,"”N-enriched ACPs (ACPs,,
ACP5;,, ACP5,~ACP5},) for NMR structure elucidation was carried
out by growth in M9 minimal medium. The minimal medium
was supplemented with ">NH,CI (0.5 g L") and glucose or *C¢-
glucose (2.0 g L") as the sole sources of nitrogen and carbon.

Correction of the sequence of virFG

In order to correct the end of VirF, we used a reverse primer
complementary to the original end of the gene (5'-
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ttteggaagetcTCAGCACCGCGCGGCCGG-3'; the capitalized bases
correspond to nucleotides 29 985-30 002 of GenBank
AB283030.2) and a forward primer complementary to the orig-
inal  beginning of virF (5'-aaaaaaccatggatgCCGCCG-
GAGCGCTGGC-3'; the capitalized bases correspond to
nucleotides 32 211-32 226 of GenBank AB283030.2) and
sequenced. This analysis revealed a missing C nucleotide at the
end of virF (original position 30064 of virF). Addition of this
nucleotide results in a frameshift in the gene which removes the
stop codon. virF and virG are in fact a single gene, which we
have designated as virFG. To correct the beginning of virFG, we
designed a forward primer complementary to the upstream virk
sequence (5'-aaaaaaccatggcCCGCCGGCCTCCGACACCCCTG-3;
the capitalized bases correspond to nucleotides 32 615-32 636
of GenBank AB283030.2), and a reverse primer complementary
to the original virF gene (5'-tttccgaagcttTCA TGTGACGG
GGGCGGGGCGTTC-3'; the bases in bold correspond to the
complement of nucleotides 30514-30534 of GenBank
AB283030.2). The PCR products were inserted into the pCR-
BLUNT vector (Invitrogen) and sequenced. This analysis
revealed that a nucleotide (T) had been incorrectly added at
position 32 254 of the published virF sequence, and that in fact,
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the gene begins at nucleotide 32 539. The corrected sequence of
virFG corresponds much more closely to the comparable
region of the homologous pristinamycin cluster (gene snat3).**
The final sequence of the translated VirFG is provided in
Fig. S8.1

Native and denaturing electrospray ionization mass
spectrometry

Prior to mass analysis, the samples were subjected to buffer
exchange into 50 mM ammonium acetate (pH 6.9), using an
Ultrafree-0.5 centrifugal filter device with a cut-off of 10 kDa
(Millipore). Mass spectrometry measurements were performed
in positive ion mode on a micrOTOF-Q (BRUKER Daltonics)
equipped with an ESI source. The injection rate for the samples
was 6 pL min ', Spectra were smoothed using the Gaussian
method and were baseline subtracted. For native analysis, the
desalted sample was diluted into 50 mM ammonium acetate to
a final concentration of 20 uM. The ESI needle voltage was set to
4.5 kv, the nebulization gas (Ar) pressure was 1.7 bar, the drying
gas flow was 6 L min~ ", the source temperature was 200 °C and
the capillary exit voltage was set to 198 V. The acquisition range
was m/z 2000-10 000. For denaturing analysis, the desalted
sample was diluted in H,O-ACN-FA (50 : 50 : 1 volume) at a
final concentration of 10 pM. The ESI needle voltage was set to
4.5 kV, the nebulization gas (Ar) pressure was 0.8 bar, the drying
gas flow was 4 L min~ ", the source temperature was 190 °C and
the capillary exit voltage was set to 155 V. The acquisition range
was mj/z 500-2500.

Small-angle X-ray scattering (SAXS) data collection

The SAXS data were collected on the SWING beamline at the
Synchrotron SOLEIL, using an AVIEX170170 CCD detector.
Frames were recorded using an energy of 12 keV. The sample-to-
detector distance was set to 1899 mm, leading to scattering
vectors g ranging from 0.0005 to 0.5 A~*. The scattering vector is
defined as g = 4m/A sin ¢, where 24 is the scattering angle. The
protein samples were injected with an automatic sample
changer into a pre-equilibrated HPLC-coupled size-exclusion
chromatography column (Bio-SEC 300, Agilent). The online
purification system that delivers the eluted fractions into the
measurement cell was developed on the SWING beamline.®
After equilibrating the column in the protein buffer (50 mM
sodium phosphate (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5% glycerol), 100
successive frames of 0.75 s were recorded of the buffer back-
ground. This buffer was chosen for the SAXS analysis as phos-
phate, salt and glycerol are known to be important for the
catalytic activity of cis-AT PKS,**° presumably through effects
on the structural integrity of the proteins. Similarly, the buffers
used for recent enzymatic analysis of KS domains from ¢rans-AT
PKS contained both salt and glycerol® while that for activity
experiments with a trans-AT contained phosphate.* 80 pL of the
protein sample (at 15 mg mL ') were then injected and
complete data sets acquired. All experiments were performed at
10 °C. In contrast to classical SAXS experiments which are
conducted in batch using several protein concentrations within
a standard range (e.g. 0.1-10 mg mL™ '), the fact that data
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collection is coupled to a gel filtration column means that
analysis of the required multiple concentrations of the protein
occurs within a single experiment (as measured downstream via
the absorbance at 280 nm with an in situ spectrophotometer), as
many different positions within the elution peak are sampled
during the course of the measurement (typically 50-100 frames
are acquired).®® Each acquisition frame of the experiment yields
a scattering spectrum which is then analyzed by the dedicated,
in-house program Foxtrot, yielding a R, (radius of gyration) as
well as an 1(0) value (which depends on the protein concentra-
tion at that location in the elution peak) from the Guinier law
(approximation I(q) = I(0)exp(—q°R,’/3) for gR, < 1.3). It is thus
the fact that the concentration naturally varies across a gel
filtration peak that provides a full range of dilutions as used in
classical SAXS experiments. Under our experimental conditions
(buffer, dilution over the gel filtration step, etc.), the fact that we
observed a constant R, for a significant proportion of the
concentrations present in our gel filtration peaks means that
these measurements were independent of concentration, and
thus, that we were effectively under conditions of infinite dilu-
tion. In the following step of data analysis, all the frames that
exhibited the same R, as a function of I(0) were averaged, thus
ensuring that the data reflected only the signal arising from the
protein structure, and not from intermolecular interactions.
Processing of the averaged data was performed using the
program package PRIMUS.* The distance distribution function
P(r) and the maximum particle diameter D,,, were calculated
by Fourier inversion of the scattering intensity I(g) using
GNOM.*

AD initio shape determination

The overall ab initio protein shapes were calculated from the
experimental SAXS data using the bead-modeling program
DAMMIN.?*" At least ten to fifteen independent fits were carried
out without imposition of symmetry for the monomeric apo
ACPs5,-ACPs), construct, and with a 2-fold symmetry restraint for
the KSs-linker, apo KSs-ACP5,-ACPs5, and apo module 5
proteins; in the absence of such an imposed symmetry, the fit
between the experimental and model SAXS curves was poorer
(greater x*). The results of several DAMMIN models were then
compared using the program SUPCOMB?® in order to determine
a consensus model. Low-resolution models were then averaged
using the DAMAVER and DAMFILT packages.®® In addition, ab
initio shape determination by a multiphase dummy atom mode
using MONSA** which permitted the simultaneous fitting of
scattering data sets obtained on KS;—ACPs,—ACPs;, and KSs-
ACP5,-ACP5,-DD constructs and the individual KSs-linker
domain, allowed for the localization of the domains within the
various multienzymes.

In the case of the apo ACPs5,-DD and apo ACP5,~ACPs5,-DD
constructs, the calculation of the ab initio molecular forms was
carried out without imposition of symmetry (P1) because this
yielded a better fit to the data than when second order symmetry
was imposed (P2) (x*> = 1.21 vs. 1.6 for ACP5,-DD; 1.3 vs. 1.55 for
ACP5,-ACP;5,-DD). We attempted to determine using MONSA
the individual contributions of the apo ACPs to the calculated
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molecular forms (that is, to try to place the ACPs into the forms),
by fitting the diffusion curves of the two ACPs (calculated from
the NMR structures using CRYSOL) and ACPs,-ACPs, in the
case of ACP5,-ACP;5,-DD, into the diffusion curves obtained on
the overall proteins. In our hands, this calculation proved
impossible due to the high mutual similarity of the ACPs, their
inherent positional flexibility, and to the fact that the inclusion
of ACPs, and the ACP;,-ACPs;, linker changed the relative
orientations and distances between ACPs, and the DD.

Molecular modeling

A three-dimensional structural model of the KSs-linker was
generated by pairwise comparison of profile hidden Markov
models using the HHpred server (http:/toolkit.
tuebingen.mpg.de/hhpred).** Local sequence alignment was
performed using PSI-BLAST and a multiple sequence align-
ment including information about predicted secondary struc-
tures was produced. The closest homologues to the VirA KSs-
linker within the Protein Data Bank are the DEBS KS;-ATjs
didomain (40% sequence identity; PDB: 2HG4**) and a dido-
main KS-branching (B) enzyme from the subunit RhiE (37%
identity; PDB: 4KC5"). Three-dimensional models of the KSs-
linker were then constructed using either PDB 2HG4 or 4KCS5 as
template, using MODELLER.?** The resulting models were then
dimerized by superposition onto the KS domains of the dimeric
crystal structures from the PDBs 2HG4 and 4KC5. Manual
inspection of the resulting dimeric models revealed no steric
clashes within the models. CRYSOL** was then used to calculate
the theoretical scattering curve of the two homology models.
The quality of the 3D modeling was determined using the
discrepancy x?, defined according to Konarev and colleagues.®

The theoretical scattering curves predicted by CRYSOL*
from the DEBS-derived and RhiE-derived models of the VirA
KSs-linker gave an equally good fit to the experimental data (x*
= 1.581 vs. 1.582, respectively) (Fig. 3c). Part of the reason that
the RhiE KS did not produce a superior model may be that its
KS-AT linker region contains a 23-residue insertion relative to
VirA, which is also not present in DEBS module 5 (Fig. S37).
Correspondingly, analysis of the RhiE KS-B structure shows that
the KS-AT linker incorporates an additional B-strand relative to
the DEBS KS-AT linker region.

Having selected the model based on the DEBS KS5 template,
the atomic model was superimposed onto the ab initio calcu-
lated shape of the protein using SUPCOMB.** Rigid body
modeling against SAXS data was performed using SASREF.* In
particular, SASREF was employed to position the KS and the
linker with respect to each other by simulated annealing, while
minimizing the discrepancy between the SAXS experimental
and calculated curves. Figures displaying the protein structures
were generated using PYMOL (Version 1.3, Schrodinger, LLC)
and the low-resolution bead models from DAMMIN were con-
verted into mesh.

Analysis of the relative positions of ACP5, and ACPs;, was also
attempted using SASREF. However, ten independent rounds of
calculation produced divergent results that yielded poor fits to
the experimental data for angles between 0.0005 and 0.2 A™*,
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with x> between 25.0 and 25.3. Furthermore, the Ry values
calculated for the models generated by SASREF are smaller than
those derived from Guinier and the P(r) function. The failure of
SASREF to more accurately place the two domains relative to
one other reveals that the SAXS data cannot be accounted for by
a single conformation of the tandem of ACP domains.

NMR data acquisition

To minimize the amount of protein needed, 300 pL of protein
solution was loaded into a 4 mm NMR tube and the tube was
inserted into a 5 mm NMR tube containing 150 pL D,0.%* The
apo ACPs, and ACPs5;, domains were analyzed at a concentration
of 1.0 mM and the apo ACP5,-ACP5;, didomain at a concentra-
tion of 0.3 mM. All NMR data were recorded at 298 K on a Bruker
DRX600 spectrometer equipped with a cryogenic probe (Plate-
forme de Biophysico-chimie Biologie Structurale - FR 3209
Université de Lorraine/CNRS). Backbone and sequential reso-
nance assignments were obtained by the combined use of 2D
>N-"H and *C-"H HSQC spectra and 3D HNCACB, CBCA(CO)
NH and HNCO experiments (reviewed in ref. 66). Aliphatic side
chain resonance assignments were obtained from 3D (H)
CC(CO)NH, H(CCCO)NH and HCCH-TOCSY experiments. 'H
chemical shift assignments of aromatic side chains were based
on 2D heteronuclear (HB)CB(CGCD)HD and (HB)CB(CGCDCE)
HE and 2D homonuclear COSY, TOCSY and NOESY experi-
ments. Tautomeric states of histidines were determined using
2D heteronuclear long-range ">N-"H HSQC.*” To collect NOE-
based distance restraints for the ACPs, and ACPs, structure
calculations, 2D 'H homonuclear NOESY experiments were
carried out on unlabelled samples of apo ACPs, and ACPsy,,
while 3D >N NOESY-HSQC and *C NOESY-HSQC were recor-
ded on uniformly '*C,"’N-enriched apo ACPs, and ACPs,
samples. The mixing time used in all NOESY experiments was
set to 120 ms. NMR data were processed using Topspin 3.1
(Bruker) and were analyzed using Sparky (Goddard TD and
Kneller DG, SPARKY3, University of California, San Francisco,
2003 (http://www.cgl.ucsf.edu/home/sparky/)).

Chemical shift changes

To express the chemical shift variations of the corresponding
amide groups in apo ACPs, vs. apo ACP5,~ACPs;, and apo ACPs,
vs. apo ACP;5,-ACPsy,, the chemical shift change was defined as
Ad,, = ({AGH?/2}+{AJN?/10})"/2. The most significant changes
were observed for Arg6734, GIn6735, Gly6811 and Ala6812 of
ACPs, (Fig. 5). Consideration of the apo ACPs, structure strongly
suggests that the changes can be attributed to the presence of
the linker in the didomain. In the ACPs, structure, the f-methyl
group of Ala6812 is located in proximity to the Arg6734-GIn6735
amide (measured distance less than 4 A). However, when the
linker is present (residues 6811-6828), Ala6812 is displaced
from its position near Arg6734 and GIn6735, affecting not only
its chemical shift, but those of the two previously neighboring
residues. The chemical shift of Gly6811 is altered by the change
in covalent linkage. This interpretation, in combination with
the fact that the chemical shifts of ACPs, are essentially
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unchanged in the didomain, leads us to conclude that the two
apo ACPs behave as independent domains.

NMR structure calculation

The first round of structure calculation was performed with
CYANA 3.% Starting from a set of manually assigned NOEs, the
standard CYANA protocol of seven iterative cycles of calcula-
tions was performed with NOE assignment by the embedded
CANDID routine combined with torsion angle dynamics struc-
ture calculation.” In each cycle, 100 structures starting from
random torsion angle values were calculated with 10 000 steps
of torsion angle dynamics-driven simulated annealing. 1968
NOE-based distance and 114 backbone angle restraints were
used for structure calculation of apo ACPs,, while 1846 NOE-
based distance and 114 backbone angle restraints were used for
apo ACPsy,. The angle restraints were obtained from **C,, *Cg,
B¢’, PN, 'HN and "H,, chemical shifts using TALOS+,”* with an
assigned minimum range of +20°. No hydrogen-bond restraints
were used for structure calculation. The second stage consisted
of the refinement of the 50 lowest CYANA target function
conformers by rMD simulations in Amber 117 using the
generalized Born solvent model. Possible atom clashes within
CYANA structures were regularized by a 1 ps energy minimiza-
tion in the Amber force field, and then 20 ps of rMD (restrained
molecular dynamic) was performed with the following protocol:
the system was heated for 5 ps at 600 K with tight coupling for
heating and equilibration (TAUTP = 0.4), 15 ps of cooling to 0 K
with 13 ps of slow cooling (loose coupling, TAUTP = 4.0-1.0)
followed by 1 ps of faster cooling (TAUTP = 1.0), and a final 1 ps
of very fast cooling (TAUTP = 0.1-0.05). During rMD, the
restraints were slowly ramped from 10-100% of their final
values over the first 3 ps. Force constants for distance and angle
restraints were set to 32 kcal mol ' A2 and 50 kecal mol~* rad 2,
respectively. The final apo ACPs, and ACPs, representative
ensembles correspond to the 20 conformers from each calcu-
lation with the lowest restraint and Amber energy terms. The
quality of the structures was assessed using PROCHECK-NMR"
and the MolProbity™ server. The Ramachandran statistics for
apo ACPs, and ACPj, are respectively: most favored regions,
99.1% and 91.9%; additionally allowed regions, 0.9% and 7.6%;
generously allowed regions, 0.0% and 0.5%; and disallowed
regions, 0.0% and 0.0%. MolProbity scores (percentiles) for the
lowest restraint energy structures of ACPs, and ACPs;, are 0.99
(100™) and 0.88 (100™), respectively.

Sequence analysis

The sequences of the analyzed cis- and trans-AT PKS* were
accessed via PubMed, or in the case of the class 2 C- and N-
terminal docking domains, from ref. 46. Sequence alignments
were generated using Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo/), and displayed using BoxShade (http://
www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). The boundaries
of the KS domain, and the KS-AT and post-AT linkers were
assigned by comparison with the sequences of homologous
regions from the erythromycin polyketide synthase,** while the
boundaries of the structured ACP domains were determined by
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NMR (this study). The putative dimerization/docking regions
were assigned as the sequences lying downstream from the last
ACP domains of the respective subunits.

Accession numbers

Chemical shifts for apo ACPs 5a and 5b of VirA module 5 have
been deposited in the Biological Magnetic Resonance Bank with
accession codes 19 536 (ACPs,) and 19 539 (ACPsy,). Protein Data
Bank coordinates have been deposited under accession codes
2MF4 and 4CA3, respectively.
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Fig. S1 Sequence analysis of putative dimerization/docking regions in various PKS. (a) Multiple
alignment of the C-terminal regions of PKS subunits from trans-AT PKS (in .), with those of cis-AT
PKS? (black, except for those of subunit CurA and the closely-related JamE (in -)). The sequences
from the trans-AT PKS (with the exception of VirFG) shown lie downstream of the conserved
sequences of single (Tal) or tandem acyl carrier protein (ACP) domains associated with [-
modification reactions, which are located at the ends of subunits. The VirFG sequence represents the
N-terminus of module 6, which we propose to be a docking element interacting with the C-terminus
of VirA. The trans-AT PKS regions were identified manually, as BLAST analysis using the VirA region
did not yield any homologous sequences. The positions of the two a-helices in the solved structure
of the CurG and CurK C-terminal docking domains are indicated, as are the hydrophobic (H) and
charged (C) residues which contribute to the docking interface.! (b) Multiple alighment of the N-
terminal regions from the partner cis-AT PKS subunits to those shown in (a), alongside that of VirFG
(in .). The positions of the two a-helices in the solved structure of the CurH and CurL N-terminal
docking domains are indicated, as are the hydrophobic (H) and charged (C) residues which contribute
to the docking interface.! Key: Cur, curacin (cis-AT PKS); Rhi, rhizoxin (trans-AT); Mmp, mupirocin
(trans-AT); Jam, jamaicamide (cis-AT); Sti, stigmatellin (cis-AT); Tai, thailandamide (trans-AT); Ta,
myxovirescin (antibiotic Ta; trans-AT); Aju, ajudazol (cis-AT); Ela, elansolid (trans-AT); Vir,
virginiamycin (trans-AT); Sna, pristinamycin (trans-AT).
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Fig. S2 SDS-PAGE analysis of protein preparations used in this study. Key to lanes: i) ACPs, (calc’d: 8.9
kDa); ii) ACPs, (calc’d: 9.2 kDa); iii) ACP5,-DD (calc’d: 14.3 kDa); iv) ACPs,-ACPs, (calc’d: 19.4 kDa); v)
ACP;,-ACPs,-DD (calc’d: 24.5 kDa); vi) KSs-linker (calc’d: 62.2 kDa); vii) KSs-ACPs,-ACPs, (calc’d: 98.5
kDa); viii) KS-ACPs,-ACPs,-DD (calc’d: 103.6 kDa). The molecular weights of the markers are indicated.
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Fig. S3 Sequence analysis of a selection of modules (type KS-ACP-ACP and KS-ACP-ACP-ACP) from
trans-AT PKS showing the homology to the KS-AT and post-AT linker regions of a typical cis-AT PKS
module. The sequence of the KS-AT and post-AT linkers from module 5 of the erythromycin (DEBS)
cis-AT PKS, for which structures are known,? are shown within and above the alignment (in blue and
green, respectively), while the corresponding regions from the recently-published KS-B didomain
structure of RhiE? are shown in light blue and olive. Comparison of the KS-AT linker regions between
the VirA, RhiE and DEBS modules shows that the RhiE sequence contains a large insertion. The
positions of the conserved domains (based on the structure of the KSs-ATs didomain of DEBS? and the
NMR structures of VirA ACPs, and ACPs, (this work)) within the modules are also indicated in color.
Key: Dif, difficidin; Vir, virginiamycin; Sna, pristinamycin; Mmp, mupirocin; Bae, bacillaene from
Bacillus amyloliquefaciens; Pks, bacillaene from B. subtilis; Lnm, leinamycin; Etn, etnangien. In each
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Fig. S4 Sequence analysis of ACP-ACP regions in trans-AT PKS and PfaA. (a) Sequence alignment of
the ACP-ACP regions from a selection of trans-AT PKS modules. In each case, the subunit name and
module number are indicated. The positions of the conserved ACP domains (based on the presence
of secondary structure elements in the NMR structures of Vir ACPs, and ACPs,) are shown for the
sequence of VirA. The ACP-ACP linkers of VirA and mupirocin are highlighted in green and red,
respectively. Key: Mmp, mupirocin; MIn, macrolactin; Bae, bacillaene from Bacillus amyloquefaciens;
Alb, albicidin from Xanthomonas albilineans Xa23R1; Xab, albicidin from Xanthomonas albilineans
Xal3; Dif, difficidin; Chi, chivosazol; Dis, disorazol; Lkc, lankacidin; Onn, onnamide; Vir, virginiamycin;
Rhi, rhizoxin. (b) Sequence of the tandem ACP region of the PUFA synthase, PfaA (GenBank:
AAL01060.1). The positions of the four ACP-ACP linkers are indicated in red, while their respective
lengths and content in Pro and Ala are given.
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Fig. S5 SAXS analysis of the various constructs. (a) The distance distribution function derived for the
ACP5,-ACPs, construct calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (b) The distance distribution
function derived for KSs-ACPs,-ACPs, calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (c) The distance
distribution function derived for KSs-ACPs,-ACPs,-DD calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot.
(d) The distance distribution function derived for the ACPs,-DD calculated with GNOM. Inset is the
Guinier plot. (e) Fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid blue line) and the
experimental SAXS data acquired on the ACPs,-DD (red dots). (f) The distance distribution function
derived for the ACPs,-ACPs,-DD calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (g) Fit between the
ab initio model computed with DAMMIN (solid blue line) and the experimental SAXS data acquired
on the ACPs,-ACP5,-DD (red dots).
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LnmI_Module2 ACP 6 ARR----P DGAAGSAP AAPESGQSAPP--—-—-———— ASP--QVQDDRAD--
DszC_Modulell ACP 2 DDEALPHGAAWSATAAPPAQTAAWSATAAPPARAA

AlbI_Module2 ACP 2 RDD-=———==———————————— AAHAAEPAP---ADG AAEDASADAPNAANAPTPDV-—--—--— ATL
ChiF Modulel9 ACP 34

LnmJ_Module5_ ACP 21 HAPTAVPAAPV--—-————— DQADLPEVREERPGLDPQ

EtnE_Module6_ ACP-ACP 1 GPWPAPSAAPPATAPSRPASPPTSIALAGA-——-—————————-——— DAAVRSDAASPPIARSAPKERAAEIRADAAPISL
EtnD_Modulel ACP-ACP-ACP 1

KirAIT_Module5_ ACP 13 EAAGLA

OnnB_Module3 ACP 65 KNLGPEQIHR----VDQLL--AATPKPATAPPPPVQQAAA--— ——-VVPEPKLVRSED

LmnJ_Module8 ACP-ACP 1 FPTPDAEP TAPAVPARKEA TMTARS EAQ--PTRRGPKIRL
ChiD_Modulell ACP 2 REISRASGAA----PAPAAAPAPAPALAAAPAVAA--AFAAAPAPA--P

DszB_Module8_ACP 1

SnakE2_Module5_ ACP-ACP 28 RDFGRPHTPA----P--AAAPAPSPAADPAPTPAPRRAPEAAPAPAPVPRRVEPAPALVPRPAPASAPAAPGAVTPPATDRPDPQETP--PMTRDRKISL
DszC_Modulel(O_ACP 1 LGRPAGDAAAP-AVARGETAEEAPSRGET-- —-—-AEEAP--SRG-- -
KirAIV_Module9 ACP 1 --

0OzmJ_ModulelO_ACP 1 -KLFTQPAAR-

VirA Module5 ACP-ACP 28 RDFGRAPSDR-
EtnI_Module20_ ACP I —
consensus 101

14



BryC_Modulell ACP
PksM Modulell ACP
BryD_Modulel3_ACP
PedH_Moduleld ACP
BryX Modulel6 ACP
PksL_Module6 ACP-ACP
BaeL_Module6 ACP-ACP
0zmQ_Modulel ACP
OnnI_Moduled ACP
DifL_Modulel4 ACP-ACP
PedF_Module4 ACP
VirH Module9 ACP
ChiC_] " Module9 ACP
MmpA_Module7_ACP ACP
MmpA Module5_ ACP
LnmI_Module2 ACP
DszC_Modulell ACP
AlbI_Module2 ACP
ChiF_Modulel9 ACP
LnmJ_Module5 ACP
EtnE_Module6_ ACP-ACP
EtnD_Modulel ACP-ACP-ACP
KirAII Module5 ACP
OnnB_Module3_ACP
LmnJ_Module8 ACP-ACP
ChiD Modulell ACP
DszB_Module8_ACP
SnakE2_Module5 ACP-ACP
DszC_ModulelO_ ACP
KirAIV_Module9 ACP
OzmJ ModulelO ACP
VirA Module5_ ACP-ACP
EtnI_Module20_ACP
consensus

BryC_Modulell ACP
PksM Modulell ACP
BryD Modulel3 ACP
PedH_Modulel4 ACP
BryXiModule167ACP
PksL_Module6_ACP-ACP
Bael_Module6_ ACP-ACP
OzmQ Modulel ACP
OnnI_Module4 ACP
DifL Moduleld ACP-ACP
PedF_Moduled ACP
VirH _Module9 ACP
ChiC_Module9 ACP
MmpA Module7_ ACP-ACP
MmpA Module5 ACP
LnmI_Module2 ACP
DszC_Modulell ACP
AlbI Module2 ACP
ChiF_Modulel9 ACP
LnmJ_| “Module5 ACP
EtnE_Module6_ ACP-ACP
EtnD Modulel ACP-ACP-ACP
KirAIT_Module5_ ACP
OnnB_Module3 ACP
LmnJ_Module8 ACP-ACP
ChiD_Modulell ACP
DszB_Module8_ACP
SnakE2_Module5_ ACP-ACP
DszC_ModulelO_ACP
KirAIV_Module9 ACP
0OzmJ_ModulelO_ACP
VirA Module5 ACP-ACP
EtnI_Module20_ ACP
consensus

179 D

13 SEHS
59 LAE

1 VDSAVVEAERAPN---—-—-—----— SKAPASMLS
19 GPT GTGPT PF

40 D
24 ------ RALDTLPVADSAPIVPPAPRILSQPAPLAAKAAPVV. PVADD

1 YDAPAPMAAYPAPGTSRT-- ——-GRRAWSPD

37 DPGGA APPEG PGGAPPGGAARQ--—
40 VRRTVAQVLGYP

34 --

65 VALVPPAAMDTAASSAAR SAP VAISLSPLRAEPASAAV-ARRASDEPPASGGE-—

1 VTR---RQVAPAPEVSPTVAP-PGPAAIEKPSGIALR-APGEERFAAPA--VSSGVEHTVSLSPVGAAVNQAAVVAGSAMGAAPYGGGSPAGGAASSAIA
19 ———=————- GTAQDEVTETWPEP-—---—— AAAVP---APPAESAPAPAATAAGGDPE

39 AAP---RSAGGASATAPTREPVPAP---PAPAPAP---A-TTAPQPVRADVPPPALPEAAAAS-————————————————————————————

43 ALAAAPAVAA---AFAAAPA--PAPVTPAGSQ AEDGLLD
1 LDPAPS DEASPSPAA---PPPEAPR--PAAAP-PAPPSAEAR:
120 -- -RPLGTAPTPAPAPAPAPAPVSVAAPAPV---—--— PATPT--PAAAP-AAPVAAPSVAPVAGAVD-———-—————————————————————— PAVA
37 ETAEEAPSRE-TAE---EAPAALA---PATADP ALRK
2 -- —-RSAAPRAATPTPTRP-AGSSGP
117 —-===——- RPLAPATAATRPAAP-ATPATPAAPAAVP---APPAAPA--PAAVP-AGRQE

17 ERDAVEPEVERNGSA

94 GVERVTPRATEGGVGGHMPGTTATARDRRASPVDNAAGGRSLA

301
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PKS Module Linker length
VirA_Module 5 (KS-ACP-ACP) 165
SnaE2_Module 5 (KS-ACP-ACP) 179
PksM_Module 11 (KS-ACP) 28
Etnl_Module 20 (KS-ACP) 10
OnnB_Module 3 (KS-ACP) 110
DifL_Module 14 (KS-ACP-ACP) 79
OzmJ_Module 10 (KS-ACP) 56
PedF_Module 4 (KS-ACP) 25
Onnl_Module 4 (KS-ACP) 61
MmpA_Module 7 (KS-ACP-ACP) 64
MmpA_Module 5 (KS-ACP) 26
0OzmQ_Module 1 (KS-ACP) 31
KirAll_Module 5 (KS-ACP) 58
LnmJ_Module 5 (KS-ACP-ACP) 91
EtnD_Module 1 (KS-ACP-ACP-ACP) 136
Bael_Module 6 (KS-ACP-ACP) 72
PksL_Module 6 (KS-ACP-ACP) 66
BryX_Module 16 (KS-ACP) 54
DszB_Module 8 (KS-ACP) 36
EntE_Module 6 (KS-ACP-ACP) 116
LnmJ_Module 8 (KS-ACP-ACP) 49
ChiF_Module 19 (KS-ACP) 42
KirAlV_Module 9 (KS-ACP) 22
Albl_Module 2 (KS-ACP) 51
DszC_Module 10 (KS-ACP) 65
ChiC_Module 9 (KS-ACP) 40
BryC_Module 11 (KS-ACP) 84
BryD_Module 13 (KS-ACP) 33
PedH_Module 14 (KS-ACP) 31
Lnml_Module 2 (KS-ACP) 39
ChiD_Module 11 (KS-ACP) 57
DszC_Module 11 (KS-ACP) 98
VirH_Module 9 (KS-ACP) 28

d

VirA Module5_ ACP-ACP
SnakE2_Module5_ ACP-ACP
consensus

A PEDRIZO! T PAAV|ZVSEAEGERQVS - - BN T G\YY
PHJP. APSIAADPARTPIIPRRIAPE (APNAY
Lk K K k% P * R
JNJP - DIMTAATRP. - T P Pl
28 TRPTPAPAP] Pl T———)§T] A
Lk Kk K kKKK KKKk KKK KK

ARV - TAVPTLTL \AEJFARR
VEP. (APASAPAAPERVTIZPAT
* xxk KK K *x %

consensus 101
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Fig. S6 Sequence analysis of the linker region following the ‘post-AT Linker’ (referred to as the ‘post-
post-AT-linker’ (Fig. 3)) in various trans-AT PKS. (a) Analysis of the amino acid composition of the 159
residue post-post-AT linker of VirA module 5 reveals a sequence bias consistent with an intrinsically
disorder region.* (b) Disorder propensity analysis by PONDR-FIT> of the post-post-AT linker from VirA
module 5 (http://www.disprot.org /metapredictor.php). (c) Alignment of the post-post-AT linker
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from a selection of KS-(ACP), modules from trans-AT PKS. The subunit name, module number and its
ACP composition are indicated. The linker lengths are given in the table, with the two extremes
highlighted in pink. (d) Comparison of the linker regions following the post-AT linker in virginiamycin
and pristinamycin modules 5. (e) PONDR-FIT analysis of the linker regions in (c) which show the
highest disorder propensity. Key: Vir, virginiamycin; Sna, pristinamycin; Pks, bacillaene from Bacillus
subtilis; Etn, etnangien; Onn, onnamide; Dif, difficidin; Ozm, oxaxolomycin; Ped, pederin; Mmp,
mupirocin; Kir, kirromycin; Lnm, leinamycin; Bae, bacillaene from B. amyloliquefaciens; Bry,
bryostatin; Dsz, disorazol; chi, chivosazol; Alb, albicidin.
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Fig. S7 Analysis of the effect on the oligomerization state of various constructs of the presence of the
putative dimerization domain (DD). FPLC traces of (a) ACPs,-ACP5,-DD (solid line) and ACPs,-ACPs,
(dotted line), (b) ACPs,-DD (solid line) and ACPs, (dotted line), and (c) the calibration standards
(Sigma) dextran blue, bovine serum albumin, carbonic anhydrase, cytochrome C, bovine insulin,
vitamin B12 (alcohol dehydrogenase omitted for clarity). All samples were analyzed on a Superdex 75
10/30 column (GE) equilibrated with 50 mM sodium phosphate (pH 7.5), 250 mM NaCl. (d) The
calibration curve plotting the ratio of elution volume (V.) to column void volume (V,) against log

molecular weight. The curve was described by the formula Y = - 1.53x + 3.74, with R*= 0.996.
The calculated molecular weights are shown in the Table below. (e) Analysis by mass spectrometry of
ACPs,-ACPs, under native and denaturing conditions shows that the construct is almost exclusively
monomeric, with a small proportion of dimer (estimated at 5%) present. (f) Analysis by mass
spectrometry of ACPs,-ACP;,-DD shows that the construct is exclusively monomeric under all
conditions. (g) Analysis by mass spectrometry of ACPs, shows an estimated 18% of dimer under
native conditions. (h) Analysis by mass spectrometry of ACPs,-DD reveals a small proportion
(estimated at 9-11%) of dimer under both native and denaturing conditions, suggesting the presence
of a covalent link between the monomers (disulfide bridge?). Panels e-h show the deconvoluted
neutral mass spectra obtained using maximum entropy analysis.

Construct Expected MW / kDa Estimated MW / kDa Ratio of MW in presence/
absence of the DD

ACPs, 9.2 14.1

ACP,-DD 14.3 53.5 3.8

ACPs,-ACPs;, 19.4 37.4

ACPs,-ACPs,-DD 24.5 77.0 2.1

The calculated molecular weights of monomeric constructs with and without the putative dimerization domain, compared
to the estimated molecular weights derived from calibrated gel filtration (Fig. S7).

Commentary on the table

The presence of the dimerization domain (DD) on ACPs, gives a molecular weight approximately four-fold
greater than the ACPs, alone, while that of the ACPs,-ACPs, is more than doubled by addition of the DD. It could
be argued that the addition of the DD makes the proteins substantially more elongated, thus explaining the
apparent increases in molecular weight; indeed, an elongated protein can elute at twice the volume of a
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globular protein of the same molecular weight.® However, the fact that the ACPs even in the absence of the DD
give estimated molecular weights in great excess of their calculated weights, shows that the constructs are
already in an extended conformation. Thus, our analysis instead supports a change in oligomerization state in
the presence of the putative dimerization element.
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MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRPEPVA
VIGYSARFPGAADADTFWQRILDGDDLVTEVPPERWRTEEFYDPDPAAEGRSVSRWGAYVADADRFDADFFRMTP
REAELTDPQARLFLQEAWRALEHAGRDARSLAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMQGNSNSILAA
RIAYHLDLKGPAVTVDTACSSSLTALHLACQSLWLGETDLTVVGGVTLYLTELPHVFMSAAGMLSPNGRCRPFDAA
ADGIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNQDGRTNGITAPSARSQTALVRDTLQRFAVDPAGIDYVE
CHGTGTPLGDPIEVTALNEAFAGAGLAPASVPIGSVKGNIGHTSAAAGLAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQI
PFDQGPFTVAGERRELGRPDGGRPRRATVSSFGFSGTNAYVVVEQAPEQAARPAGDDGAPPVLVPLSGRRADAPAA
HAADLARWLRGPGSDASPADVAHTLAVARTHHTYRFALLVSGRDELLESLDLLAAGSADPRRTDTAPDAAAPDAA
VRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLYTQGHTVDWAAVSPPARHRRLSLPAYPFAPHRHYVERPAPVTPP
TPAATSALAEASHGTPAEPAGARTPQEALADVPLTEPVLHRQEWIPAPLPAAAPAPTAPVLVHDPAGDLAAALAAT
GLDVHRLGGDRTAAEALRATGAQVVTVVLRLTPPADGAPATAVDLAAFEAARAALAVLRTQQLTLLAVTADPTR
ADAAGALVQTLRQENPRLSGRAVLTADGTPDARRLLAEIAAPAAEHGHLADLRSARRLRRVLVPVPLPGTRPFVRQ
DGVYLVSGGAGGIGLALARHLTDRPGTRVVLCGRTAWDDLAEATRSAVSGSDRLRYARADVTDPEAAAALVAEV
VRTEGALHGVFHAAGVVRDGYLVRKDPRDVADVLAPKILGARALDEATAALPLDAFVLFSSVAAVTGNLGQSDY
AFANGFLDGFATRRAGQVARGERHGRTLSVQWPLWDVPGMSIPEPVLEVVAQHTGMAPLPAAVGLAALERLLAA
DGPEVVSLFHGDAATWRAHLAALHLERPAAAGQVTAAAPAAPAPSDTPVVASADPAAADDGRRAELADRVSRTV
ADTIGRPAGSIGGHTSLESMGLDSVMIRALASRLSAEVAPVGPEMLFGLRDLDELVDHLVAARPVPVAEPATPAVPP
APAATAATVFAPVAPADPAVVPAAPAALPVPAAAPASASRTLPAPSADDRFAIIGISGRYPQAPDLDAFWQNLLNGK
DTASDLPTDRWPDAAGVNARGHFLEGVDAFDPTFFGLSAHDGTLLDPQERLFLEVAWEALEDAGYTGSRLHDLVA
PDGERRSVGVFAGITSSDYKLLGAERWAAGHREMPSGHYWSLPNRLSYLLDLRGPSQPVDTACSSSLVALHLALDA
LRRGECAAALVGGVNLYVHPSRFRMLRRSGFLAEDGLCRSFGAGGAGFGPGEGGGAVVVKPLAVALADGDTVHA
VVRGSAVAHGGRTNGFTAPSPWAQARVLRAALRNSGTDPETVNVIEAHGTGTELGDPVELAGLQDAYGSGRVPCS
LGSVKSAVGHGESAAGIAALTKVVLQLRHGELVPTLHADPVNPGLRLEDTRFVLQHTPGRWERLTGADGSPLPRRA
GISSFGAGGVNAHVIVEEYLPEPHGRAAAAEPGRPELVLLSAPTREHLAATADRLARRLEGPEAPADLRAVAYSLRT
GRSAMDCRLAVVATDTAGLAAALGAFARSADAGEGESAVRYADLRDGRRAHRDLDTVPETTAFLADLWRNRRLH
QLGELWLSGLDIERAAPREPGTRLVPLPTSAFLRRRLWITDPVTADTTPTPDPLPTPDPLPVPLSAPAPAPAPAPQPAP
TTTPAPAAAPAAAPARSGEAVTEQLSRLVAGFVPDAAGSVDPDRTLLEHGIDSINLMNLRFEITERFGRTLPLQLLSE
STVPVLAAHLSADRAHDRA*

Fig. S8 Corrected sequence of VirFG. The predicted natively unstructured region is shown in bold.
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Ta-1 ACP-KS
BonA ACP-KS_2
Bat2_ ACP-KS
VirA ACPSb
OocJ_ACP-KS
Ta-1_ ACP-KS_M
EtnE_ACP-KS_M
BaeL ACP-KS_M
OocL_ACP-KS
BonA ACP-KS M
BonA_ ACP-KS
PedI ACP-KS_M
OnnB_ACP-KS_M
PsyA ACP-KS M
EtnD ACP-KS_M
Bat2 ACP-KS M
Bat3 ACP-KS M
OocN_ACP-KS
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EtnF_ACP-KS
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OnnB_ACP-KS
PedF_ACP-KS
OnnI_ ACP-KS
VirA KS

BaeM ACP-KS
Bat3_ACP-KS
OocL ACP-KS M
PsyD ACP-KS 3
Bat3_ACP-KS_2
Ta-1 ACP-KS 2
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PKS System Subunit name Length of linker following Length of linker following
B-modification module non-modifying module
Ta-1 51 24
Myxovirescin Ta-1 46
TaO 54
BonA 78 63
Bonkrekic Acid BonA 46
BonD 52
Bat2 70 58
Kalimanticin Bat3 71 56
Bat3 51
OoclJ 49
Oocydin OoclL 69 45
OocN 24
EtnE 91 48
Etnangien EtnD 44 56
EtnF 52
Bael 56
Bacillaene Bae) 48
BaeN 53
BaeM 30
Ped| 67 41
Pederin PedF 47
PedF 48
OnnB 53 41
Onnamide Onnl 49
56
PsyA 41
Psymberin PsyD 26
PsyD 29
PsyD 38
Average: 62.8 Average: 45.6
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Fig. S9 Analysis of ACP-KS linkers. (a) Portion of a multiple alignment of the ACP—KS regions (junction
between two modules) from a selection of trans-AT PKS subunits, to determine the lengths (shown in
the table) of the linkers intervening between the conserved ACP and KS domains. The C-terminal and
N-terminal boundaries of the ACP and KS domains, respectively, were determined by alignment with
VirA module 5 KS and ACPs,. Linkers which follow modules where [-modification occurs are indicated
by M (2 indicates a second junction from the same subunit). Although only 11 sequences of such
linkers are available in the database (that is, both the gene sequence and the product structure are
known, validating the B-modification), these linkers are generally longer than comparable regions
from the same systems, and the average length of all these linkers (ca. 63 residues) is significantly
greater than the average length of linkers separating non-modifying modules (ca. 46). Key: Ta,
myxovirescin; Bon, bonkrekic acid; Bat, kalimanticin; Vir, virginiamycin; Ooc, oocydin; Etn, etnangien;
Bae, bacillaene from Bacillus amyloliquefaciens; Ped, pederin; Onn, onnamide; Psy, psymberin. (b)
Multiple alighment of the ACP-KS regions from a selection of cis-AT PKS from both Streptomyces and
myxobacteria. The C-terminal domain boundary of the ACPs was based on the NMR solution
structure of DEBS ACP,.” The average linker length is 20 residues. Key: DEBS, erythromycin; Amph,
amphotericin; PIKS, pikromycin; RAP, rapamycin; Mta, myxothiazol; Aju, ajudazol.
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Table S1 Summary of SAXS Data

Construct Rg (Guinier) (R)a R (GNOM) (Rya  p  (GNOM) (R)b y 2 (PAMMIN)e 2 (SASREF)c % (MONSA)e
KS 33.1+0.5 326 105 1.689 1.333 1.421
ACPs,-ACPs;, 29.0+0.2 30.7 103 1.785 24.981 nd
KS-ACPs,-ACPs, 56.5+0.7 60.9 230 2.813 nd 1.885
KS-ACPs,-ACPs,-DD 69 +1 72.5 279 2.204 nd nd
ACP,-DD 37.0+0.3 37.7 140 1.231 nd nd
ACPs,-ACPs,-DD 43.5+0.2 46.5 170 1.366 nd nd

2 Ry is the radius of gyration derived from the atomic models using the program PRIMUS. For experimental data,
Rq is given by the Guinier approximation?®

b D nax is the maximal particle diameter derived from the distance distribution function (P(r)) using the program
GNOM?

¢ 2 is the discrepancy between the experimental SAXS profile and the theoretical calculated curve using the
programs DAMMIN,® SASREF*® or MONSA?®

nd: not determined
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Table S2 NMR and Refinement Statistics for ACPs,

Protein
NMR distance and dihedral constraints ACPs,
Distance constraints
Total NOE 1968
Intra-residue 374
Inter-residue 1594
Sequential (|i—j| =1) 490
Medium-range (|i—j| < 4) 566
Long-range (|i—j| > 5) 538
Intermolecular n/a
Hydrogen bonds 0
Total dihedral angle restraints 114
0 57
\Vj 57
Structure statistics
Violations (mean and s.d.)
Distance constraints (A) 0.092 + 0.012
Dihedral angle constraints (2) 0+0
Max. dihedral angle violation (2) 0
Max. distance constraint violation (A) 0.13
Deviations from idealized geometry
Bond lengths (A) 0.010 £ 0.001
Bond angles (2) 2.062 +£0.018
Impropers (2) n/d
Average pairwise r.m.s. deviation** (A) 6734-6811
Heavy 0.94+ 0.10
Backbone 0.27 + 0.06

**Pairwise r.m.s. deviation was calculated using 20 refined structures. n/a = not
available; n/d = not determined.
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Table S3 NMR and Refinement Statistics for ACPs,

Protein
NMR distance and dihedral constraints ACPs,
Distance constraints
Total NOE 1846
Intra-residue 371
Inter-residue 1475
Sequential (|i—j] =1) 500
Medium-range (|i—j| < 4) 522
Long-range (|i—j| > 5) 453
Intermolecular n/a
Hydrogen bonds 0
Total dihedral angle restraints 110
B 55
\Vj 55
Structure statistics
Violations (mean and s.d.)
Distance constraints (A) 0.096 + 0.023
Dihedral angle constraints (2) 0+0
Max. dihedral angle violation (2) 0
Max. distance constraint violation (A) 0.17
Deviations from idealized geometry
Bond lengths (A) 0.010 £ 0.001
Bond angles (2) 2.054 £ 0.018
Impropers (2) n/d
Average pairwise r.m.s. deviation** (A) 6836-6909
Heavy 1.15+0.15
Backbone 0.38+£0.07

**Pairwise r.m.s. deviation was calculated among 20 refined structures. n/a = not
available; n/d = not determined.
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Résultats

Il. Caractérisation d’une nouvelle classe d’interface de

docking chez une PKS de type trans-AT

Dorival, J., Annaval, T., Risser, F., Collin, S., Roblin, P., Jacob, C., Gruez, A.,
Chagot, B. et Weissman, K. J. Characterization of Intersubunit Communication in the
Virginiamycin trans-Acyl Transferase Polyketide Synthase. J. Am. Chem. Soc. 138,
4155-4167 (2016).

Aprés I'étude du module 5, nous nous sommes intéressés de plus prés au role que
pouvait jouer le domaine en C-terminale du module 5 en se basant sur 'hypothése
qu’il pouvait s’agir d’'un domaine de docking (Broadhurst, et al., 2003 ; Buchholz, et al.,
2009 ; Whicher, et al., 2013). Nous avons alors identifi¢ un domaine analogue en N-
terminale de la sous-unité VirFG qui porte le module 6 et le module 7 de la PKS. Nous
avons tout d’abord produit chacun de ces DD potentiels pour caractériser leur
interaction, tout d’abord par gel filtration analytique (S75 10/300) puis par RMN (HSQC
TH-®N). L’interaction a ensuite été mesurée par ITC, ce qui a permis de déterminer un
Kd de 5,8 + 0,2 uM. Une affinité similaire a également été mesurée entre TACP-DD
VirA et le DD VirFG ainsi qu’entre le DD VirA et le DD-linker VirFG (DD VirFG avec le
linker entre le DD VirFG et le KSes — la construction incorporant le KSe étant non soluble.
Ceci montre que les domaines/linkers flanquant ne semblent pas intervenir dans

I'interaction entre les sous unités.

Nous avons ensuite résolu la structure RMN d’'une protéine de fusion entre les
deux DD liés par un linker de 8 résidus (Whicher, et al.). La structure révele que les
DD sont composés chacun de deux hélices qui interagissent entre elles avec une
topologie unique pour une interaction protéine-protéine, ce qui dénote une différence
considérable entre les interfaces de docking chez les PKS de type cis et chez les PKS
de type trans. Par ailleurs, de nombreux points laissent penser que le DD VirFG seul
est une protéine intrinséquement désordonnée. En effet, les spectres de dichroisme
circulaire (CD) sont caractéristiques d’une protéine désordonnée pour le DD VirFG
alors que le DD VirA est structuré en hélice a. Une mesure en double cuve a permis
de mettre en évidence un repliement induit du DD VirFG en présence de son
partenaire. Cette analyse a été confortée par des expériences en SAXS qui montre

que le DD VirFG n’est pas une protéine globulaire : le Kratky plot est caractéristique
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d’'une protéine plutdét allongée, donc probablement désordonnée, présentant

cependant quelques éléments de structures secondaires.

Gréace a la structure RMN, nous avons mis en évidence trois couples de résidus
polaires importants pour linteraction. La nature polaire de ces résidus est de plus
conservées parmi les DD pouvant appartenir a la méme classe que VirA/VirFG, bien
que les charges peuvent varier. Nous avons ensuite muté chacun des 6 résidus
polaires identifiés. Nous avons constaté des variations dans les spectres de
dichroisme circulaire pour les mutants du DD VirFG. Cependant, il était impossible de
savoir si les mutations du DD VirFG entrainaient une perturbation de l'interaction, ou
bien de la capacité a se replier en présence du partenaire. Ces trois mutants n’ont
donc pas été utilisés. Aprés verification de l'intégrité de la structure des trois mutants
du DD VirA par CD, nous avons noté une diminution de l'affinité par chacune de ces
mutations, mesuré avec le partenaire DD VirFG type sauvage. Nous avons donc pu
conclure que l'interaction était assurée par ces interactions polaires, mais elle est aussi
vraisemblablement stabilisée par un cluster d’acides aminés hydrophobes (L6939,
L6943, V6946, 16953, A6956, V6957, et L6960 pour le DD VirA et A3, L7, F10, A20, et
L24 pour le DD VirFG). La surface d’interaction entre les deux DD est d’environ 730
A2, ce qui est comparable avec les autres classes de DD (environ 1000 a 1100 A2 pour
les DD de type 1a et 1b respectivement, et environ 1800 A2 pour les DD de type 2). En
effet, l'interface entre les DD de VirA/VirFG est monomérique, et 'ensemble de la PKS
est dimérique. Deux interfaces de docking se formeraient donc simultanément (la
surface d’interaction serait alors de 1460 A environ). Pour les autres classes de DD,
une seule interface implique deux copies de chaque DD. L’affinité entre les DD de
chacune des classes est également comparable et assez faible dans tous les cas (K4
entre 2 et 50 uM).

Des expériences par SAXS ont également été menées sur différentes
constructions afin d’identifier la position des domaines flanquants. Ainsi, nous avons
résolu la structure a faible résolution de la construction ACPsp-DDa-DDrc-KSe-linker.
Les domaines de docking adoptent une position centrale et sont entourés de part et
d’autre par 'ACPs, et le KSe. Nous avons également pu proposer un modéle
d’interaction entre le module 5 et le module 6. Ce dernier se base sur les données
SAXS obtenus précédemment sur le tridomaine KSs-ACPsa-ACPsy et celles de la
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fusion ACPsp,-DDa-DDra-KSs-linker. En effet, les deux enveloppes se superposent

parfaitement au niveau de 'ACPsp, commun aux deux constructions.

Dans ce travail collaboratif au sein de I'équipe, j'ai participé a la résolution de la
structure par RMN (attribution et structure du DD de VirA marqué en intéraction avec
le DD VirFG non marqué ; le Dr. Thibault Annaval et le Dr. B. Chagot ont résolu la
structure de la protéine de fusion entre les deux DD), et j'ai réalisé la partie SAXS avec
le Dr. Arnaud Gruez. La purification des DD et des mutants a été partagée entre le Dr.
T. Annaval et moi-méme, Sabrina Collin nous a aidé pour la purification de la fusion
ACPsp-DDaA-DDrG-KSe-linker, et les spectres de CD et les expériences d'ITC ont été

réalisées par Fanny Risser.
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ABSTRACT: Modular polyketide synthases (PKSs) direct the
biosynthesis of clinically valuable secondary metabolites in bacteria.
The fidelity of chain growth depends on specific recognition between
successive subunits in each assembly line: interactions mediated by
C- and N-terminal “docking domains” (DDs). We have identified a
new family of DDs in trans-acyl transferase PKSs, exemplified by a
matched pair from the virginiamycin (Vir) system. In the absence of 4
C-terminal partner (VirA “DD) or a downstream catalytic domain,
the N-terminal DD (VirFG NDD) exhibits multiple characteristics of Tt

an intrinsically disordered protein. Fusion of the two docking modules =
domains results in a stable fold for VirFG NDD and an overall
protein—protein complex of unique topology whose structure we
support by site-directed mutagenesis. Furthermore, using small-angle
X-ray scattering (SAXS), the positions of the flanking acyl carrier protein and ketosynthase domains have been identified,
allowing modeling of the complete intersubunit interface.

VirA
module 5

B INTRODUCTION sequence of the subunits represents an attractive strategy for

Synthesis of structurally complex, reduced polyketides in generating polyketide analogues because no modifications are

bacteria occurs on gigantic multienzymes called polyketide
synthases (PKSs).! These systems are likened to molecular-

made to the component modules. Indeed, modules are
increasingly viewed as discrete operational units, given the

scale assembly lines because each round of chain extension and high interdependence of the functional domains.®’

chemical tailoring of newly incorporated building blocks is In cis-AT PKSs, it has been shown that communication at
carried out by a specific module of enzymatic domains. Nature intersubunit junctions is mediated by portable recognition
has evolved two distinct classes of modular PKSs: cis-acyl sequences called docking domains (DDs), located at the
transferase (AT) and trans-AT. Within the majority of cis-AT extreme termini of the subunits, and these have already been
PKSs, such as the prototypical 6-deoxyerythronolide B synthase exploited to generate polyketide analogues.®”'> Three
(DEBS) responsible for assembling the core of erythromycin A, evolutionarily related docking domain classes have been
all of the component domains are present within the gigantic identified to date in such PKS systems,'” as well as a fourth
polypeptideS.2 trans-AT PKSs, however, are characterized by class which operates at NRPS—NRPS/—PKS junctions in
one or more free-standing enzyme activities (including notably mixed PKS-NRPSs.'* The NMR or X-ray crystal structures of

the ATs) that collaborate in trans with the PKS multienzymes
to accomplish both chain building and processing (Figure 1).”*
They also typically include modules of nonribosomal peptide
synthetase (NRPS) that incorporate amino acids into the
growing intermediates.

One conserved feature of cis- and trans-AT PKSs is the
distribution of the functional modules among multiple

covalently fused complexes of the PKS docking domains have
been solved">™!” (Figure 2), and the N-terminal DDs were
shown to adopt the same structures when expressed together
with the downstream ketosynthase (KS) domains.”” " The
close structural homology between the two actinobacterial
classes of DDs prompted their grouping into Class 1 (referred

polypeptide subunits.” Thus, generation of native polyketide to here as la and 1b), whereas the third class, which is present
products critically depends on the ability of the subunits to

arrange themselves in the correct order. Conversely, rational Received: December 22, 2015

manipulation of interpolypeptide interfaces to change the Published: March 16, 2016
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Figure 1. Virginiamycin (Vir) trans-AT polyketide synthase. The PKS comprises three subunits, VirA, VirFG (whose N-terminal sequence was
recently revised by us),”" and VirH as well as additional modules that were not identified in the initial cluster description® for starter unit selection
and introduction of proline. The ? indicate additional steps where the enzyme responsible is not yet clear. The system incorporates many features
characteristic of trans-AT PKS systems, including a trans-acting acyl transferase Virl, duplicated domains (acyl carrier proteins (ACPs) of modules 1
and S; peptidyl carrier proteins (PCPs) of module 8), nonribosomal peptide synthetase modules (3 and 8), an inactive domain (KS° of module 9),
and a cassette of enzymes that together introduce a f-methyl functionality. The experiments described here reveal the molecular details of the

interface between subunits VirA and VirFG (boxed).

in myxo- and cyanobacteria, has been designated as Class 2."”
(By extension, the mixed PKS-NRPS DDs constitute Class 3.)

Class 1 and 2 DDs share two central features: the N-terminal
docking domains are homodimeric and form a coiled-coil motif
that serves as a platform for docking of the likewise a-helical C-
terminal docking domains. The docking interfaces are largely
hydrophobic in character and complementary in shape, whereas
specific charge—charge interactions at critical positions
contribute to docking specificity. One notable difference
between the two classes is that Class 1 C-terminal docking
domains (Figure 2A,B) incorporate two « helices upstream of
the docking a helix which together form a dimerization motif.
Class 2 C-terminal docking domains, however, comprise only
two a helices, both of which associate with the N-terminal
docking domain. Furthermore, the coiled-coil motif of the Class
2 N-terminal DD is preceded by an additional « helix; thus,
docking gives rise to an overall eight a-helical bundle (Figure
2C), in contrast to the four a-helical bundles characteristic of
Class 1 DDs. Despite this architectural divergence and an
approximately 2-fold difference in interface size, the affinity of
association for both DD classes when the immediate upstream/
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downstream functional domains are present is remarkably
consistent, with Kys in the 2—20 uM range.'>'”*°

We recently characterized by small-angle X-ray scattering
(SAXS)*' the structure of apo module $ from the VirA subunit
of the virginiamycin hybrid trans-AT PKS-NRPS* of
Streptomyces virginiae (Figure 1). In the course of this work,
we noted that the extreme C-terminal sequence (designated
“VirA “DD”) showed similarity to a region from the CurA
subunit of the curacin cis-AT PKS, which had been described as
a dimerization motif.”> However, comparison by SAXS of apo
module $ in the presence and absence of this region did not
reveal a change in the structure of the C-terminus because the
module retained its open form. This prompted us to investigate
whether VirA DD was rather a docking domain, mediating a
specific interaction with a partner DD located at the N-
terminus of subunit VirFG (“VirFG NDD”). We show here that
VirA “DD and VirFG DD constitute the founding members
of a new family of docking domains from trans-AT PKSs. Using
a multidisciplinary approach combining NMR, site-directed
mutagenesis, circular dichroism (CD), isothermal titration
calorimetry (ITC), and SAXS, we have characterized their
interaction in detail. We have furthermore employed SAXS to

DOI: 10.1021/jacs.5b13372
J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 4155—4167
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Figure 2. Three classes of docking domains from cis-AT PKSs. (A) NMR structure of a complex of covalently fused Class la docking domains
(Protein Databank (PDB): 1PZQ, 1PZR)."® The C-terminal DDs (red) comprise three a helices, of which the first two form a four a-helical bundle
that acts as a dimerization element. The third helix wraps around the coiled-coil motif formed by the partner N-terminal docking domain (blue). The
long, flexible linker joining the second and third « helices of the C-terminal DD is represented as a dashed line. C and N indicate C- and N-termini,
respectively. (B) X-ray crystal structure of a covalent complex of Class 1b docking domains (PDB: 3FSH).'® Although by sequence analysis this class
also incorporates a C-terminal dimerization motif, it was not included in the investigated construct. The overall structure resembles that in A, but the
C-terminal DD comprises two smaller « helices, and the precise hydrophobic and polar interactions at the interface differ. (C) X-ray crystal structure
of a covalent complex of class 2 docking domains (PDB: 4MYY)."” The C-terminal DD does not incorporate a dimerization region. Instead, its two
a helices associate with two a helices provided by the N-terminal docking domain to form an overall 8 a-helical bundle. (D) NMR structure of a
class 3 N-terminal docking domain (PDB: 2JUG)."* Each protomer within the DD homodimer comprises three @ helices and two f strands, which
adopt an overall affffaa topology. For all docking domain complexes, charge—charge interactions are critical determinants of specificity. Key to the
domains up- and downstream of the docking domain complexes: ACP, acyl carrier protein; KS, ketosynthase; and C, condensation.

locate the immediate upstream acyl carrier protein (ACP) and genetic manipulation were purchased from ThermoFisher Scientific.
downstream ketosynthase (KS) domains in positions that are DNA isolation and manipulation in Escherichia coli was carried out
fully compatible with our recent SAXS analysis of virginiamycin according to standard methods.”” PCR amplifications were carried out
module S (ref 21). Furthermore, modeling of the overall VirA/ on a Mastercycler Pro (]_Epp_endorf)_usmg Phusion }_ligh'ﬁdenty DNA
VirFG interface strongly suggests that interaction between polymerase (Thermo Scientific). Primers were obtained from Sigma-

Aldrich (France), and DNA sequencing was carried out by GATC
successive subunits establishes a closed reaction chamber for . ( ) 4 & ¥
Biotech (Mulhouse, France).

chain extension, a fundamentally different mode of operation Cloning, Expression, and Purification. Five constructs (VirA
compared to that of cis-AT PKSs. DD, VirFG NDD, VirFG NDD-linker, VirA ACP,-°DD, and VirFG
NDD-KS,) were amplified from S. virginiae genomic DNA using

B METHODS forward and reverse primers incorporating BamHI and HindIII
Sequence Analysis. The sequences of the analyzed trans-AT PKSs restriction sites, respectively (Table S1), and were ligated into the

equivalent sites of vector pBG-102 (Center for Structural Biology,
Vanderbilt University); in the case of VirFG NDD-KSg, an internal
BamHI site was removed by site-directed mutagenesis using Phusion
high-fidelity DNA polymerase, without introducing changes in the

were accessed via PubMed, or in the case of the Class 2 C- and N-
terminal docking domains, from ref 17. Sequence alignments were
generated using Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/) with secondary structure prediction by PsiPred”® and

displayed using BoxShade (http:/ /www.ch.embnet.org/software/ amino acid sequence. Vector pBG-102 codes for a His,-SUMO tag.
BOX_ form.html), or using PROMALS3D.>* The C-terminal Following cleavage of the SUMO-His, tag, the proteins incorporated a
boundaries of the ACP domains were determined by multiple non-native N-terminal Gly—Pro—Gly—Ser sequence. From these
sequence alignment of the subunit ends and comparison with domain \Clectors and SI-\I virginiae genomic CDNA' covaler;[t fusions  (VirA
boundaries identified in the solved structures of ACPs Sa and Sb from DD-VirFG "DD, VirA ACPg-"DD—-VirFG “DD, and VirA
the virginiamycin PKS.*' Similarly, the start sites of the domains ACP,-“DD—-VirFG YDD-KS;) were constructed using overlap PCR.
downstream of the N-terminal docking domains were assigned by Specifically, fragments encoding VirA °DD, VitFG “DD, VirA
alignment of the beginning of the subunits and comparison with the ACP4,-°DD, and VirFG NDD-KS4 were amplified and then used as
sequences of the solved structures of KS,"®'? condensation (C),** and templates in a second PCR to amplify the fusion construct, and the
enoyl reductase (ER)** domains. resulting fragments were ligated into the vector pBG-102. Site-directed
Materials and DNA Manipulation and Sequencing. S. virginiae mutants of VirA “DD and VirFG ¥DD were obtained by site-directed
genomic DNA was obtained from the National Institute of mutagenesis using Phusion high-fidelity DNA polymerase from vector
Agrobiological Sciences Genebank, Japan. Biochemicals and media pBG-102 containing VirA “DD and VirFG NDD wild-type sequences.
were purchased from ThermoFisher Scientific (Tris, EDTA), Merck The vectors were used to transform E. coli BL21 (DE3), and
(NaPi), Carlo ERBA (NaCl), BD (peptone, yeast extract), VWR constructs were expressed as Hiss-SUMO-tagged fusions by growth in
(glycerol), and Sigma-Aldrich (imidazole, IPTG). The enzymes for LB medium at 37 °C to an Agy, of 0.8, followed by induction with
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IPTG (0.1 mM) and incubation at 20 °C for a further 12—18 h. The E.
coli cells were collected by centrifugation and resuspended in buffer 1
(50 mM sodium phosphate (pH 7.5), 250 mM NaCl) in the case of
VirA °DD, VirA ACP,-°DD, VirA ACP,-°DD-VirFG DD
(covalent fusion), and all VirA “DD mutants and in buffer 2 (50
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl) in the case of VirFG NDD,
VirFG NDD-linker, VirA “DD—VirFG VDD (covalent fusion), and all
VirFG MDD mutants, and in buffer 3 (50 mM sodium phosphate (pH
7.5), 400 mM NaCl, 10% glycerol) for VirA ACPg-“DD-VirFG
NDD-KS; (covalent fusion). Cells were lysed by sonication, and cell
debris was removed by centrifugation and filtration (0.45S ym). The
cell lysates were loaded onto a HisTrap S mL column (GE),
equilibrated in buffer 1, 2, or 3 as appropriate. The column was washed
extensively with buffer 1, 2, or 3 containing 60 mM imidazole, and His-
tagged proteins were eluted using 300 mM imidazole. The VirA
ACP,,-“DD—-VirFG NDD-KS; covalent fusion was further loaded onto
a HiTrap Q HP column (GE) equilibrated in buffer (20 mM sodium
phosphate (pH 7.5), 2 mM EDTA, 5% glycerol), which was then
washed extensively with this buffer. The fusion was eluted using a
NaCl gradient, up to a final concentration of 1 M. All Hisc-SUMO-
tagged constructs were then incubated with His-tagged human
rhinovirus 3C protease (1 mM) for 12—16 h at 4 °C to cleave the
affinity-solubility tags. The constructs were then separated from the
remaining His-tagged proteins by loading onto a HisTrap S mL
column (GE) followed by elution in buffer 1, 2, or 3 containing 20
mM imidazole.

Following this step, size-exclusion chromatography on a Superdex
75 26/60 column (GE) in 100 mM sodium phosphate (pH 7.5) or on
a Superdex 200 26/60 column (GE) in the case of VirA ACPg-“DD—
VirFG YDD-KS (covalent fusion) in 20 mM sodium phosphate (pH
7.5), 250 mM NaCl, 2 mM EDTA, and 5% glycerol resulted in a
homogeneous preparation of each protein. Production of '*N- or
BBC,N-enriched VirA DD, VirFG NDD, and VirA “DD—VirFG
NDD (covalent fusion) for NMR structure elucidation was carried out
by growth in M9 minimal medium. The minimal medium was
supplemented with "NH,CI (0.5 g/L) and *Cg-glucose (2.0 g/L) as
the sole sources of nitrogen and carbon. Isotopically-labeled chemicals
were purchased from Eurisotop.

Analytical Gel Filtration. VirA DD and VirFG “DD (initial
concentrations of 670 yM) were loaded separately onto a Superdex 75
10/300 GL column (GE) equilibrated with 100 mM sodium
phosphate (pH 6.5) buffer and elution of the two proteins followed
via their absorbance at 280 nm. The same volume of a mixture of the
two proteins (both at 670 M) was then reinjected. Calibration was
carried out using Gel Filtration Standard (Bio-Rad).

Size-Exclusion Chromatography Multiangle Laser Light
Scattering. The oligomeric state of multiple constructs was
determined by size-exclusion chromatography multiangle laser light
scattering (SEC-MALLS) by the Macromolecular Interaction Platform
of I2BC (UMR 9198, http://www.i2bc.paris-saclay.fr). For this, SEC
was first carried out on a Superdex 200 10/300 GL Increase column
(GE Healthcare Life Sciences) at 17 °C in phosphate buffer (50 mM
NaPi (pH 7.5), 250 mM NaCl, 5% glycerol) using a Shimadzu
Prominence HPLC. Multiangle laser light scattering (MALLS) was
measured using a MiniDAWN TREOS (Wyatt Technology) equipped
with a QELS module (Wyatt Technology). Refractometry was
monitored using an Optilab T-rEX (Wyatt Technology). Data
processing was carried out with ASTRA 6 software (Wyatt
Technology) using a refractive-index increment of 0.183 mL/g (dn/
dC) to calculate the protein concentration from the refractive-index
measurements.

Isothermal Titration Calorimetry. ITC was performed using a
MicroCal ITC 200 (GE) at 20 °C. A 300 uL aliquot of VirA “DD
(wild type or mutant) at 60 M was placed in the calorimeter cell, and
VirFG DD (wild type or mutant at 600 gM) or VirFG NDD-linker
(at 1.4 mM) were added as follows: 0.4 uL over 0.8 s for the first
injection, followed by 19 injections of 2 uL over 4 at 120 s intervals.
For the experiment with VirA ACP,-“DD, the construct (900 uM)
was added to VirFG NDD (60 uM), as described above. The heat of
reaction per injection (microcalories/second) was determined by
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integration of the peak areas using either the Origin (MicroCal)
software or Nitpic.”® These software provide the best-fit values for the
heat of binding (AH), the stoichiometry of binding (N), and the
dissociation constant (K;). The heats of dilution were determined by
injecting VirA “DD and VirFG DD alone into the buffer (initial
concentrations of 600 xM) and were subtracted from the
corresponding experiments before curve fitting. This experiment
additionally showed that VirA “DD was undergoing homodimerization
as the concentration in the calorimeter cell increased because a change
in the heat signal was detected up to a concentration of 30 uM. No
such change was observed over the whole concentration range for
VirFG NDD (up to 78 uM).

NMR Data Acquisition. To minimize the amount of protein
needed, 300 uL of protein solution were loaded into a 4 mm NMR
tube. "N—'H HSQC spectra of VirA “DD were recorded at a
concentration of 100 M in the absence of partner and in the presence
of 200—400 M "N VirEG NDD. SN—'H HSQC spectra of VirFG
NDD were recorded at a concentration of 100 uM either alone or in
the presence of 400 uM N VirA “DD or 200 uM N VirA
ACPsb-CDD. Heteronuclear spectra were acquired on BC,N-VirA
DD at a concentration of 1.2 mM in the presence of a 2-fold excess of
2C,“N-VirFG and on ’C,®N-VirA “DD-VirFG DD at a
concentration of 0.9 mM. All NMR data were recorded at 17 °C on
a Bruker DRX600 spectrometer equipped with a cryogenic probe
(Plateforme de Biophysicochimie Biologie Structurale—FR 3209
Université de Lorraine/CNRS).

Backbone and sequential resonance assignments were obtained by
the combined use of 2D *N—'H and *C—'H HSQC spectra and 3D
HNCA, HNCACB, CBCA(CO)NH, HNHA, HN(CA)CO, and
HNCO experiments. Assignments of aliphatic side chain resonance
were based on 2D aromatic *C—'H HSQC, 3D (H)CC(CO)NH,
H(CC) (CO)NH, HCCH-COSY, and HCCH-TOCSY experiments
(reviewed in ref 29). To collect NOE-based distance restraints for the
VirA “DD-VirFG MDD structure calculations, 3D "N NOESY-
HSQC and "*C NOESY-HSQC were recorded on uniformly *C,"N-
enriched VirA “DD—VirFG NDD samples. The mixing time used in all
NOESY experiments was set to 120 ms. NMR data were processed
using Topspin 3.1 (Bruker) and were analyzed using Sparky (Goddard
TD and Kneller DG, SPARKY3, University of California, San
Francisco, 2003).

NMR Structure Calculation. Initial structures were generated
using CYANA 3.0 software.*® Starting from a set of manually assigned
NOEs, the standard CYANA protocol of seven iterative cycles of
calculations was performed with NOE assignment by the embedded
CANDID routine combined with torsion angle dynamics structure
calculation.® In each cycle, 100 structures starting from random
torsion angle values were calculated with 10 000 steps of torsion angle
dynamics-driven simulated annealing. A total of 478 NOE-based
distance and 54 backbone angle restraints were used for structure
calculation of the VirA “DD domain, whereas 1372 NOE-based
distance and 98 backbone angle restraints were used for VirA “DD—
VirFG YDD. The angle restraints were obtained from *Ca, *Cg, BC/,
15N, 'HN, and 'Ha chemical shifts using TALOS+>* with an assigned
minimum range of +20°. No hydrogen-bond restraints were used for
structure calculation. The second stage consisted of the refinement of
the SO lowest CYANA target function conformers by restrained
molecular dynamic (rMD) simulations in Amber 14 (refs 33 and 34)
using the generalized Born solvent model. Possible atoms clashes
within CYANA initial structures were regularized by a 1 ps energy
minimization in the Amber force field, and then 20 ps of tMD was
performed with the following protocol: the system was heated for S ps
at 600 K with tight coupling for heating and equilibration (TAUTP =
0.4), 15 ps of cooling to 0 K with 13 ps of slow cooling (loose
coupling, TAUTP = 4.0—1.0) followed by 1 ps of faster cooling
(TAUTP = 1.0), and a final 1 ps of very fast cooling (TAUTP = 0.1—
0.05). During rMD, the restraints were slowly ramped from 10—100%
of their final values over the first 3 ps. Force constants for distance and
angle restraints were set to 32 kcal mol™' A~? and 50 kcal mol™" rad?,
respectively. The final VirA “DD—VirFG NDD representative
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ensembles correspond to the 20 conformers from each calculation with
the lowest restraint energy terms.

Analysis by Circular Dichroism. Circular dichroism (CD) was
carried out on a Chirascan CD from Applied Photophysics. Data were
collected at 0.5 nm intervals in the wavelength range of 180—260 nm
at 20 °C, using a temperature-controlled chamber. A 0.01 cm cuvette
containing 30 uL of protein sample at 100 uM was used for all the
measurements except that of 10 M VirA “DD (100 uL of sample
were used in a 0.1 cm cuvette). Measurements were made at least in
triplicate, and sample spectra were corrected for buffer background by
subtracting the average spectrum of buffer alone. To evaluate the
extent of induced folding when the two docking domains were
together, we acquired a combined spectrum of the two docking
domains by placing VirA DD into one cuvette and VirFG NDD into
another cuvette (30 pL each at 100 yM) and analyzing the two
cuvettes simultaneously. The same result was obtained by averaging
the spectra of VirA “DD and VirFG MDD acquired separately. We
then combined the two docking domains, and placed the mixture into
both cuvettes (30 pL at 100 uM), again analyzing the two
simultaneously. Spectrum deconvolution was carried out using the
CDNN software.*

Small-Angle X-ray Scattering Data Collection. SAXS data were
collected on the SWING beamline at the Synchrotron SOLEIL
(France). Frames were recorded using an AVIEX170170 CCD
detector at the energy of 12 keV. The distance between the sample
and the detector was set to 1803 mm, leading to scattering vectors q
ranging from 0.0005 to 0.5 A~". The scattering vector is defined as 47/
A sin 0, where 20 is the scattering angle. The protein samples were
injected using the online automatic sample changer into a pre-
equilibrated HPLC-coupled size-exclusion chromatography column
(Bio-SEC 100, Bio-SEC 150 or Bio-SEC 300, Agilent) depending on
the molecular weight of the protein sample, at a temperature of 15 °C.
The online purification system that delivers the eluted fractions into
the measurement cell was developed on the SWING beamline.*® After
equilibrating the column in the protein buffer (50 mM sodium
phosphate (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5% glycerol (as radioprotectant)),
100 successive frames of 0.75 s were recorded of the buffer
background. This buffer was chosen for the SAXS analysis as
phosphate, salt, and glycerol are known to maintain the catalytic
activity of cis-AT PKSs,””*® presumably by stabilizing the structure of
the proteins. A 50 uL aliquot of the protein sample (at 10 or 15 mg/
mL) was then injected, and complete data sets were acquired. The
protein concentration downstream of the elution column was followed
via the absorbance at 280 nm with an in situ spectrophotometer. In
contrast to classical SAXS experiments that are conducted in batch
using several protein concentrations within a standard range (e.g., 0.1—
10 mg/ mL™"), the fact that data collection is coupled to a gel-filtration
column means that analysis of the required multiple concentrations of
the protein occurs within a single experiment because many different
positions within the elution peak are sampled during the course of the
measurement (typically 50—100 frames are acquired).’® Data
reduction to absolute units, frame averaging, and subtraction were
performed using FOXTROT, a dedicated in-house application. Each
acquisition frame of the experiment yielded a scattering spectrum,
which was then analyzed using FOXTROT, giving a R, (radius of
gyration) as well as an I(0) value, which depends on the protein
concentration at that location in the elution peak from the Guinier law
(approximation I(q) = I(0) exp(—qugz/Ca) for qR, < 1.3). It is thus the
fact that the concentration naturally varies across a gel-filtration peak
that provides a full range of dilutions as used in classical SAXS
experiments. Under our experimental conditions (buffer, dilution over
the gel filtration step, etc.), the fact that we observed a constant R, for
a significant proportion of the concentrations present in our gel
filtration peaks means that these measurements were independent of
concentration and thus that we were effectively under conditions of
infinite dilution. (See Supporting Information Methods for a model
data set.) In the following step of data analysis, all the frames that
exhibited the same R, as a function of I(0) were corrected for buffer
signal and averaged, thus ensuring that the data reflected only the
signal arising from the protein structure and not from intermolecular
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interactions. The distance distribution function P(r) and the maximum
particle diameter D,,, were calculated by Fourier inversion of the
scattering intensity I(g) using GNOM.*

Determination of Construct Molecular Weights. Classically,
molecular weights can be derived from the SAXS data using the I(0)
and the known protein concentration. Although in our experimental
setup the protein concentration is known when the peak elutes from
the gel-filtration column, the fact that there is a delay between exiting
the column and the acquisition of the SAXS data means that the
concentration could have changed prior to the measurement.
Therefore, to determine the molecular weights of our constructs, we
relied on two alternative methods: SAXS MoW,*® which relies on
integration of the distance distribution function (because this is known
to be proportional to molecular weight), and size-exclusion
chromatography multiangle laser light scattering (SEC-MALLS), for
which the intensity of light scattered off protein molecules in solution
is proportional to their concentration and molecular weight.*"

Ab Initio Shape Determination. Ab initio protein shapes were
calculated from the experimental SAXS data using the bead-modeling
program DAMMIN.** At least 20 independent fits were carried out
without imposition of symmetry for the monomeric VirEG DD, the
VirA “DD/VirFG “DD and VirA ACPg-“DD/VirFG DD non-
covalent complexes, and the VirA “DD-VirFG DD and VirA
ACPg-“DD~VirFG MDD covalent fusions and with a 2-fold symmetry
restraint for the VirA ACPg,-“DD—VirFG NDD-KS; fusion protein.
(In the absence of such an imposed symmetry, the fit between the
experimental and model SAXS curves was poorer (greater y*)). The
results of several DAMMIN models were then compared using the
program SUPCOMB™ in order to determine a consensus model.
Low-resolution models were then averaged using the DAMAVER and
DAMFILT packages.***® The quality of the 3D modeling was
determined using the discrepancy y?, defined according to Konarev et
al.** Values lying in the range of 0.9—1.1 are accepted to indicate a
good fit between the models and the data. However, the calculation of
X is inversely proportional to the measurement error, that is, the lower
the error in the measurement, the higher the y* Because the detector
at SOLEIL yields inherently low-error, high-quality data, the effect is to
raise the determined y? values above this standard range.*’
Nonetheless, visual inspection of the agreement between the
theoretical curves calculated from the average molecular forms and
the acquired SAXS data confirms the goodness of fit in all cases.
Therefore, we decided not to rescale artificially the error on the
measurement to give y* of approximately 1, as has been suggested.*®

High-resolution structures or models were then superimposed into
the ab initio protein shapes using SUPCOMB.** Figures displaying the
protein structures were generated using PYMOL (Schrodinger, LLC),
and the low-resolution bead models from DAMMIN were converted
into mesh.

Molecular Modeling. A 3D structural model of the KSg-linker
region was generated by pairwise comparison of profile hidden Markov
models using the HHpred server (http:/ /toolkit.tuebingen.mpg.de/
hhpred).*” Via this program, local sequence alignment using PSI-
BLAST was performed, and a multiple sequence alignment including
information about predicted secondary structures was produced. The
closest homologue to the VirA KSg-linker within the Protein Data
Bank is KS, of Pks] (PDB: 2NA1) (35% sequence identity; 63%
similarity).** This structure was then used to construct a model of the
KSg-linker using the associated MODELER software.”” The KSq
homodimer was reconstituted by superimposing two models onto
the dimeric crystal structures of the PksJ KS.

Demonstration by SAXS That VirFG NDD Undergoes a
Conformational Change. Ab initio molecular forms for VirFG NDD
were calculated using DAMMIN." Twenty of the resulting low-
resolution models (y* of 2.321-2.489 vs the SAXS data) were
compared using SUPCOMB,*’ revealing an extended shape that is not
consistent with the conformation of VirFG NDD adopted in the VirA
“DD-VirFG MDD fusion. Indeed, calculation of theoretical scattering
curves for VirFG NDD alone using CRYSOL®® based on the NMR
structure of the VirA “DD—VirFG DD fusion (all 20 structures
within the ensemble were used) uniformly give poor fits to the
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experimental data for scattering angles between 0.0005 and 0.3 A™" (3
= 6.61-10.39). Furthermore, the Kratky plot®' computed from the
experimental SAXS curve is consistent with an elongated shape/
flexible particle. Taken together, these calculations clearly show that
free VirFG DD and VirFG DD in complex with partner do not
adopt the same structure, consistent with an induced conformational
change.

Accession Numbers. Chemical shifts for VirA DD in complex
with VirEG MDD and for VirA “DD—VirFG NDD have been deposited
in the Biological Magnetic Resonance Bank with accession codes
25721 and 25706, respectively. PDB coordinates for VirA “DD—
VirFG DD have been deposited under accession code 2N3D.

B RESULTS

In Silico Analysis of Docking in trans-AT PKSs. In
earlier work, we identified VirA “DD as comprising the S0
residues C-terminal of the conserved ACPg, domain of module
5 (Figure 1).”' Similarly, inspection of the N-terminus of VirFG
revealed 70 amino acids N-terminal to the conserved KS
domain as a candidate docking domain partner (Figure S1).
Although BLAST®” analysis of this region returned no
homologues within the PDB, the first 28 residues of VirFG
DD show low sequence homology to VirA “DD (28%
identity>®) and to multiple Class 2 docking domains (e.g., 4—
21% to the six reported docking domains of the curacin PKS;"”
Figure S1). The C-terminal 42 amino acids, however, are not
conserved, suggesting no involvement in docking. These
observations prompted us to consider whether homologous
sequences were present at intersubunit junctions in additional
trans-AT PKSs, allowing putative “DD and NDD families to be
identified in these systems for the first time.

In cis-AT PKSs, interpolypeptide junctions are formed
between partner docking domains with additional contacts
contributed by the flanking C-terminal ACP and N-terminal KS
domains.”"*™"”** Our analysis of 44 published trans-AT PKSs
reveals that such interfaces are formed by a much greater
diversity of domain pairs (Table S2). It is also striking that in
the majority of cases the domains comprising the junction are
in fact members of a single chain-extension module (i, the
functional module is split between two different multienzyme
polypeptides). Nonetheless, in a number of cases, the
intersubunit interfaces are formed by the ends of modules.
For a subset of such interfaces, analysis of the sequences
directly downstream from the conserved ends of the ACP
domains and those directly upstream from the conserved start
sites of the N-terminal domains (KS, ketoreductase (KR), ER,
or C/heterocyclization (HC)) revealed regions with low but
suggestive homology to VirA “DD (10—53% identity; avg,
22%)> and VirFG DD (8-39% identity; avg. 23%),>
respectively. All of the regions were predicted by secondary
structure analysis (PsiPred” and PROMALS3D)** to contain
two @ helices or, more rarely, one long & helix (Figure S2).

The 27 identified junctions (Table S3) include the ACP/KS
interfaces present in the anthracimycin, chivosazol, elansolid,
enacyloxin, kirromycin, oxazolomycin, rhizoxin, and thailanda-
mide systems (four of these junctions are of the specific type
tandem ACP-ACP/KS as in the Vir system), the ACP/C or
ACP/HC (PKS/NRPS) interfaces within the bacillaene,
chivosazol, disorazol, kalimanticin/batumin, kirromycin, oxazo-
lomycin, rhizopodin, and thailandamide assembly lines, an
ACP/KR interface within the macrolactin system, and ACP/ER
junctions in the bryostatin, etnangien, and myxovirescin
machineries. Streptomyces pristinaespiralis also harbors a hybrid
trans-AT PKS-NPRS that generates virginiamycin (though the
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product is referred to as pristinamycin IIA), and as expected,
sequences with homology to VirA “DD and VirFG NDD were
present on the respective subunits SnaE2 and SnaE3.>’
Nonetheless, the "DD equivalent of SnaE3 was N-terminally
truncated, suggesting incorrect identification of the snaE3 site
start. Indeed, inspection of the genomic region of S.
pristinaespiralis (GenBank: FR682001) revealed a putative
alternative start codon 147 base pairs 5’ of the published
start site (new start site at base pair 65 054); translation of this
longer region gave a sequence incorporating a complete N-
terminal docking domain (Figure S2). Conversely, the
published N-terminus of TaiM from the thailandamide PKS*°
begins some 300 residues upstream of a Met and the first
conserved a helix of the putative docking domain, again
suggesting an incorrectly assigned start site. In contrast, the
TaiE subunit from the same PKS also contains a long extension
N-terminal to the docking domain, but its presence cannot
apparently be explained by a misassigned start codon.

VirA DD and VirFG "DD Serve as Docking Domains.
Having identified VirA “DD and VirFG VDD as representative
of their respective families of C- and N-terminal docking
domains, we aimed to investigate their interaction. For this, we
expressed and purified (Figure S3) the following constructs in
recombinant form from E. coli BL21(DE3) as His,-SUMO-
tagged proteins using plasmid pBG-102 (Vanderbilt University
Center for Structural Biology): VirA “DD, VirEG DD, VirA
ACP4-“DD, VirFG NDD-linker (all 70 residues up to the
conserved KSg), VirFG NDD-KS, and a protein (VirA “DD—
VirFG "DD) in which the two docking domains were
covalently fused via the same eight-amino-acid linker
(G3SG;S) used previously to study the Class 2 docking
domains of cis-AT PKSs'” (Supporting Information Methods).
For the sequences of all constructs, see Table S4. To allow both
efficient monitoring of VirA “DD and VirFG DD by UV—vis
during purification and dosing for binding studies by ITC, we
added a tyrosine residue at the N- and C-terminal ends,
respectively; subsequent structural analysis (vide infra) showed
that these additions had no effect on the native docking
interaction involving the opposite termini. Following cleavage
of the His;-SUMO-tag using human rhinovirus 3C (H3C)
protease, the N-termini of all of the proteins also harbored a
non-native GPGS sequence; this sequence is highly similar to
and occupies the same position relative to VirFG “DD as the
G3SG;S sequence used to fuse the domains covalently, which
we also show by NMR (vide infra) to have no effect on the
docking interaction while in the case of VirA “DD, it lies
upstream of the added Y. In the case of VirFG NDD-KSg, we
designed the expression construct to include 179 residues
downstream of the KS; domain (encompassing consecutive
regions showing homology to the so-called KS-AT and post-AT
linkers observed in structures of KS-AT didomains from cis-AT
PKSs)"® because this choice of boundary previously allowed us
to obtain the KS of module S as a stable protein.”"

As an initial demonstration that the docking domains
interact, we carried out analytical gel filtration in the presence
of VirA “DD, VirFG DD, and a 1:1 mixture of the two
domains (all at an initial concentration of 670 gM). On their
own, VirA “DD and VirFG NDD gave elution volumes of ca.
13.7 and 14.5 mL, respectively, whereas the 1:1 mixture gave a
single peak with a new elution volume of 14 mL (Figure S4),
providing the first evidence for a specific interaction between
the two docking domains. Conversion into molecular weights
yielded the following data: VirA “DD, 11.8 kDa (monomer
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weight 4.3 kDa); VirFG YDD 7.4 kDa (monomer weight 4.1
kDa); and the VirA “DD/VirFG DD complex, 9.9 kDa
(heterodimeric complex weight, 8.4 kDa). These data suggested
that both domains are oligomeric when isolated but recombine
to form a 1:1 complex; in fact, VirFG NDD is monomeric but
elutes anomalously because of its extended conformation (vide
infra). Measurement of the affinity of the interaction by ITC
yielded a value of 5.8 + 02 yM (from three independent
analyses, Figure S5), which is within the range measured for
Class 1 and 2 docking domains (4—20 M) ;197 a similar Ky (4
UM) was measured for the VirA ACPg,-“DD/VirFG NDD pair
(Figure SS). Inclusion of the 42-residue linker downstream of
VirFG NDD did not significantly alter the affinity (K; = 5.5 uM
for the interaction between VirA °DD and VirFG NDD-linker,
Figure SS), supporting our supposition that this region is not
involved in docking.

Characterization of Docking between VirA ‘DD and
VirFG "DD by NMR, SAXS, and Allied Methods. To
investigate in detail the interaction between the two docking
domain partners, we analyzed '“N-labeled VirA “DD in
isolation and in the presence of unlabeled (**N) VirFG NDD
so that in either case only signals arising from VirA “DD would
be visible in the obtained spectra. In the absence of its partner
docking domain, the "N—'"H HSQC spectrum of VirA “DD
(100 uM) exhibited only 15 of 37 expected peaks (Figure S6).
In contrast, when a 2- to 4-fold excess of N VirFG NDD was
also present, 36 of 37 peaks were observed (Figure S6). Two
explanations account for the fewer than expected number of
peaks in the spectrum of unpartnered VirA “DD: (i) an
equilibrium between folded and unfolded states, on the
intermediate NMR time-scale, or (ii) a mixed population of
nonspecific homodimers (a state observed previously),”' which
also undergo exchange on the intermediate time-scale. (The set
of residues at the interfaces are those which disappear because
they experience multiple chemical environments.) We strongly
favor the second explanation because data obtained by ITC as
the concentration of VirA “DD was increased incrementally are
consistent with a net monomer to dimer transition, with the
protein dimerizing completely above 30 uM (Figure SS).
Furthermore, molecular weight estimation by SAXS MoW
following SAXS analysis of VirA “DD (Figure S7 and Table S5)
yielded a molecular weight of 8.4 kDa (this procedure typically
produces measurement errors of <10%;"° homodimeric
complex theoretical weight 8.6 kDa), and the result was
confirmed by SEC-MALLS, which gave a molecular weight of
8.2 + 0.6 kDa. Using this information, we calculated average
molecular forms for VirA “DD in solution, with and without
imposition of second-order symmetry. In all cases, the fits
between the theoretical curves calculated from the forms and
the SAXS data (for the g range 0.018 and 0.3 A™") were good,
but the y* values were lower in the absence of imposed
symmetry (1.732—2.543 vs 1.889—3.28, Figure S7). The overall
heterogeneity of these shapes supports the idea that VirA “DD
in solution is best described as a population of interchanging,
nonspecific dimers. To investigate whether VirA “DD retains
its structure even in the monomeric form, we analyzed it by CD
at concentrations both above (100 M) and below (10 uM)
the estimated dimerization point. This experiment showed that
although autoassociation did increase the overall secondary
structure, VirA DD retained 73% of its a-helical content in
monomeric form (Figure S8).

Although isolated VirA “DD clearly homodimerizes, in the
presence of excess VirFG NDD it undergoes subunit exchange
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to form a stable, heterodimeric docked complex, explaining the
observation of almost all anticipated NMR peaks. This fact
allowed us to fully assign I5N,3C-VirA °DD within the context
of this complex using a combination of 2D and 3D NMR
experiments in order to determine its secondary structure
(Figure S6). Consistent with the secondary structure
predictions, bound VirA “DD comprises two short a helices
(residues Q6936—R6947 and 16953—L6960; numbering based
on GenBank: BAF50727).

We next carried out these experiments in reverse, with '*N-
labeled VirFG DD and unlabeled (**N) VirA “DD. The
SN-'H HSQC spectrum of isolated VirFEG NDD (100 uM)
showed the expected number of peaks, but with poor chemical
shift dispersion (Figure S6). Dynamical studies also showed it
to be highly flexible (Figure S6). Taken together, these results
indicated that VirFG DD alone (ie., in the absence of its
docking partner or a downstream catalytic domain) lacks a well-
defined 3D structure and so could be an intrinsically disordered
protein (IDP).”” (For a discussion of the applicability of these
findings to other trans-AT PKS, see the Appendix). In
agreement with this, CD analysis yielded data consistent with
only partial structuration (22% «a helix, Figure S8), whereas
analysis by ITC under the same conditions as for VirA “DD
provided no evidence for homodimerization (Figure SS). As
further support for the IDP character of VirFG NDD, addition
of 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) to the buffer significantly
increased the a-helical content as measured by CD (Figure
S8). This reagent mimics the hydrophobic environment
experienced by proteins in protein—protein interactions and
so is widely exploited to reveal IDPs with a propensity to
undergo induced folding.** We also analyzed VirFG NDD by
SAXS under the NMR conditions, yielding an R, of 16 + 1 Aa
D, of 66 A, and Ms of 5 kDa (SAXS MoW) and 4.2 + 0.4
Da (SEC-MALLS), consistent with a monomer (Figure S7 and
Table SS). The D,,,, value accords with an extended, albeit
partially folded protein (predicted D, for a fully extended
protein of 40 residues =160 A, Figure S7); this result also
explains the anomalous behavior by analytical GF, in which
VirFG DD appeared to elute as a dimer because of its
extended shape. The form of a Kratky plot®" of the obtained
data also confirmed that the protein is not globular (i.e., that it
does not fold stably) but showed that it is nonetheless likely to
contain residual « helix (Figure S7). However, despite extensive
attempts, we were unable to obtain a recombinant protein in
which VirFG NDD was attached to the downstream KS domain
(VirFG "DD-KS4) because the construct aggregated in
solution. Thus, we cannot strictly rule out the possibility that
VirFG NDD s structured in its native context even in the
absence of VirA DD, although clearly it shows multiple
characteristics of an IDP.

In any case, addition of a 4-fold excess of '*N-VirA “DD (ca.
400 uM) provoked a number of spectral modifications,
including significant changes in chemical shift and an overall
increase in chemical shift dispersion (Figure S6). These types of
spectral changes are consistent with a coupled process of
binding/induced structuration of VirFG NDD by VirA DD. To
bolster the case that VirFG NDD was gaining structure upon
contact with VirA “DD, we carried out differential CD analysis,
acquiring spectra of VirFG NDD and VirA “DD alone and in
complex (Figure S8). This analysis showed that the spectrum of
the complex does not correspond to a simple average of the
spectra of the two individual partners (a-Helical content
increased from 40 to 52%).”° VirA “DD is already at least
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Figure 3. Analysis of docking between VirA DD and VirFG NDD. (A) Sequence of the VirA “DD—VirFG NDD fusion construct, with VirA “DD
indicated in red, and VirFG NDD indicated in blue. The N-terminal vector-derived residues and the added 8-residue linker are shown in black. The
numbering above the sequence corresponds to that in GenBank, whereas that below is based on the construct itself. (B) NMR structure of the
covalent docking domain complex VirA “DD—VirFG DD color-coded as in A. (C and D) The strong correspondence between the SAXS curve for
VirA “DD-VirFG MDD predicted from its NMR structure (CRYSOL?®) (blue) and those obtained (red) for (C) the noncovalent VirA “DD/VirFG
NDD complex and (D) VirA “DD—VirFG NDD supports not only the validity of the NMR structure but also the fact that covalently fusing the two
DDs does not alter their interaction. (E) Hydrophobic residues at the docking interface within VirA “DD—VirFG NDD. (F) Electrostatic
interactions at the docking interface within VirA “DD—VirFG MDD that were targeted for site-directed mutagenesis.

partially structured at the concentration used in this experiment
because of self-association; thus, we attribute the structuration
seen during complex formation, at least in part, to induced
folding of VirFG NDD, although we cannot exclude that the
secondary structure content of VirA “DD also increases. An
essentially identical “"N—'"H HSQC spectrum of '*N-labeled
VirFG DD was obtained in the presence of VirA ACPg,-“DD
(Figure S6), consistent with the result from ITC showing that
the presence of the ACP does not impact the docking domain
interaction.

We followed up these observations by elucidating the
complete structure of the docking domain complex, using the
construct VirA “DD—VirFG “DD in which the two docking
elements were covalently fused."” (For the sequence of this
protein, see Figure 3A.) Structural studies of "*N,"*C-labeled
VirA “DD-VirFG NDD (Figures 3 and S6) were carried out by
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multidimensional heteronuclear NMR spectroscopy. Structure
calculation was performed using a two-step procedure
consisting of initial structure generation using CYANA™
followed by restrained molecular dynamics refinement within
Amber.*>** The quality of the structures was assessed using
PROCHECK-NMR™ and the MolProbity60 server (Table S6).
The first important result is that the introduced linker between
the two docking domains is unstructured in the complex
(Figure 3B). Consistent with this, amide chemical shifts arising
from this region are clustered together in the "N—'"H HSQC
spectrum, and dynamical studies show it to be highly mobile
(Figure S6). Taken together, these data confirm that the linker
acts simply as a flexible tether and does not contribute to the
docking interface, supporting the idea that our fusion strategy
has faithfully captured the native interaction.
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Within the context of this fusion construct, VirA °DD
comprises two consecutive, short a helices as found for discrete
VirA “DD in complex with VirFG NDD. Likewise, fused VirFG
NDD incorporates two short a helices (residues A3—K11 and
R17-124, numbered according to our revised sequence of
VirFG,”' GenBank: KT308172), and its NMR spectrum
superimposes on that of the domain in noncovalent complex
with VirA “DD (Figure S6). The introduced Y residues at the
extremities of VirA “DD and VirFG “DD both lie within
unstructured linkers at a significant distance from these key
secondary structure elements (7 and 11 residues, respectively,
for VirA “DD and VirFG ¥DD) and do not contact the docked
complex, confirming that they have not affected the interaction.
Together, the four a helices form a four a-helical bundle in
which the two sets of a helices are set at an angle of
approximately 127° with respect to each other. Thus, unlike the
Class 1 and 2 docking domains in which the upstream and
downstream subunits each contribute two copies of the C- and
N-terminal docking domains to a single docking complex,>~"
the interaction between VirA and VirFG likely involves
formation of two distinct docking complexes, each of which
comprises one C- and one N-terminal docking domain.

Analysis by SAXS MoW and SEC-MALLS confirmed the
heterodimeric nature of the covalent complex (caled M,, 8.4
kDa; heterodimeric complex weight, 9 kDa via SAXS MoW;
and 8.9 + 0.9 kDa, via SEC-MALLS; Table SS). The docking
interaction in trans-AT PKSs is therefore fundamentally
different from that in cis-AT PKSs. It is also notable that a
search of the PDB for homologues using both VAST®' and
DALI®* did not reveal a comparable topology for any known
interprotein complexes, consistent with previous findings that
IDPs characteristically form unusual interactions.”> Independ-
ent evidence for the structure was obtained by SAXS because
the curve predicted using CRYSOL>’ from the NMR structure
of the VirA “DD-VirFG DD fusion protein superimposed
nearly perfectly with the SAXS data obtained on this construct
(7 = 2.90; Figures 3C,D and S7 and Table SS). Furthermore,
the SAXS curves predicted by CRYSOL for VirFG NDD alone
if it adopted the same structure as in the complex (i.e., those
arising from all 20 structures within the NMR ensemble) clearly
do not correspond to the experimental data obtained on the
isolated protein (y* = 6.61—10.39), proving that VirFG DD
under§oes a structural transition in the presence of its partner
VirA “DD. (See Figure S7 for a representative fit.) Within the
complex, the interface is ~730 A% an extensive surface area
given the limited number of participating residues (17 amino
acids within a 4 A radius). This too is consistent with VirFG
NDD being an IDP, as such regions are typically able to achieve
a greater interface area/residue than comparable ordered
proteins.®* If two such complexes form simultaneously in vivo
at the VirA/VirFG junction, then the total interaction surface
area would be ~1460 A2, which is in between Class 1 (~1100
A?) and Class 2 (~1800 A%) docking domains and in accord
with the affinity measured by ITC. The docking interface is
hydrophobic, and comprises residues L6939, L6943, V6946,
16953, A6956, V6957, and L6960 of VirA °DD and residues
A3, L7, F10, A20, and L24 of VirFG MDD (Figure 3E,F). The
contact surface between the two VirA°DD « helices includes
L6942, A6945, L6951, A6956, and L6959, whereas that
between the two VirFG NDD «a helices comprises 16, L1S,
A19, and L23. Inspection of the sequence alignments of the
trans-AT PKS C- and N-terminal docking domains (Figure S2
and Table S7) shows that hydrophobic residues are relatively
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well-conserved at the corresponding positions. Three electro-
static interactions are also present at the interface (residues
(VirA “DD/VirFG NDD): D6940/R17, N6949/K11, and
E6954/K4).

Analysis of Protein—Protein Interaction Determinants
by Site-Directed Mutagenesis and ITC. Because our
docking model derives from the structure of the covalent
complex of the two partners, we aimed to test its applicability to
the discrete domains. For this, we mutated both polar and
hydrophobic residues lying at the interface of the complex in
order to evaluate their effects on the interaction affinity by ITC.
Each mutant was initially analyzed by circular dichroism (CD)
to monitor for structural changes induced by the mutations
because these would also have an effect on measured Ky values.
In fact, the CD experiments revealed that VirFG NDD
underwent architectural alterations when mutated, even gaining
increasing secondary structure (Figure S8). This observation is
again consistent with VirFG DD being an IDP and with its
disordered character needing to be actively maintained against
mutations that can increase structural content.®> However, this
behavior complicated interpretation of ITC data obtained using
mutant VirFG DD because we could not clearly distinguish
between mutations which disrupted an important interaction
with VirA “DD and those which simply impacted the ability of
VirFG MDD to undergo induced structuration. We therefore
focused our attention on the VirA “DD variants. Specifically,
we analyzed the effect of exchanging D6940, N6949, and E6954
for alanine, as well as mutations which reversed the charge on
residues D6940 and E6954 (changed to R and K respectively)
and introduced charge at the N6949 position. We were unable
to purify N6949A as well as an additional L6942A mutant
because of poor solubility, but all other mutant proteins were
obtained in acceptable yield. Far-UV CD analysis confirmed
that their structures were not perturbed significantly relative to
wild-type VirA “DD (Figure S8).

Because of solubility limitations, we could not reach binding
saturation with many of the mutants, so the binding affinities
determined by ITC are only rough estimates. (The stated
errors represent those from fitting of a single experiment,
Figure SS.) Nevertheless, the effect of the mutation in each case
was clear. The D6940A and E6954A charge-removal mutations
decreased binding affinity relative to that of wild type (K; = 5.8
uM) by factors of ca. 15 (85 + 23 uM) and 4-fold (20 + 2
uM), respectively. The effect of changing the charge state of the
residues was equally significant, with the affinity of VirFG NDD
binding to the VirA “DD N6949K and E6954K mutants
reduced to 37 + 4 and 49 + 16 uM, respectively. Even more
dramatically, interaction between the D6940R mutant and
VirFG NDD was completely abolished. On the basis of these
results, we decided to test the effect of a combined mutation,
introducing D6940A and E6954A simultaneously into VirA
“DD. Analysis of the double mutant by CD showed that the
structure was essentially unchanged, and the measured affinity
to wild-type VirFG NDD was >160 uM, demonstrating that the
effect of the mutations was cumulative.

Taken together, our data clearly show that electrostatic
interactions contribute to the assembly of the VirA “DD/VirFG
NDD complex. Inspection of the residue positions correspond-
ing to D6940, N6949, and E6954 in the other docking domains
of the putative family shows that nonpolar residues are also
present in a number of systems and that even when the residues
are charged they are often but not systematically matched by an
opposite charge on the partner docking domain (Figure S2 and

DOI: 10.1021/jacs.5b13372
J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 4155—4167


http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/jacs.5b13372

Journal of the American Chemical Society

A . = . B

-3

|
EN

log | (relative)
log | (relative)

-8 -5
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
q (A1) k

log | (relative)

-5 . .
0.00 0.10 0.20 . 0.30 0.40 0.50
q (A7)

Figure 4. Analysis of the interface between subunits VirA and VirFG by SAXS. (A) Analysis by SAXS of the VirA ACPg,-“DD/VirFG DD complex.
Fit between the ab initio model computed with DAMMIN** (solid black line) and the experimental SAXS data (red dots). This analysis yielded a
molecular envelope different from that of VirA ACPg,-“DD alone”" because density was only observed for one ACP domain (light blue) and the
docking domain complex (VirA DD in red and VirFG “DD in dark blue). This result confirmed that docking occurs between a single copy each of
the C- and N-terminal docking domains and that ACPg, does not directly contact the complex of DDs. The presence of significant empty density
likely reflects the fact that several species are present when the docking domains form a noncovalent complex. (B) Analysis of VirA ACPg,-“DD—
VirFG ¥DD by SAXS, showing the fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid black line) and the experimental SAXS data (red
dots). Comparison with the average molecular form shown in A demonstrates that the covalent linkage of the two docking domains leads to a more
homogeneous sample. (C) Analysis by SAXS of a covalent complex between VirA ACPg,-“DD and VirFG NDD-KS; (VirA ACP,-“DD—VirFG
NDD-KSq). Fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid black line) and the experimental SAXS data (red dots). A homology
model of KS (yellow) was placed into the average molecular envelope using SUPCOMB,** whereas localization of the NMR structure of ACPg,”"
was based on the assumption that the domains would be situated on the extremities of the structure. The remaining electronic density could then be
assigned to the docking domain complex. Comparison with C indicates that further structuration occurs in the presence of both flanking functional
domains. (D) Model for the complete interface between subunits VirA and VirFG generated by superimposing the SAXS-derived model of the KS;-
ACP,,-ACPy, region of VirA module 5 (ref 21) (KS; in green, ACPy, in orange) on the average molecular envelope obtained for VirA ACPg-“DD—
VirFG NDD-KS. This analysis suggests that the interaction between the subunits creates a single, closed reaction chamber within module 3.
However, because the estimated distance between the ACPg, and KSg active sites would not allow for direct chain transfer, conformational
adjustment is likely to occur in the presence of polyketide intermediate on ACPy,.”

Table S7); thus, it is not possible at present to discern a clear Ozm, enacyloxin, and Tai systems (Table S3).68 This raises the
“code” that drives interaction specificity. However, in no case question of whether contacts between the flanking domains and
do the docking domain pairs from the same system have the docking complex or direct contact between the domains
identical sets of residues at these positions, consistent with their themselves also contribute to specificity as observed for cis-AT
potential contribution to partner choice through effects on PKSs.”* To address this issue, we aimed to identify by SAXS the
ko L7 Similarly, the precise nature of the hydrophobic locations of the flanking VirA ACPy, and VirFG KS4 domains
interface residues varies between multiple docking domain relative to the docking domains. For this, we analyzed the

pairs from the same system (e.g, chivosazol (Chi), following constructs: VirA ACPg,-“DD (data from ref 21), VirA
oxazolomycin (Ozm), thailandamide (Tai), and enacyloxin ﬁCPsb-CDD/ VirFG DD complex, VirA ACPg,-“DD—VirFG
(5922)); thus, they may also contribute to docking specificity DD (a covalent fusion between ACPy-“DD and VirFG

through effects on ke, kg or both (Table §7).°%% NDD), and a fusion protein spanning from ACPg;, to KS, (VirA
Positioning of the Flanking ACP and KS Domains as ACPy-“DD-VirFG “DD-KS4) (Figure S3); as mentioned
Determined by SAXS. The challenge of achieving specific previously, it was not possible to investigate noncovalent
interactions is substantial when multiple, candidate interaction domain combinations involving VirFG NDD-KS; (ie., VirA
partners have similar sequences and 3D structures, as is the case “DD/VirFG NDD-KS4 complex and VirA ACPy,-“DD/VirFG
within the C- and N-terminal docking domains from the Chi, NDD-KS; complex) because of aggregation. For the non-
4164 DOI: 10.1021/jacs.5b13372

J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 4155—4167


http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/jacs.5b13372

Journal of the American Chemical Society

covalent complex VirA ACPg-“DD/VirFG “DD, we used
equal concentrations of both partners well above the measured
K4 values in order to favor complex formation and disfavor self-
association of VirA “DD.

Previous analysis by SAXS of VirA ACP**“DD”' yielded an
average molecular envelope consistent with the homodimeriza-
tion observed for VirA DD by NMR, ITC, and SAXS. In the
presence of equimolar concentrations of its partner VirFG
NDD, however, a new average molecular envelope was obtained
(Figures 4A and S7 and Table S5), in which density was
observed only for a single ACP domain and the docking
domain complex. Essentially identical data were acquired on
VirA ACPg,-“DD-VirFG “DD (Figures 4B and S7),
strengthening the conclusion that joining the docking domains
covalently does not alter how they interact. The molecular
weight obtained in each case from SAXS MoW shows that only
one copy of each docking domain is present in the complex
(Table SS). The data also confirm that the docking complex is
formed from only a single copy each of the C- and N-terminal
docking domains and that ACPy;, does not contact it directly.
Analysis of VirA ACP,-“DD—VirFG NDD-KS, (Figure S7)
gave an average molecule envelope (y* = 1.77) into which the
homodimeric KS4 domain could be confidently placed using
SUPCOMB™ (Figure 4C). It was not possible, however, to
locate computationally the two ACPg, domains and the two
docking domain complexes because the scattering data are
dominated by the signal from the KS,. However, from the
obtained molecular envelope it is clear that the 42-residue
sequence separating VirFG NDD from KS; must be largely
structured because there is no electronic density which could
correspond to an unstructured region of this size. Furthermore,
making the reasonable assumption that the ACPg, domains are
located on the two extremities of the structure (Figure 4C)
allowed us to superimpose the molecular envelope on that
obtained previously for the portion of module 5 encompassin$
the KS;, ACPs,, and ACPy, domains (KS;—ACP,,—ACPy;)”
(Figure 4D). This analysis shows that the two sets of ACPq,
domains superimpose nearly perfectly and therefore that the
global form observed for VirA ACPg,-“DD—VirFG NDD-KS; is
compatible with the previously characterized structure of
module S (ref 21). In the absence of docking with the
downstream subunit, module 5 adopts a wider open shape
(distance ACPg, to ACPy, in module 5 alone = 279 A*' vs 200
A in KS;—ACP;,—ACPyy), so as proposed earlier,”" interaction
with VirFG induces closure of the module.

B DISCUSSION

The majority of modular PKSs incorporate multiple polypep-
tide subunits, suggesting an evolutionary advantage in
distributing the modules among several smaller proteins.
Communication between subunits in all cis-sAT PKSs
characterized to date is orchestrated, at least in part, by
matched terminal docking domains (DDs)."*™"” We have
shown here that for an important subset of interpolypeptide
junctions, analogous DDs operate in trans-AT PKSs. Of the 27
additional pairs of DDs identified by sequence/secondary
structure analysis (Table S3), 10 are clearly predicted to exhibit
properties (e.g., interaction propensity, extent of disorder, and
lack of coiled-coil formation) in line with those of VirA DD
and VirFG DD (Appendix), whereas the N-terminal docking
domains at three other interfaces also appear similar to VirFG
NDD. For the remaining nine interfaces, however, the N-
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terminal DD is predicted” to adopt a coiled-coil conformation.
Comparative sequence analysis further suggests that this group
of sequences may in fact be Class 2 type docking domains
(Appendix), implying that multiple structural classes of docking
elements also act in trans-AT PKS.

Overall, the recognition of four distinct structural classes of
docking domains now permits a systematic comparison of
docking strategies that give rise to both high specificity but
relatively low affinity interactions (ca. 2—50 uM). All of the
docking complexes incorporate contacts between a helices.
Although architecturally distinct, the docking interfaces are
largely hydrophobic and similar in size (1100—1800 A?).
Selectivity among potential partners seems to arise in all cases
from electrostatic interactions between a few, strategically
placed charged residues, although many PKS assembly lines
also incorporate several, structurally orthogonal classes of DDs
(ie, classes la and 1b"3).

Our work also suggests that weak docking affinity arises in
the case of multiple trans-AT PKSs through use of an
intrinsically disordered protein as a docking partner. IDPs are
rare in prokaryotes’’ (though relatively more common in high-
GC, large-genome-size bacteria such as the Actinobacteria),”’
and VirFG VDD represents a strong candidate for the first IDP
to be shown to participate in bacterial secondary metabolism.
VirA °DD may also be an IDP, but a disorder-to-order
transition could not be observed in the context of a discrete
protein because of self-association. IDPs are expected to show
much higher rates of sequence variation than those of
structured regions of the same proteins.”® This is indeed the
case for the Vir' and Sna® systems, which both govern
virginiamycin biosynthesis, because the corresponding subunits
show much higher amino acid sequence identity than do the
docking domain regions (e.g.,, 66% identity for VirA/SnaE2 but
only 53% for the “DDs; 66% overall identity between VirFG/
SnaE3 vs 39% for the NDDs).>* This observation suggests that
it is the amino acid character and not the specific sequences of
these regions that is critical. However, given the unpredictable
effects of mutations on induced folding and the structure of
IDPs,” it seems likely that using this class of DD to engineer
new interfaces will require transplantation of matched sets of
docking domains. Our study identifies clear boundaries to be
used in such experiments.

This work has also permitted for the first time visualization of
a full interface formed between two consecutive subunits within
a trans-AT PKS. Our previous analysis by SAXS showed VirA
module S to have an open architecture but that flexibility on the
level of the “arms” might allow it to clamp down to engage with
the KS4 domain of the next module. Indeed, the distance
between the ACPg, domains seems ideally adapted to
accommodate the homodimeric KS¢ and two flanking docking
domain complexes. In this way, docking between the two
subunits in the context of a larger multienzyme complex (for
example, incorporating the trans-AT and f-processing cassette)
could give rise to a closed space containing a single reaction
center in which reactive intermediates are protected. However,
the estimated distance between ACPg, and KS; active sites in
this apo structure (ca. 80 A) is not compatible with direct chain
transfer between the two domains as required by the
biosynthetic mechanism. This observation is consistent with
recent studies by cryo-electron microscopy (cryo-EM) on the
interface between subunits from the pikromycin (PIK) cis-AT
PKS, in which a stable interaction between the partner ACP
and KS domains was only observed in the presence of chain

DOI: 10.1021/jacs.5b13372
J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 4155—4167


http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_002.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/jacs.5b13372/suppl_file/ja5b13372_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/jacs.5b13372

Journal of the American Chemical Society

extension intermediate tethered to the ACP.® We propose that
the intrinsic flexibility of the linker regions separating the
various functional and docking domains will allow adoption of a
configuration in which ACPyg, is correctly positioned to interact
with KS, However, visualizing this productive chain transfer
complex by SAXS or cryo-EM will likely require studies of
appropriately modified VirA module S, work which is in
progress. In the meantime, the absence of a specific interface
between the ACP and KS domains is encouraging from an
engineering perspective because it suggests that transplantation
of docking domains may be sufficient to create novel functional
intersubunit interfaces in trans-AT PKSs as long as the receiving
KS has appropriate substrate specificity.*®
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SUPPLEMENTARY METHODS

Table S1. Primers used in this study.

Constructs Primer 5 ligonucleotides (537
type

VirA DD f TTTCCGGGATCCTATACCGGCGCCGGGGAGCCCTC
r TTTCGCAAGCTTTCAGCGCCGCGGGGTGAGCAG

VirFG \DD f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG
r TTTCCGAAGCTTTCAATACGGGCGCGGTGCGGCCG

VirFG NDD-linker f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG
r TTTCCGAAGCTTTCAGGGCCGGCCGGCCGT

VirA ACPs:-DD f TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG
r TTTCGCAAGCTTTCAGCGCCGCGGGGTGAGCAG

VirFG NDD-KSs f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG
r TTTCCGAAGCTTTCAGCGTTCGACGTAGTGGCGGTGCGG

BamHIf ~ GACACGTTCTGGCAGCGCATCCTCGACGGCGAC

BamHIr GTCGCCGTCGAGGATGCGCTGCCAGAACGTGTC
VirA  °DD-VirfFG  "DD f TTTCCGGGATCCTATACCGGCGCCGGGGAGCCCTC
(covalent fusion) r TTTCCGAAGCTTTCACGGGCGCGGTGCGGCCG

Overlapl ~ GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG

Overlap2 ~ GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG
VirA  ACPs;-“DD-VirFG  f TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG
DD (covalent fusion) r TTTCCGAAGCTTTCACGGGCGCGGTGCGGCCG

Overlapl ~ GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG

Overlap2 ~ GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG
VirA  ACPsp-“DD-VirFG TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG
NDD-KSs (covalent r TTTCCGAAGCTTTCAGCGTTCGACGTAGTGGCGGTGCGG

fusion) Overlapl  GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG

Overlap2  GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG
VirA €DD D6940A f TCCCAGGCGGACCTGGCCGCGCTGCTCAGCGCC

VirA €DD D6940R TCCCAGGCGGACCTGCGCGCGCTGCTCAGCGCC
GGCGCTGAGCAGCGCGCGCAGGTCCGCCTGGGA
VirA °DD L6943A GACCTGGACGCGCTGGCCAGCGCCGTCCGCGAC
GTCGCGGACGGCGCTGGCCAGCGCGTCCAGGTC
VirA DD N6949A AGCGCCGTCCGCGACGCCCGGCTGTCCATCGAG
CTCGATGGACAGCCGGGCGTCGCGGACGGCGCT
VirA DD N6949K AGCGCCGTCCGCGACAAACGGCTGTCCATCGAG

CTCGATGGACAGCCGTTTGTCGCGGACGGCGCT
AACCGGCTGTCCATCGCGCAGGCGGTCACCCTG
CAGGGTGACCGCCTGCGCGATGGACAGCCGGTT
AACCGGCTGTCCATCAAGCAGGCGGTCACCCTG
CAGGGTGACCGCCTGCTTGATGGACAGCCGGTT
GGATCCATGGACGCGGCAGAGATCCTGACCCGA
TCGGGTCAGGATCTCTGCCGCGTCCATGGATCC
GGATCCATGGACGCGGAAGAGATCCTGACCCGA
TCGGGTCAGGATCTCTTCCGCGTCCATGGATCC
ATCCTGACCCGATTCGCGGACGGGGGCCTGGAC
GTCCAGGCCCCCGTCCGCGAATCGGGTCAGGAT
GACGGGGGCCTGGACGCGGCCGCCGCCCAGGCG
CGCCTGGGCGGCGGCCGCGTCCAGGCCCCCGTC
GACGGGGGCCTGGACGACGCCGCCGCCCAGGCG
r CGCCTGGGCGGCGGCGTCGTCCAGGCCCCCGTC

VirA DD E6954A

VirA °DD E6954K

VirFG “DD K4A

VirFG “DD K4E

VirFG “DD K11A

VirFG DD R17A

VirFG DD R17D

“Introduced restriction sites are underlined, while the added Tyr is indicated by bold letters.
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Figure S1. Comparative sequence analysis of VirFG "DD and Class 2 docking domains. (A) Sequence of
subunit VirFG upstream of the conserved KS domain. The first 28 residues (in -) have been
designated as VirFG "DD. (B) Multiple alignment using ClustalOmega® of the C-terminal regions of PKS
subunits from trans-AT PKSs (in i), with those of cis-AT PKS? (black, except for those of subunit CurA
and the closely-related JamE )) (analysis as published in ref. 3). The sequences (with the
exception of VirFG "DD) from the trans-AT PKSs lie downstream of the conserved sequences of single
(Tal) or tandem acyl carrier protein (ACP) domains associated with B-modification reactions, which
are located at the ends of subunits. The trans-AT PKS regions were identified manually, as BLAST
analysis using the VirA region did not yield any homologous sequences. The positions of the two o-
helices in the solved structure of the CurG and CurK C-terminal docking domains are indicated, as are
the hydrophobic (H) and charged (C) residues which contribute to the docking interface.? (C) Multiple
alignment using ClustalOmega' of the N-terminal regions from the partner cis-AT PKS subunits to those
shown in (B), alongside that of VirFG (in .). The positions of the two a-helices in the solved structure
of the CurH and CurL N-terminal docking domains are indicated, as are the hydrophobic (H) and
charged (C) residues which contribute to the docking interface.? Key: Cur, curacin (cis-AT PKS);* Rhi,
rhizoxin (trans-AT);® Mmp, mupirocin (trans-AT);® Jam, jamaicamide (cis-AT);” Sti, stigmatellin (cis-
AT) ;® Tai, thailandamide (trans-AT);® Ta, myxovirescin (antibiotic Ta; trans-AT);° Aju, ajudazol (cis-
AT);* Ela, elansolid (trans-AT);™2 Vir, virginiamycin (trans-AT); Sna, pristinamycin (trans-AT).*
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Table S2. Analysis of intersubunit interfaces in trans-AT PKSs.

Cterminal - Nterminal  SPIt gy homs where present (number of interfaces if >1)

domain domain module?

ACP KS Atc, Chi (2), Cor, Ela, FR9, Kir, Mmp, Ooc, Ozm (3), Rhi (2), Sna, Tai
(2), Tdp, Tmp (2), Vir, 592 (5)

ACP Ks® Cal (3), Mmp, Nsp, Onn, Ped, Psy

ACP DH v Cor

ACP DH° v Bry

ACP ER v Bry (2), Etn, Ta

ACP c Bae, Bat, Chi, Kir (2), 0zm, Sna (2), Tai, Tdp, Vir’

ACP HC Dis, Riz, Vir

KS DH v Chi, Dif (2), Ela, Etn (2), FR9(2), Kir (2), Lnm, Lum, Mis, MIn (2), Sor
(3), Tst

KS® DH v Bae (2), Bat, Bon, Cal, Dif, Lum, Mis, Rhi, Tai, Tto

KS DH® v Cor, Dif

KS MT v Ta, Tai

KS KR v Ela, Lac, Lk (2), Lum, Mgs, Min, Riz

Ks KR® v 592

KS Ks v Ooc

Ks ECH v Cal

FH ACP v Ooc

KR C-MT v Bae, Bon, Cal, Dif (2), Ela, Etn, Ooc, Rhi, Sor (3)

KR ACP v Bon, Etn

DH KS v Lke

DH ACP v Atc, Lac, Mgs, Ped

DH KR v Cto (2), Dis, Lkc (2), Lum, Mis, Min (2), Tst, Tto

DH" KR v Min

PS KR v Sor

d A v Alb

HC A v Cal, Rhi

c GNAT v Bry

[ C v FRY, Tst

C N-MT v Ttt

pPcp KS 0zm, Nsp, Sna, Tdp(2)

O-MT ACP v Ozm

CMT ACP v FR9Y, Riz

Ox KR v FR9, Tst

E C v

“The full Vir-encoding region has not been published. > But based on comparison with the highly-homologous sna cluster
from . pristinaespiralis which gives rise to the same molecule,* we presume that the Vir PKS also incorporates such an
interface. The first two columns indicate the functional domains present at the C- and N-termini, respectively, of the
interacting subunits, while the third reports whether the interface constitutes a split module.

Key to domain names: KS, DH, MT, ¢ KR, FH, FkbH-like
domain; ACP, acyl carrier protein; C, condensation; HC, heterocyclization; ER, enoyl reductase; PS, pyrane synthase; A,
AT, Gens-related V- PCP, peptidyl carrier protein; O-MT, O-methyltransferase; Ox, oxidase;

€, epimerase; °, inactive.
Key to trans-AT PKS systems:
Atc, imycin; 516 Chi, chi 17 Cor, c in;1® Ela, id;12 FR9, FR901464;% Kir, kirromycin;?® Mmp,
mupirocin;® Ooc, oocydin;! Ozm, oxazolomycin;?? Rhi, rhizoxin;® Sna, pristinamycin; ¢ Tai, thailandamide;? Tdp,
thailandepsin;?* Tmp, thiomarinol;?# Vir, virginiamycin;1? 592, enacyloxin;?* Cal, calyculin;? Nsp, nosperin;?’ Onn,
onnamide;?® Ped, pederin;?® Psy, psymberin;® Bry, bryostatin;* Etn, gien;?? Ta, irescin (antibiotics TA);1® Bae,
i at, kali i Dis, di 3 Riz, rhizopodin ;¥ Dif, difficidin® Lnm, leinamycin;**
Lum, luminaolide;  Mis, miskinolide;* Min, macrolactin;*! Sor, sorangicin;* Tst, thailanstatin;** Bon, bongkrekic acid;* Tto,
tolytoxin;#® Lac, lactimi iy Lke, ;6 Mgs, mi i Cto, cf 16 Alb, albicidin;® Ttt,
thalassospiramide.?
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Table $3. Putative members of a new docking domain family in trans-AT PKS.

C-terrpmal N-terr.mnal Systems/interfaces where present”
domain domain
AtcE/AtcF; ChiB/ChiC; ChiE/ChiF; ElaK/ElaO (ACP—ACP/KS); KirAV/KirAVI;
AcP p ; ; RhiC/RhiD  (ACP-ACP/KS);  SnaE2/SnaE3
(ACP—ACP/KS); TaiE/Taik (ACP—ACP/KS); Tail/TaiM (ACP—ACP/KS); VirA/VirFG
(ACP—ACP/KS); 5923/5922; 5925/5924
ACP [ BaeM/BaeN; Bat1/Bat2; KirAll/KirAlll; ; TaiD/TaiE
ACP HC ChiC/ChiD; DisB/DisC; RizC/RizD
Acp KR MInD/MInE
ACP ER BryA/BryB; BryB/BryC; EtnH/Etnl; Ta-1/TaO
“The host organisms of these 19 systems include six Streptomyces strains (Streptomyces strains CNH365/T676
in, Atc), collinus Tii 365 (kirromycin, Kir), isti iralis (pristi in, Sna),
es virginiae (virgini: in, Vir) and es albus JA43453 0zm)), five ial

strains (Sorangium cellulosum So ce56 (chivosazol, Chi and etnangien, Etn), Chitinophaga pinensis DSM2588 (Elansolid,
Ela), Sorangium cellulosum So ce12 (disorazol, Dis), Stigmatella aurantiaca Sg a15 (thizopodin, Riz) and Myxococcus
xanthus DK1622 irescin, Ta)) three ia strains ia rhizoxinica (Rhizoxin, Rhi), ic

i is £264 (thai ide, Tai) and ia ambifaria AMMD (enacyloxin, 592)), two Bacillus strains (Bacillus
subtilis 168 (bacillaene, Bae) and Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (macrolactin, Min)), and one Pseudomonas
(Pseudomonas fluorescens BCCM_109359 (kalimanticin/batumin, Bat)). Thus, these docking domains show a limited

i but occur within multiple phyla (actino- and proteobacteria and firmicutes).

Interfaces derived from the same system are indicated by matching colors (i.e. red for enacyloxin). The interfaces in
italics may actually incorporate Class 2 docking domains, as characterized from cis-AT PKS (see Appendix for further details
of the analysis).
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Figure S2. Identification of putative families of docking domains in trans-AT PKSs. (A) Secondary
structure/sequence-based alignment by PROMALS3D* of VirA DD alongside putative C-terminal
docking domains from trans-AT PKSs operating at junctions between ACP various partner domains (the
sequences include all amino acids downstream from the conserved ends of the ACP domains).
Predicted a-helices are indicated in red (those present in OzmN, KirAll and SnaE2 were predicted by
independent analysis using PsiPred v. 3.2), and the extents of helices a1 and o2 in VirA DD as
determined by NMR are shown above the alignments. Key to systems: Chi, chivosazol; Atc,
anthracimycin; Kir, kirromycin; Ozm, ycin; Dis, disorazol; Tai, thail i Vir,
virginiamycin; Sna, pristinamycin; 592, enacyloxin; Ta-1, myxovirescin; Rhi, rhizoxin; Riz, rhizopodin;
Etn, etnangien; Bae, bacillaene; Min, macrolactin; Bry, bryostatin; Bat, kalimantacin/batumin; Ela,
elansolid. (B) Secondary structure/sequence-based alignment by PROMALS3D*° of VirFG DD alongside
the putative partner docking domains of those shown in (A) (the sequences include all amino acids
upstream from the conserved starts of the downstream catalytic domains). Predicted a-helices are
indicated in red (those present in VirFG were predicted by independent analysis using PsiPred v. 3.2),
and the extents of helices a1 and @2 in VirFG DD as determined by NMR are shown above the
alignments. In all cases, the downstream domain is indicated: ER, enoyl reductase; C, condensation;
HC, heterocyclization; KS, ketosynthase; KR, ketoreductase. Key to color coding of interface residues:
Bfe8H = residue at hydrophobic interface in VirA “DD-VirFG "DD complex structure; [Jlfl = intradomain
hydrophobic interaction residue; - residue participating in an electrostatic interaction at the
docking interface.

S10
W wew womome wam
=
| — - .
W WD i, 0 0 e 0,
g ~er> g v o wiouse e
”
v -
o = «
. s
o o
#i| == o
»
) -
| —
o -

Figure S3. SDS-PAGE analysis of protein preparations used in this study. VirA DD (calc’d: 4.3 kDa);
VirFG DD (calc’d: 4.1 kDa); VirFG "DD-linker (calc’d: 7.2 kDa); VirA ACPs,-°DD (calc’d: 14.3 kDa); VirA
DD-VirFG "DD (covalent fusion) (calc’d: 8.4 kDa); VirA ACPs,-DD-VirFG “DD (covalent fusion) (calc’d:
18.4 kDa); VirA ACPs,-“DD-VirFG "DD-KSs (covalent fusion) (calc’d: 85.8 kDa). The molecular weights
of the markers are indicated.
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Table S4. of constructs investigated in this study

Name of construct Sequence’

VirA DD GPGSYTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRR
VirFG "DD MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPY

VirFG "DD-linker
VirA ACPsy-“DD

VirFG "DD-KSs

VirA “DD-VirFG "DD

VirA  ACPs-DD-VirfG  CF

DD

VirA  ACPsp-DD-VirfG  CF

NDD-KSs

GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPARAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAA
GTTVAREGTAGRP
GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL
DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPARAREPAALPLPV
GPGSMDAKETLTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPARAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAR
GTTVAAEGTAGRPEPVAVIGYSARFPGAADADTFWQRILDGDDLVTEVPPERWRTEEFYDP
DPAREGRSVSRWGAYVADADRFDADFFRMT PREAELTDPQARLFLOEAWRALEHAGRDARS
LAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMQGNSNS ILAARTAYHLDLKGPAVTVDT
ACSSSLTALHLACQSLWLGETDLTVVGGVTLYLTELPHVFMSAAGMLSPNGRCRPFDARAD
GIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNODRGPQRGITAPSARSQTALVRDTL
ORFPAVDPAGIDYVECHGTGTPLGDPTEVTALNEAFAGAGLAPASVPIGSVKGNIGHTSAR
GLAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQIPFDQGPFTVAGERRELGRPDGGRPRRATVS
SFGFSGTNAYVVVEQAPEQAARPAGDDGAPPVLVPLSGPARADAPARHAADLARWLRGPGS
DASPADVAHTLAVARTHHTYRSALLVSGRDELLESLDLLAAGSADPRRTDTAPDAAAPDAR
VRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLYTQGHTVDWAAVSPPARHRRLSLPAYPFAP
HRHYVER
GPGSYTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLS IEQAVTLLTPRRGGGS
GGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRP
SAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL
P! P!

GSMDAKEILTRFKD

DEKAGIL LPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRD
NRLSIEQAVTLLT )AKEILTRFKDGGLDRARAQALLAGRTPAAAPRP
AVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASENTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL
DEKAGIL 'VAGRAAPVE. EPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRD
NRLSIEQAVTLLT )AKEILTRFKDGGLDRARAQALLAGRTPAAAPRPSE

PAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRPEPVAVIGYSARFPGAADADTEWQRILDG
DDLVTEVPPERWRTEEFYDPDPAAEGRSVSRWGAYVADADREDADFFRMTPREAELTDPOA
RLFLOEAWRALEHAGRDARSLAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMOGNSNS T
LAARTAYHLDL TVDTACSSSLTALHLACOSLWLGETDLIVVGGYTLYLTELPHVEM
SAAGMLSPNGRCRPFDAAADGIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNQDRGP
ORGITAPSARSQTALVRDTLQRFAVDPAGIDYVECHGTGTPLGDPIEVTALNEAFAGAGLA
PASVPIGSVKGNIGHT LAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQIPFDQGPEFTVAG
ERRELGRPDGGRPRRATVSSFGFSGTNAYVVVEQAPEQRARPAGDDGAPPVLVPLSGRRAD
APARHAADLARWLRGPGSDASPADVAHTLAVARTHHTYRSALLVSGRDELLESLDLLAAGS
ADPRRTDTAPDAARPDAAVRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLY TQGHTVDWAAY
SPPARHRRLSLPAYPFAPHRHYVER

“°Red = sequence introduced from the plasmid; green = added Tyr; blue = linker used to fuse the docking domains. The o~
helices present in VirFG NDD and VirA DD (according to the NMR structure of the docked complex) are indicated in bold.
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Figure S4. Analysis by gel filtration of the interaction between VirA DD and VirFG "DD. The individual
docking domains (both at an initial concentration of 670 uM) exhibit elution volumes of 13.7 ml and 14.5

ml, respectively. When combined at the same concentrations, a single new peak is observed at an
intermediate elution volume (14 ml).
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Figure S5. Determination by isothermal titration calorimetry of docking affinity. (A) Analysis of binding
between wild type VirA DD and VirFG "DD. (One of three measurements is shown, but the Kq value
represents the average of three independent experiments). (B) Analysis of binding between wild type
VirA ACPs;-“DD and VirFG “DD. (C) Analysis of binding between wild type VirA ‘DD and VirFG “DD-linker.
(D) Dilution analysis of VirA “DD. No further change in heat signal is observed after VirA DD reaches a
concentration of 30 uM, indicating that it is completely homodimeric above this concentration. (E)
Dilution analysis of VirFG "DD. No evidence for homodimerization is observed across the full range of
concentrations (to 78 uM). (F) Analysis of binding between VirA DD D6940A and wild type VirFG "DD.
(G) Analysis of binding between VirA DD D6940R and wild type VirFG "DD. (H) Analysis of binding
between VirA DD N6949K and wild type VirFG "DD. (1) Analysis of binding between VirA ‘DD E6954A
and wild type VirFG "DD. (J) Analysis of binding between VirA “DD E6954K and wild type VirFG "DD. (K)
Analysis of binding between VirA ‘DD D6940A + E6954A and wild type VirFG NDD. For (B)-(K), the

indicated error is that on the individual measurement.
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Table 5. Summary of SAXS and SEC-MALLS data.
Theoretical UMW by
sinier) (R \a o Dmox 2 2 MW (kDa) o SEC-
Construct RofCumen (A)r RN (R T08, (A Rawnan: o (kDa)* MALLS
(a range used)
e (kDa)
VirA DD 158+001  1638:002 60 ;;zg’ n.d. 430 & 8206
VirFG "DD 16+1 16.88+0.01 66 i'iéé’ 266;; 411 m53] 42104
VirFG "DD-linker n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 6.87 n.d. 6.7£0.6
itA DD/VIFEG M
VirA DD/VIIFG 0D 530,001 15764001 56 5.88 293 841 8 nd.
complex (st comple 03
COD-VirEG N
VirA SDD-VIFG DD 5 154001 15494001 60 6.18 261 844 9 8909
fusion 08
. R
VirA ACPs-DD/VIFFG g 3403 31.040.2 120 1.29 nd. 182 2305 nd.
DD complex (11 comple)
fooid
VirA ACPsy-<DD? 370403 377 140 1231 nd 143 314%  movomerdmer
chanss
; DD
Virh | AP DD-TDD 55, 5 29.49:001 118 244 nd. 184 22 16909
VIrFG fusion 039
; DD-NDD-
VirA ACPs DD-FDD- 4, 5 50.5+0.1 200 1.76 nd. 1716 205 n.d.
KSs VirfG fusion (dimer) (02)

%Ry is the radius of gyration derived from the atomic models using the program PRIMUS 5% For experimental data, R is given by the Guinier
approximation.

2Dppgyis the maximum particle diameter derived from the distance distribution function (P(r)) using the program GNOM.52

“y? is the discrepancy between the experimental SAXS profile and the theoretical curve calculated using the programs DAMMINS3 or CRYSOL.5*
n.d.: not determined.

4The theoretical error on a typical molecular weight measurement by SAXS MoW is 10%.5
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Figure S6. NMR studies of VirA °DD and VirFG "DD. (A) Unassigned [*H,'*N]-HSQC spectrum of **N VirA
DD alone. (B) Assigned [*H,**N]-HSQC spectrum of **N VirA DD in complex with *N VirFG "DD. Residues
are labeled according to the construct numbers (Fig. 3A). (C) Unassigned [*H,**N]-HSQC spectrum of **N
VirFG DD alone. (D, E and F) Dynamical studies of VirFG "DD. (D) Reference *H-'*N heteronuclear NOE
spectrum acquired at 600 MHz. (E) Saturated *H-'°N heteronuclear NOE spectrum acquired at 600 MHz.
(F) Resulting *H-**N heteronuclear NOE values plotted again unassigned peaks. (G) Unassigned [*H,**N]-
HSQC spectrum of VirFG DD in complex with VirA °DD. (H) Unassigned [*H,"*N]-HSQC spectrum of VirFG
NDD in complex with VirA ACPs,-“DD. (1) The final ensemble of 20 conformers that represents the solution
structure of VirA “DD-VirFG "DD. VirA DD is colored red and VirFG "DD blue. The introduced linker, N
et C-termini are indicated. (J) Stereo-view of a representative VirA “DD-VirFG DD structure depicted as
cartoon. VirA °DD is colored red and VirFG DD blue. The introduced linker, N et C-termini are indicated.
(K) Dynamical study of VirA “DD-VirFG “DD construct. *H-**N heteronuclear NOE values are plotted
against the sequence. The construct regions are colored as follows: red for VirA ‘DD, gray for the linker
and blue for VirFG "DD. The N and C-termini are highly flexible as evidenced by negative 'H-"*N
heteronuclear NOE. The linker region for which *H-**N heteronuclear NOEs are lower than 0.5 is also
very dynamic. * = not possible to attribute the amide signal. (L) Superposition of the [*H,**N]-HSQC
spectra of VirA °DD in complex with VirFG DD (red), VirFG "DD in complex with VirA DD (blue), and
assigned VirA DD-VirFG DD (black).
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Figure S7. Analysis by SAXS of the various constructs. (A) The distance distribution function for VirA

DD calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. (B) Panel of 10 representative ab initio form

calculations for VirA DD calculated with DAMMIN. The fit between the SAXS data and the 10 form

calculations is shown (y?= 1.732-2.543). (C) The distance distribution function for VirFG "DD calculated

with GNOM. The Guinier plot is inset. (D) Panel of 10 representative ab initio envelopes of VirFG "DD

computed with DAMMIN. Superimposition of the experimental SAXS data acquired on VirFG “DD (red
dots) and the theoretical curve for VirFG DD calculated using CRYSOL from one of the VirA “DD-VirFG
NDD NMR structures among the 20 in the ensemble (solid blue line), shows that the two diverge
significantly. In contrast, the fit between the 10 ab initio models (solid black line) and the experimental
SAXS data (red dots) obtained on VirFG "D is excellent (2= 2.321-2.489). (E) The Kratky plot (red dots)
for VirFG MDD calculated in the q range of 0.0005-0.35 A, (F) The distance distribution function for
VirA “DD-VirFG "DD (covalent fusion) calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. (G) The distance
distribution function for VirA ACPs,-DD/VirFG "DD (non-covalent complex) calculated with GNOM. The
Guinier plot is inset. (H) The distance distribution function for VirA ACPs,-‘DD-VirFG "DD (covalent
complex) calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. (1) The distance distribution function for VirA
ACPs-“DD-VirFG "DD-KSs (covalent complex) calculated with GNOM. The Guinier plot is inset.
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and VirFG "DD. A combined spectrum was obtained by analyzing simultaneously isolated VirA ‘DD and
VirFG DD (at 100 uM). For comparison, the spectrum of a mixture of the two docking domains, again
VWG 00 KA G k)
VP00 KAE 29 k)
+ V0T AITA . )
VPG °C0 RITO 7 - hwteh
VG 0 KA % )

at an overall concentration of 100 tM. The percentage a-helix is indicated in each case. (E) Analysis of
site-directed mutants of VirFG "DD. The introduced mutations resulted in substantial changes in
secondary structure, as indicated by the calculated percentage o-helix. (F) Analysis of site-directed
mutants of VirA °DD. By and large, these mutations introduced minimal structural perturbation into the
docking domain.
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Figure $8. Analysis by circular dichroism of wild type and mutant docking domains. (A) Analysis of VirA
DD at concentrations above (100 puM) and below (10 pM) the point at which it homodimerizes
completely. The percentage a-helix is indicated in each case. (B) Analysis of wild type VirFG DD and for
comparison, VirA DD (both at 100 uM). The percentage a-helix is indicated in each case. (C) Effect of
various concentrations of 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) on the structure of VirFG "DD. The percentage TFE
and a-helix is indicated in each case. (D) Spectra showing net structuration upon combining VirA DD
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Table S6. NMR and refinement statistics for VirA “DD-VirFG "DD.

Table S7. Putative interface residues in the VirA “DD/VirFG "DD docking domain families.
C-terminal docking domain 9 N-termnal docking domain 3
rotein et P 3 4 e w o un v b N
NMR distance and dihedral constraints VirA “DD-VirFG "DD
Distance constraints
Total NOE 1372
Intra-residue (|i—j| = 0) 338
Inter-residue (|i—j| # 0) 1034
Sequential (]i—j| =1)

371
Medium-range (|i—j| < 4) 333
Long-range (|i—j| >5) 330
Hydrogen bonds 0
Total dihedral angle restraints 98
o 49 *The first a-helix of the OzmH N-terminal docking domain is missing (confirmed by analysis of the published cluster sequence in the region
v 49 of the gene (GenBank: ABS90470.1)).
Structure statistics Docking domains present within the same assembly line are grouped and colored identically.
vu;)liasttl:r:‘cse(rcr:’enasrt\r:?r:it :(ci)) 0105+ 0,008 Key to residue types (:s il?ser:ed in n;‘e ;/irA/hvx;_Fe_cm:fplex):
Max. distance constraint violation (A) 0.12 :’EOTCk:Jan :‘:m:ir:::d,sz‘:,i:i,::el:‘f;ec:ce
Dihedral angle constraints (2) 0+0 inter-domain polar interactions.
Max. dihedral angle violation (2) 0 Residue 6956 participates in two types of interactions, as indicated.
Deviations from idealized geometry
Bond lengths (A) 0.011 +0.001
Bond angles () 1.947 +0.024
Impropers (2) n.d.

Average pairwise r.m.s. deviation* (A) VirA °DD 6936-6960,

VirFG "DD 3-25
Heavy 0.99+ 0.13
Backbone 0.38+ 0.09
*Pairwise r.m.s. deviation was calculated using 20 refined structures. n.d. = not

determined.
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APPENDIX

Characterization of Intersubunit Communication in the Virginiamycin
trans-Acyl Transferase Polyketide Synthase

Jonathan Dorival," Thibault Annaval,’ Fanny Risser,” Sabrina Collin," Pierre Roblin,*$
Christophe Jacob," Arnaud Gruez,”" Benjamin Chagot™" and Kira J. Weissman™"

fUMR 7365, Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie Articulaire (IMoPA), CNRS-Université de
Lorraine, Biopdle de I'Université de Lorraine, Campus Biologie Santé, 9 Avenue de la Forét de Haye, CS
50184, 54505 Vandceuvre-lés-Nancy Cedex, France

*Synchrotron SOLEIL, L’Orme des Merisiers, Saint-Aubin BP 48, 91192 Gif-sur-Yvette CEDEX, France
SUR1268 Biopolymeéres, Interactions Assemblages (BIA), INRA, Rue de la Géraudiére BP 71627, 44316
NANTES CEDEX 3, France

Key:

Red = For VirA DD/VirFG DD observed a-helices in the complex; for all others, a-helices predicted
by PsiPred

- = start/end site of expression constructs for VirA DD/VirFG "DD, respectively

All sequences are numbered starting from 1 to match the output of the programs. Note, some N-
terminal DDs were analyzed with the first M present, while others were not — in the latter cases, the
missing M is indicated as (M).

VirA ‘DD

29 40 46 53
AGRAAPVPAAAAEPAALPLPV.GAGEPS QADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRR

ammnamomn

= [
\ |
|

i /|
el

VirFG "DD

3 11 15 25
MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQAL T‘T\GRTPAAAPRISE PAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAG
RP

COMEE o MTRCTDR

We aimed to strengthen the case that our observations concerning the VirA “DD/VirFG DD interface
are generalizable to other trans-AT PKSs. For this, we benchmarked several web-based servers for the
in silico identification of IDPs and protein-protein interaction regions (IUPred/ANCHOR"?, PONDR®**,
DisoPred® and DisEMBL®) against VirA °DD and VirFG "DD, to determine if they accurately predicted
their respective behaviors. These approaches have complementary principles of operation (they are
based either on alignments of homologous protein sequences or the physicochemical properties of
amino acids in proteins’) and so a combination of programs should give a more confident prediction.
We also analyzed the sequences using a coiled-coil predictor® (green = window of 14 residues; blue =
window of 21 residues; red = window of 28 residues), which we validated against the known coiled-
coil region of a Class 1 N-terminal DDs** (page 29). (Note: coiled-coil regions are predicted to be
disordered by PONDR, as the monomers only fold correctly in the presence of partner). Among these
programs, IUPred/ANCHOR and PONDR yielded prediction data in greatest agreement with the
observed behavior of the Vir docking domains. Both programs correctly predicted that the overall VirA
DD interaction region (residues Q6936-L6960) is largely structured, while ANCHOR identified the two
a-helices as binding motifs (data provided on page 2). Furthermore, no coiled-coil was predicted for
the sequence. In the case of VirFG "DD (residues A3-A25), both IUPred/ANCHOR and PONDR predicted
a sequence on the borderline between structured and disordered, while ANCHOR identified the whole
sequence as a binding region (page 2). Again, the coiled-coil prediction was negative. Gratifyingly,
analogous results were obtained for the regions corresponding to VirA DD and VirFG "DD from the
homologous pristiniamycin PKS (SnaE2 “DD amd SnaE3 “DD, respectively (page 3)), despite overall low
levels of sequence identity between the docking regions (53% between VirA DD and SnaE2 DD and
39% between VirFG “DD and SnaE3 "DD*).

We next extended this analysis to the remaining 25 putative VirA “DD/VirFG “DD-type docking
interfaces from trans-AT PKSs assigned on the basis of sequence analysis and secondary structure
prediction (data provided on pages 5-31, with the data for each matched pair of docking domains
shown on a single page). For 10 of these pairs (indicated in - in the table below), the predictions
were in good to excellent agreement with those for VirA DD and VirFG "DD (analysis of each pair
relative to VirA °DD and VirFG DD is presented on each and highlighted in -), while for 3 others,
only the N-terminal docking domain shares predicted properties with VirFG "DD. Another important
finding for 9 interfaces was the indication that the N-terminal partner forms a coiled-coil; this implies
the existence of another structural class of docking domains within trans-AT PKS (in fact, the majority
of these pairs show convincing homology to the Class 2 docking domains of cis-AT PKS (see Figure 1,
page 31)).

Couples analyzed:
C-terminal docking _ N-terminal docking _ C-terminal docking _ N-terminal docking
domain domain domain domain
KirAv KirAVI (coiled coil?)
MinD MinE

BaeN (coiled-coil?)
Bat2
BryB (coiled-coil?) RhiD (coiled coil?)

BryC (coiled-coil?) RizD (coiled-coil?)
TaO (coiled-coil?)

Ela0 5922 (coiled-coil?)
Etnl (coiled-coil?)

SnaE2 ‘DD

TSRTAPQPAGAVPAGSVSAADLDALLAAVRDNRLTVEQALALLPQHT

OBSERVATIONS
Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
not predicted either to be disordered (IUPred/PONDR) or to form a coiled-coil.

Snak3 "DD

7 21 a4 55
MPAEPDAVDRDRAAALLRAVAGQRGPAAGAATASARPAPGGVDRAEAAALLRAAAGERRPGGDGPAGG
SMGRTLPAEAGSAGRVL
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OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be largely disordered (IUPred/PONDR) but not to form a coiled-coil.



AtcE ‘DD

22 30 36 42
HAGHAAAPPGADGAGPERATDVEDMLRRLAAGELTVAEAY TNLGGPA

i aiete

OBSERVATIONS

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR) and not to form a coiled-coil.

AtcF DD

2 14 18 28
(M) NSAVKRVLELVETRQISPEEGRRRLTALGTAGDRPVAGEAGDRPRPDGRAAAPPASEGPPSD

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be largely disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.

Batl ‘DD

VRIVSAQPREASSARTLDVVVGERLDTQSSDDRTMKMLEDFRDGNVKIEEVEGILDRWTKTQSSDDRT
MKMLEDFRDGNVKIEEVEGILDRWTK
76 82 92

e

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is
predicted to be disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.
Poor agreement with VirA ‘DD

Bat2 DD

6
(M) TRRDLLFAYKNRSLTTQELVAALTELNTERRFS

OBSERVATIONS

The secondary structure elements are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking
region is not predicted to be disordered (IUPred/PONDR), and not strongly predicted to form a
coiled-coil.

Poor agreement with VirFG "DD

BaeM ‘DD

31 42 48 56
LTEHKETIETFYRTEETETEAAAPESKEYTDQEI IAMMKQVSEGTLDFKRVODIIEGSKTYES

st

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with the predicted a-helices. The docking
region is predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

BaeN “DD

2 15
(M) NHKELLDAYRSGTLTIAEVEQKLQAFKRTTAKRP

OBSERVATIONS

The first predicted a-helix is predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR), but to form a coiled-coil.
Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?

BryA ‘DD

24 33 38 47
RKQIISNDEKQHQPSISTIFPTSLDELLKKIQEGTLGIEEADQLIDELPDYHLDMELHELL

e nsiaininl

£

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region

is predicted to be borderline (IUPred) to mixed ordered/disordered (PONDR), and not to form a
coiled-coil.

Poor agreement with VirA ‘DD

BryB "DD

1 19 24 43
(M) VVVEEFFVSYRDILKALQDEKISFEEAKYKLIKRKDKKSKQRLNHDRELNRSMKITPKIVNN

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The first a-helix is

predicted to be ordered and the second disordered (IUPred/PONDR), and the overall domain to form
a coiled-coil.

Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?



BryB DD

37 44
KQKIEQKNDIQNLSSSSYFSEDNQEVALSLKEILKKVEGNTLS IDKAEKLFEQFSLK

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region
is predicted to be ordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

Poor agreement with VirA ‘DD

BryC "DD

4 7 16 25
(M) KAKVIFQGLKSNEISTEQAEKMLLSLDTESKHGHPESKLSDIKSDLHDD

OBSERVATIONS

The predicted secondary structure elements are predicted to be interaction regions (ANCHOR). The
docking region is predicted to be largely ordered (IUPred/PONDR), and there is some indication for
coiled-coil formation.

Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?

ChiC ‘DD

62 65 68
ERDPALAEIKAQVLRAQGAPGPGAPELAVGHDELWRLLGALGDAELDALGDAELDALFNALRSRPELE
GMV

OBSERVATIONS

Predicted a-helices not confidently predicted as interaction regions. The C-terminal extreme of the
docking region is predicted to be disordered (IUPred/PONDR), while the whole region is not
predicted to form a coiled-coil.

Relatively poor agreement with VirA ‘DD

ChiD "DD
43

5
MQORPDRGRRLYRMEKAVTDAMEFDERSREEKLSVFRALRDRLRRTPPQHGGAADGAGPRAPVLAPDPON
RHRPEP

OBSERVATIONS
Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helix. The docking region is
strongly predicted to be disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.

11

ChiB ‘DD

50 58 65
LSSFAADVRLPGAAKIDTAALFGDGAAPAPAPAPAPVDEPRGGEPEGDEPLWRLLRGVESGALDVNEA
CRLLELP

70

B L] oo

OBSERVATIONS
Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with predicted a-helices. The docking region is
not predicted to be disordered (IUPred/PONDR) nor to form a coiled-coil.

Chic "DD

4 12
(M) KRDPRVIFEQLKNGQISRAEAHRLLKARSDGREQEATGPGAEEGAAAEARAPSAPPPQPASSDSD
VG

P ]
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OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.

10

ChiE ‘DD

57
VDHHEAALRASEPPGVGGGGAEPVRPRANPERPERADPPERAGVAPGRRAPSPPAAAVERFDGAVPED
LAGEVARMSDAEVERLLGWLOGGGAGGAGGAGGAGATNGSSAVRASLDDGQEREAERRRLDRGPSGEW
R 79 99 105 108 119

OBSERVATIONS

Predicted a-helices predicted as interaction regions. The docking region is predicted to be disordered
(IUPred/PONDR), and not predicted to form a coiled-coil.

Some agreement with VirA ‘DD

ChiF "DD

5 28
MAMTLRSQDLMMDAKRESLVRLLHQKKANR

it

OBSERVATIONS
A portion of the predicted interaction regions (ANCHOR) overlaps well with the predicted a-helix.
The docking region is predicted to be disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.

12



DisB ‘DD

46 51 62
SRRGARAPESRAKARSGAAGADLSTSLKALSGAVLREQFLAFGHDLAGVPGEELTRLYAILQEE

OBSERVATIONS
The first predicted a-helix is predicted to be an interaction region (ANCHOR), though not the second.
The docking region is predicted to be largely ordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

DisC "DD

6 1 15 30
MESAMTIQEFANLSAEEKVQVLRLRDRRASWQAAPEGPAASAQPSLRPVITARPGDRFLPFP

L On sovon

dEmmaes 7 B
=SS
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OBSERVATIONS

The first predicted a-helix is predicted to be an interaction region (ANCHOR), though not the second.
The docking region is predicted to be borderline (IUPred) to strongly disordered (PONDR), and not
predicted to form a coiled-coil.

13

EtnH ‘DD

19
CAEHPDDLARRQAGTQANGGAVLERRAVEALAEELALGRISLDQTLDRLRA

mnnceon mcm

OBSERVATIONS

The predicted a-helix is not predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is
predicted to be ordered (IUPred) to disordered (PONDR), and not to form a coiled-coil.

Poor agreement with VirA ‘DD

Etnl "DD

10 43
(M) PEHSYEPRGESTVKSQIEALLRE SLLSEAELRARYAQLVASGSDGAPARPADRAGATQTVRR

‘_.:';J -l ‘W‘\--_\
S “’/\ F
> !

e TR a e e e e e E e e
| Ewa For o s

08

OBSERVATIONS

The predicted a-helix is predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is
predicted to be borderline (IUPred) to strongly disordered (PONDR), and there is some indication for
coiled-coil formation.

Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?
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ElaK ‘DD

33 47
SSEMTNISTYEPVQSLQQEFSLDDVVRQVEKGEMDAEAANLLLAVLSKQ

OBSERVATIONS

Second a-helicx predicted as interaction region. The first a-helix is predicted to be borderline to
disordered while the second is ordered (IUPred/PONDR), and neither is strongly predicted to form a
coiled-coil.

Some agreement with VirA DD

ElaO "DD

2 10 17 26
(M) DSLAILKALSTGAISAGAARREALKQLAVAPVSVKPGHDARATP
] v

) A
OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.
Some agreement with VirFG "DD

14

KirAll DD

HDKYGPLPATATPEPPPAPVTSSATAPEPTSVPVASSAAAPAPIPAPVAPSAAAPAPVASSAAAPEPP
PAPVAADAVGALLAGLRDGSVTVDDALAELRQGNVR
72 85 91 99

OBSERVATIONS
Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

KirAlll "DD
3 13 18 29
MSRALRDVLAAVAAGELPDEIAESLLRGLSDPVPEPGPYP

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices (though the second
interaction region isn’t strong). The docking region is predicted to be borderline disordered
(IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.

16



KirAV DD

33 52 (38 66
AGRFDGGTGGADDLPALFADFDRLAAGLTEAATDEVFRDRVVERVRGLLTALSPATPEAPPDLFAAAT
DDEVEALIDAELGSPVRGQEDR

71 79

P e ]

OBSERVATIONS
The second a-helix is predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is

predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.
Some agreement with VirA °DD

KirAVI "DD

4 31
MSSEDKLRDYLRRVTAELQVTRRRLREVESRSG

18~

== i
3

OBSERVATIONS

The predicted a-helix is not predicted to be an interaction region. The docking region is predicted to
be disordered (IUPred/PONDR) and strongly predicted to form a coiled-coil.
Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?

17

0zmN ‘DD

AATGAAGTAAGTAAGPARAAEPEAGIEQLVDSLSDTEVDSLLRQLGSVLQKQEEQR

=g & /5

o

OBSERVATIONS

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted a-helix. The docking region
is predicted to be borderline to disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

OzmH "DD

6 24
MRRRSMDDKRALLLKLLASVRQQAAPATAPRRTA

urion

Too short for PONDR
OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helix. The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred), but not to form a coiled-coil.

19
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MinD DD

49 60
SSIRNRSADKPYNGNFREKSGFGLEEIAYTLQTGREPFECRLAITCSNIGDLLEKLNGY IQGSRLQGV
YEGNVTDFDSLYAPLFGGPEGHAYVQSLIQQONKPAKLAQLWTIGCEISWEDLYEEELKPVKLSLPLYP

110
FSKNRHWIHLNKDEAQKAEAFSNTELHNSNKDTADGEIMSLLEKAQTGEMNMKETSELIEELLFHE

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is
predicted to be strongly ordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.
Poor agreement with VirA ‘DD

MinE "DD

3 16 21 23
(M) NEKTMQIEQIVKKVKECSLTPEEGLELT

Sequence is too short for PONDR

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is
predicted to be borderlilne ordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.
Poor agreement with VirA ‘DD

18

OzmH ‘DD

43
IELVGPDEPTAGSGEEPPADGTGDTAAPDELIAKLEARFAAGELSAAEVLDLLDAELATRERR

Ao

e
i — = 1

OBSERVATIONS

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted a-helices. The docking
region is predicted to be borderline to disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

0zmJ "DD

3 20
MSTAEFRDILDRYARGAVGAEQARDLLAARRPAQAPGRPTAPAPSGQDAATGPADRPETL

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred) to somewhat ordered (PONR) but not to form a
coiled-coil.

20



0zmK ‘DD

12 19
EAELVERIEELPEDTVATLLA

IUPRED/ANCHOR

T

Sequence is too short for PONDR/COILED-COIL PREDICTOR

OBSERVATIONS

The second a-helix predicts to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is predicted to
be borderline disordered (IUPred).
Some agreement with VirA °DD

0zmL DD

3 13 16 29
MSREDLATSRKARLSPQKRALLEKLSGAARTSGTTRIPR

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil.

21

RizC ‘DD

37 40
RALVTEAPPRGATQSANGHALEGMSDGNLEELFARLSGVSSQKGEA

PO Seors

£

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is
predicted to be borderline (IUPred) to strongly ordered (PONDR), and not to form a coiled-coil.

RizD "DD

7 42
MPFKNDSALNEFRLLSREEKLORIAALTIEEKKSSAKSAASSEAFA

]

OBSERVATIONS

The predicted a-helix is not predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred) to disordered (PONDR), but to form a coiled-coil.
Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?

23

RhiC ‘DD

53 60
ADNQRTAMAVSPNDLDHAVSAGNNVRGQSRPIEIHPPFADQLEGLFLSGELSIDSLLNIVSPGVAEIR
EVST

OBSERVATIONS
The secondary structure elements are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking

region is predicted to be borderline disordered (PONDR) to ordered (IUPred), and not to form a
coiled-coil.

Poor agreement with VirA ‘DD
RhiD "DD

2 1 19
(M) SSQEFQSIIAGLONRQITVAEAKQRLQRLKAASATLGTEQTEAADKAVSGTGRAQEP

OBSERVATIONS
The first predicted a-helix is predicted to be an interaction region, but the second only weekly. The

docking region is predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR) and strongly predicted
to form a coiled-coil.

Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?

22

Ta-1‘DD

1 35
GNEIQKTVSAGAPAQGEPPSLDELLRQVEAGELDPSVAQQFLTNSQS

OBSERVATIONS
The predicted a-helices are predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is
predicted to be disordered (IUPred) to mixed disordered/ordered, and not to form a coiled-coil.

TaO "DD

55 58
(M) GEGHRIGVLQQPPRGRDCHEADDGSRRI PQPPVPQVGRPGRGAVMTRLE I LOQALOSGRMALADAK
KALAARTEAQVQPED
73

OBSERVATIONS

The predicted a-helices are predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is

predicted to be borderline (IUPred) to mixed ordered/disordered (PONDR), and the second a-helix to
form a coiled-coil.

Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?
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TaiD ‘DD

64
AERTIARDGGRRAAEAARAPDARMASDVAEASVVSEATEASDASEASDASEASEASEASEASKAPADLA
ALLERFRAGQMDLDDIVDLV

74 81 87

T T “‘--‘ /Y \"' i
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Lt lRNRANNEAEREMRA RS
Ewa Psnicuss Vst

OBSERVATIONS
Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted a-helices. The docking
region is not predicted to be disordered (IUPred/PONDR), nor to form a coiled-coil.

Taik "DD

MPRWRPTWLKRLSCPKQPRHPTHPKHPTHPKHPKHPKHPRHPKHPRISRRCSSASARGKWISTTSSTW
FDGDHVNKKDILLAYREGLLDTGSAQRVLDALRERSASAP
76 89 91 103

oia e \ ~

OBSERVATIONS
Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices. The docking region is
predicted to be borderline disordered (IUPred) or ordered (PONDR) and not to form a coiled-coil.

25
Tail ‘DD
ELALARRRAGGAPLPDAE TTATTASASGTAHAPNAAGDAHAPNAAGARAATPAPAENAAGAV
HAARAANPANPATLANPAPGGGVPLDDVLARVHRGELSVEAAEALLAGALG
102 105 117
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OBSERVATIONS

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted a-helices. The docking
region is predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

TaiM "DD

3 16 20 32
MERQNLRNVLERLKAAAIGPDEAKRMLSAARAGDAADKPQPGPAAAAPRDA

i w\b’\ _i

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices (though predicted
binding regions are week). The docking region is predicted to be borderline (IUPred) to strongly
disordered (PONDR), and not strongly predicted to form a coiled-coil.

27

TaiE ‘DD

GTQLGARLPAAQAARAGAFAGVEPGEPDARALPAAARAAAPPAHTDAAAHTDTDALLRATERGELDAG
DADATIWRRMQSRAARPEPLAQP
70 81

OBSERVATIONS
Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted a-helices. The docking

region is not predicted to be somewhat disordered (IUPred) to largely ordered (PONDR), nor to form
a coiled-coil.

Taik "DD

3 11 17 35
(M) RSSKEIFEALRDGRLSREEAHAALRSARAAADAALGASGAFEPRGAEAAGANGAADAGDAASGAS
AANGERAAHAAKTAESAAARADA

rmtiancoon

OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted a-helices (though predicted
binding regions are week). The docking region is predicted to be borderline disordered
(IlUPred/PONDR) and not to form a coiled-coil.
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5923 ‘DD

3 26 32 45 48 51
ARGALAELFAPAIVAAPAQLAN. DASLGDHSAAELARILAHELGGLESRGAL

OBSERVATIONS
The predicted a-helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The docking region is

predicted to be ordered (IUPred) to borderline disordered (PONDR), and not to form a coiled-coil.
Poor agreement with VirA DD

5922 "DD

4
MTDMDKDLLLQSIQTIRELKTRLAQAEQGHH

== i\__
— — in | }
éi ; :I ::w! P " nn.‘.:-u-m' 2 =

OBSERVATIONS

The predicted a-helix is predicted to be an interaction region. The docking region is predicted to be
mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR) but also predicted to form a coiled-coil.
Does not agree with VirFG "DD; may be an alternative type of docking domain?

28



5925 ‘DD

32 39 43
LAANAPAGSAVAEAASVAPAVEATEPAAAPLDTELSEIEGLQDDDLAALLGKEFIRE

OBSERVATIONS

The second predicted o-helix is predicted to be an interaction region (ANCHOR). The docking region
is predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil.

Some agreement with VirA °DD

5924 DD

11 40
MNKPTSSDGWKDDYLSRLSRLSKNQLMALALKLKQQQLEQGPAA

memcon

ot com ratacron
.,‘|'""_""'"i
OBSERVATIONS

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with the predicted a-helix. The docking region
is predicted to be borderline disordered to more ordered (IUPred/PONDR), and not strongly
predicted to form a coiled-coil.

29

OBSERVATIONS

This region forms a coiled-coil (correctly predicted by the coiled-coil predictor). It is also correctly
predicted (ANCHOR) to form an interaction motif, and by both IUPred and PONDR to be disordered
(consistent with its coiled-coil nature).
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CONTROL: CLASS 1A DDs
Key:
Red = a-helices observed in the NMR structure of the DEBS 2 “DD/DEBS 3 "DD complex
= a-helices predicted by PsiPred
DEBS 2 ‘DD
8 20 28 42 61
anseAY D EBREBBRSRAE .= 0cABBSORESSHEREN sk DAPSTS AL S £DAS DESENSH

BBRFGGGEDL
70

mesiiane

OBSERVATIONS

The third docking a-helix is correctly predicted to be interaction region (ANCHOR), and to be
relatively disordered (IUPred/PONDR). The first two a-helices, which form a dimerization motif (four
a-helical bundle), are predicted to be borderline disordered (IUPred) to disordered (PONDR), and to
form a coiled-coil motif.

DEBS 3 "DD
10 34
M5 GDNGH T RS DS ARUREVSHRA E
i

30
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Figure 1. Comparative sequence analysis of docking domains from trans-AT PKS and Class 2 docking
domains. (A) Multiple alignment using ClustalOmega®* of the N-terminal regions of PKS subunits from
trans-AT PKSs (in .), with those of Class 2 N-terminal docking domains of cis-AT PKS.*? The positions
of the two a-helices in the solved structure of the CurH and CurL N-terminal docking domains are
indicated, the second of which forms a coiled-coil. (B) Multiple alignment using ClustalOmega** of the
C-terminal regions of PKS subunits partenering those in (A) (in .), with those Class 2 C-terminal
docking domains of cis-AT. The positions of the two a-helices in the solved structure of the CurG and
CurK C-terminal docking domains are indicated. Only Ta-1 does not align particularly well with the
others.
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lll. Etude d'une enzyme post-PKS impliquée dans la
cyclisation de la lankacidine C

1. Analyse in-silico de la LkcE

La LkcE est une enzyme post-PKS intervenant dans la macrocyclisation de la
lankacidine C. Il est proposé que cette enzyme soit une amine oxydase incorporant un
co-facteur flavinique (Arakawa, et al, 2005). Afin de catalyser la réaction de
cyclisation, la LKkcE permettrait 'oxydation de l'amine en imine, et catalyserait
également la déprotonation du C2 du polykétide, pour activer celui-ci afin de former
une nouvelle liaison C-C. Afin de pouvoir identifier plus facilement les acides aminés
importants pour la catalyse, nous avons cherché d’éventuels homologues. Nous avons
tout d’abord utilisé Psi-Blast afin d’identifier dans les banques de données des
protéines homologues a la LkcE. Trois LkcE présentant entre 99% et 91% d’identité
de séquence ont été identifiés chez des especes de Streptomyces possédant
également le cluster de genes codant la PKS de la lankacidine (S. griseofuscus, S.
cellostaticus, et S. yokosukanensis). Une amine oxydase identifiée chez Hahella
chejuensis présente également une forte identité de séquence avec la LkcE (63%
d’identité). De méme, une LKcE présente chez P. fluorescens, une bactérie ayant un
cluster de génes similaire a celui produisant la lankacidine C chez S. rochei, présente
53% d’identité de séquence. D’autres amines oxydases présentent également une
identité de séquence assez importante avec la LkcE (de 47% a 29 % d’identité). Les
plus proches homologues identifiés au sein de le PDB sont les monoamines oxydases
humaines (MAO) A et B (26% et 27 % d’identité de séquence, respectivement).

Les séquences des plus proches homologues ainsi que des MAO humaines ont
ensuite été alignées en utilisant le serveur ClustalWW de 'IBCP a Lyon (Combet, et al.,

2000), combiné au programme Espript (Robert, et Gouet, 2014) (Figure 72).

Un motif typique de domaine de fixation a été identifié. En effet, un motif consensus
GxGxxG(x)20E est présent dans la séquence de la LkcE de S. rochei (a partir de la
G15.). Ce motif est caractéristique des protéines de la famille des glutarédoxines mais
est également présent chez certaines monoamines oxydases (Dym, et Eisenberg,
2001). .
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Résultats

2. Clonage et purification de la LkcE et des mutants

A) Clonage de la séquence codant la LkcE

A partir de la souche fournie par I'équipe du Pr P. F. Leadlay qui contient le géne
de la LKkcE inséré dans le plasmide pGEX4T-3, une mini-préparation pour récupérer le
plasmide a été réalisée. Une coupure du vecteur par BamHI et Xhol a permis d’exciser
la séquence codante, qui a été ensuite sous clonée dans le pBG102. Une
transformation de bactérie E. coli DH5a a permis de propager ces vecteurs. Le
séquencage des deux plasmides a permis de s’assurer non seulement de la présence

de la séquence codante mais aussi de son intégrité.
B) Purification de la LkcE

Un protocole de purification de la LkcE a été mis au point et comporte 6 étapes :
i) la lyse des cellules par French Press permettant de récupérer environ 2/3 de
'enzyme sous forme soluble ; ii) une chromatographie de pseudo-affinité utilisant le
tag Hiss pour purifier la protéine par chromatographie type chélation de métaux
immobilisés (IMAC) sur colonne nickel par une étiquette Hise ; iii) I'excision par la
protéase rhinovirus humain 3C de la protéine de fusion SUMO taguée Hiss pendant
dialyse ; iv) une seconde utilisation de I'lMAC pour séparer la LkcE de la protéine
SUMO-Hiss, la LkcE n’étant alors pas retenue sur la colonne nickel ; v) dilution de la
protéine dans un tampon de faible force ionique avant [lutilisation d’une
chromatographie échangeuse d’anions Q-sépharose (la LkcE est alors éluée a une
concentration de 400 mM de NaCl) ; vi) une chromatographie d’exclusion stérique sur
colonne Superdex 200 26/60 (la protéine est éluée a 195 mL). La pureté de la protéine
a été suivie a chaque étape par gel SDS-PAGE 12,5%. Ce protocole permet d’obtenir
une protéine trés pure tout en minimisant le temps de purification (2 jours) (Figure 73).
Un rendement moyen de 15 mg/L de culture a pu étre obtenu pour les différentes
purifications de la LkcE. Un dosage spectrophotométriqgue en UV-visible a permis
d’estimer a environ 45 % le pourcentage de protéine ayant incorporé le FAD.

Ce protocole de purification a également été employé pour purifier chacun des
mutants de la LkcE généré plus tard (Y182F, R326L et R326Q).
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chEwt SelLkcE R326Q R326L Y182F
97
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53
- % - - e
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Figure 73 : Analyse par gel SDS-PAGE 12,5% de chaque construction de la LkcE apres
purification.

Nous pouvons voir que la protéine a été purifiee a homogénéité. Seule une seconde bande,
de faible intensité pour la LkcEw: et en plus grande proportion pour la SeLkcE est visible. Celle-
ci pourrait correspondre aux formes oxydées et réduites de 'enzyme ou bien a de la protéolyse
dans I'échantillon.

C) Homogénéité en solution

Dans le but de mener des études structurales sur la LkcE, nous devions nous
assurer que la protéine a bien été purifiée a homogénéité. Pour cela, nous avons utilisé
la diffusion dynamique de la lumiere (DLS). Il s’agit d’'une technique non destructive
trés sensible aux hétérogénéités en solution et permettant d’estimer la qualité de la
protéine purifiée. A l'issu de la purification, la LkcE, ainsi que chacun des mutants, ont
été analysés par DLS (Tableau 1).
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Diametre
Polydispersité hydrodynamique Atténuateur

moyen (en nm)

LkcEwt 0,016 7,977 8
SelLkcE 0,051 7,979 8
LkcE Y182F 0,020 7,668 8
LkcE R326Q 0,076 8,029 9
LkcE R326L 0,101 8,416 9

Tableau 1 : Données DLS obtenues apreés purification de la LkcEu:, la SeLkcE et des
mutants Y182F, R326Q et R326L.

La valeur de I'indice de polydispersité n’excéde pas 0,1, ce qui démontre 'homogénéité de la
solution protéique. De plus, la valeur du diametre hydrodynamique moyen reste constante. La
valeur d’atténuateur rend compte de la concentration de la solution protéine.

La présence d’un pic unique et fin, ainsi qu’un indice de polydispersité compris
entre 1 a 10 % montre que chaque version de LKkcE a bien été purifiée a homogénéité
et que la protéine n’agrege pas dans son tampon apreés filtration sur gel. La qualité des

échantillons était donc amplement suffisante pour procéder a des études structurales.

D) Vérification de I'intégrité de la LkcEw: et caractérisation de
la nature du co-facteur flavinique

Une chromatographie en phase reverse C8 en présence de 0,1% de TFA a permis
de séparer 'enzyme de son cofacteur, indiquant que ce dernier n’est pas lié
covalemment a I'enzyme. Les deux ont été analysés par spectrométrie de masse en
condition dénaturante par ionisation en électrospray (ESI) (F. Dupire, Service Commun
de Spectrométrie de Masse de la Faculté des Sciences et Technologie de I'Université
de Lorraine). La masse moléculaire obtenue par déconvolution (spectre en mode
positif) pour la protéine est 49 289,3 Da (Figure 74A) ce qui correspond a la masse
théorique (49 289,4 Da). En ce qui concerne la flavine, une masse moléculaire de
785,1 Da a été obtenue (Figure 74B), ce qui correspond a la masse molaire du FAD
(785,5 Da) et non a celle du FMN (456,3 Da). On peut donc affirmer que la LkcE a
intégreé le FAD comme co-facteur.
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Figure 74 : Détermination de la nature du co-facteur flavinique par spectrométrie de
masse (ionisation électrospray).
A : Spectre de masse déconvolué correspondant a la fraction de chromatographie en

phase contenant la LkcE.
Une masse moléculaire de 49 289,3 Da a été déterminée (la masse moléculaire théorique de

la LkcE étant de 49 289,4 Da).

B : Spectre de masse de la fraction contenant le co-facteur.
On détermine une masse moléculaire de 785,1 Da (m/z = 784,1 en mode négatif),
correspondant a celle du FAD (785,5 Da).
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3. Etude structurale de la LkcE

A) Criblage des conditions de cristallisation de la LkcEw: et
cristallisation de la Se-LkcE

Afin d’identifier les conditions permettant d’induire la cristallisation de la LkcEws,
nous avons criblé un grand nombre de conditions de cristallisation a I'aide des screens
commerciaux Morpheus, Wizard, SaltRX, PGA Screen, PEG/lon Screen, HR, et Index.
Ces screens ont été utilisés a deux concentrations en LkcE différentes. A 10 mg/mL,
de forts précipités amorphes ont été obtenus dans de trés nombreuses gouttes,
signifiant que la protéine était trop concentrée et/ou faiblement soluble. Nous avons
donc divisé la concentration protéique par deux. Une condition dans le screen Index a
alors permis I'apparition de cristaux : 25% PEG 3350, 0,2 M d’acétate d’ammonium et
0,1 M Bis Tris (pH 6,5). Ces premiers cristaux se présentaient sous la forme de
plaquettes collées les unes aux autres d’environ 150 uym dans la plus grande
dimension (Figure 75A). Il est a noter que ces premiers cristaux ont été obtenus lors
de mon stage de Master 2 sur une protéine qui n'avait pas eu d’étape de

chromatographie d’exclusion stérique.

Nous avons reproduit la condition en boite Linbro en utilisant la technique de la
goutte suspendue. Nous avons alors fait varier la concentration de PEG 3350 de 17%
a 30% et le pH de 6,0 a 7,0. Des cristaux ont été obtenus pour des concentrations en
PEG 3350 allant de 25% a 30%, pour démontrer la reproductibilité de la cristallisation.
En revanche, il s’agissait toujours de cristaux multiples (Figure 75B). Ces résultats
suffisamment prometteurs nous ont menés a produire de la protéine séléniée (SeLkcE)
pour tenter d’'améliorer les cristaux d’'une part et de phaser d’autre part, puisque le plus
proche homologue dans la PDB (1GOS) de LkcE ne présente que 18,7% d’identité de

séquence.
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100 um

Figure 75 : Premiers cristaux obtenus pour la LkcE.

A : Cristaux en screen haut débit de cristallisation. Ces cristaux ont été obtenus en
nanogouttes dans le kit de cristallisation Index. La solution de cristallisation permettant
I'obtention de ces cristaux contient 25% PEG 3350, 0,2 M d’acétate d’ammonium et 0,1 M Bis
Tris (pH 6,5).

B : Cristaux en goutte suspendue. Les cristaux ont été reproduits en boite Linbro en plus
grand volume (3 uL). Une gamme de pH (de 6,0 a 7,0) et de concentration en PEG 3350 (de
17,5% a 30%) a permis de comprendre I'effet du pH et de la concentration en agent précipitant.
La goutte de la photographie est celle contenant la solution de cristallisation composée de
25% PEG 3350, 0,2 M d’acétate d’ammonium et 0,1 M Bis Tris (pH 6,5).

Des essais de cristallisation avec les screens commerciaux ont alors été menés
avec la SeLkcE pour a la fois vérifier si celle-ci cristallise dans la méme condition que
la LkcEw: et si une autre condition de cristallisation conduit a des cristaux moins
multiples. Malheureusement, aucun cristal n’a été obtenu en nanogouttes, et ce quel

que soit les concentrations de SeLkcE utilisée (5, 8 ou 10 mg/mL).

Nous avons alors fait des gammes en boite Linbro en faisant varier les
paramétres susceptibles de cristalliser la protéine séleniée a partir des conditions de
cristallisation de la protéine native, a savoir: la concentration en protéine, en agent
précipitant et en sel, ainsi que le pH. De la méme fagon, nous avons fait varier la
présence ou non des deux analogues de substrat (EMAA et DATD), ainsi que leur
concentration. Nous avons obtenu un seul cristal prismatique, d’environ 150 ym par

100 um dans la condition suivante : 28% PEG 3350, 200 mM acétate d’ammonium
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200 mM, 0,1 M Bis Tris (pH 6,5), SeLkcE (8 mg/mL) et DATD (5 mM) (Figure 76). Ce
cristal a donc été obtenu en présence de I'un des deux analogues de substrat, le
DATD.

Figure 76 : Photographie du cristal de SeLkcE monté sur une boucle.
Cette photographie a été prise au synchrotron SOLEIL, sur la ligne de lumiére Proxima 2. Le
carré bleu représente la taille du faisceau de rayon X.

Ce cristal a été congelé en flux d’azote gazeux en utilisant 30% d’éthylene glycol
comme cryo-protectant, puis stocké dans I'azote liquide pour la mission synchrotron.
Les données de diffraction ont ensuite été enregistrées au synchrotron SOLEIL, sur la

ligne Proxima 2.
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B) Phasage SAD et construction du premier modele

Un jeu MAD a été collecté sur la ligne Proxima 2. Pour cela, le seuil d’absorption du

diffuseur anomale a toujours d’abord été enregistré (Figure 77).

1.6

MCA counts
o
o0

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Energy +1.262e4

| . B \\// -

AT 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
Energy +1.262e1

Figure 77 : Mesure du seuil d’absorbance du sélénium.
Le pic d'absorbance se situe a 12,660 keV, ce qui correspond a une longueur d'onde de
0,9793 A.

Les clichés ont été enregistrés sur 360° avec une oscillation Ao de 0,5° par image.
Les données ont été indexées en utilisant le programme XDS, avec les parameétres de
maille 125,1 A, 125,1 A, 154,6 A, 90,0° 90,0° 90,0°. Le groupe d’espace tétragonal a
pu étre déterminé au vue des extinctions systématiques ; il s’agit du P41212 (92). Les
données ont ensuite été intégrées avec XDS jusqu’a une résolution de 3,3 A, puis
mises a I'échelle avec le programme XSCALE. Le contenu de la maille a été évalué
grace au calcul du coefficient de Matthews (Matthews, 1968), pour un pourcentage de

solvant de 60% avec deux molécules dans l'unité asymétrique.

Les phases ont été déterminées par SAD en utilisant uniguement le jeu de
données du peak. Pour cela, la suite SHELX-CDE a été utilisée en utilisant les
parameétres déterminés grace au calcul du coefficient de Matthews. La position des
atomes de sélénium et la main a été déterminée grace a SHELX-D. L’affinement des
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coordonnées des atomes de Se a été réalisé avec SHELX-E, ainsi que la
détermination des premiéres phases. Les phases ont ensuite été améliorées par
aplatissement de solvant avec le programme PARROT. La carte de densité obtenue a
3,3 A de résolution était de qualité suffisante pour identifier les éléments de structure
secondaire dans la protéine.

Cette source de phase, a permis de construire un premier modéle de la structure
en utilisant le programme de construction automatique Bucaneer. Celui-ci est
particulierement efficace pour construire dans des cartes de densité électronique a
basse résolution (>2,5 A). Bucaneer est parvenu a construire 76% de la protéine, soit
672 résidus sur les 884 acides aminés composant la séquence. Cependant le
programme commet de nombreuses erreurs qu’il a fallu corriger, et il a fallu en plus de
construire les résidus manquants. Aprés plusieurs cycles d’affinement, les statistiques

sont présentées dans le Tableau 2.

Groupe d’espace P41212 (92)
Paramétre de maille (A) 125,1 125,1 154,6 90,0 90,0 90,0
Ligne de lumiere Proxima Il
Longueur d’'onde 0,9793
Résolution 20-3,3 A
Complétude 100% (100%)
Réflexions observées 210 559 (46 298)
Réflexions uniques 49 383 (10 724)
Redondance 4,26 (4,32)
/ol 10,63 (2,36)
Signal anomal 1,523 (0,728)
Rmerge (%) 13,8 (71,8)
Nombre de molécules dans 'unité 2 (1 dimére)
asymeétrique

Pourcentage d’acides aminés 80 % (362 résidus)
modélisés

R factor 0,33
Riree 0,37

Tableau 2 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure de la
SelLkcE.
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Un certain nombre de résidus sont absent de la densité électronique dans des
boucles trop flexibles pour pouvoir étre construites.

C) Cristallisation de la LkcE avec analogues de substrat et
construction du modéle

a. Obtention de cristaux monocliniques

Pour améliorer la qualité de la densité électronique, de nombreux essais de
cristallisation ont été menés pour obtenir des cristaux qui diffractent mieux que la
protéine séléniée. En paralléle, nous avons donc affiné les conditions de cristallisation
de la LkcE, en présence des deux analogues de substrat (EMAA et DATD a 10 mM).
Ces cristaux ont été obtenus en changeant le contre ion de 'ammonium. Ainsi I'acétate
d’ammonium a été remplacé par du formate d’ammonium. Des cristaux, peu
reproductibles, sous forme de plaquettes plus ou moins épaisses, ont pu étre obtenus
dans la condition suivante : 24 a 26% PEG 3350, 400 mM formate d’ammonium, 100
mM Bis Tris (pH 6,4 a 6,6), 2,5 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) en utilisant
une concentration en protéine de 5 a 7 mg/mL (Figure 78). Les cristaux ont été

congelés en flux d’azote, en utilisant 30% d’éthyléne glycol comme cryo-protectant.

Des données de diffraction ont été enregistrées jusque 2,65 A sur la ligne de
lumiere Proxima 1. Une analyse du contenu de la maille grace au coefficient de
Matthews laissait présager la présence de 4 dimeres dans l'unité asymétrique avec

45% de solvant, ou bien 3 dimeres dans l'unité asymétrique avec 59% de solvant.
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Figure 78 : Photographie des cristaux de LkcE en présence des deux analogues de
substrat.

Ces cristaux sont sous la forme de plaquette, ici relativement épaisse, d’environ 150 um/100
um obtenus respectivement dans les conditions : (A) 24% PEG 3350 et (B) 26% PEG 3350,
400 mM formate d’ammonium, 100 mM Bis Tris (pH 6,5), 2,5 mM TCEP.

Les données ont été phasées par remplacement moléculaire en utilisant le
programme Phaser MR avec pour modéle la structure de la SelLkcE. Par
remplacement moléculaire, la solution avec 8 molécules (4 diméres) dans l'unité
asymeétrique présente les meilleures statistiques. En effet, Phaser MR n’évalue pas les
solutions proposées en termes de facteur R, mais par un score qui rend compte de la
probabilité des solutions. Seules les solutions dont le Z-score est supérieur a 6 sont
conservées, les autres étant jugées improbables. Pour la fonction de rotation, huit
solutions avec des valeurs de Z-score de 14,2 a 23,49 ont été conserveées. La fonction
de translation était tout aussi contrastée, et huit solutions de Z-score compris entre
35,8 et 44,0 ont été retenues. Ceci a permis d’obtenir une carte de densité parfaitement
interprétable et en adéquation avec la structure de la SeLkcE utilisée comme modele
pour le remplacement moléculaire, attestant également de la réussite du phasage.

Suite au phasage, la construction a été effectuée manuellement avec le
programme Coot, en prenant comme base, pour chacune des 8 chaines, le modéle
construit pour la SeLkcE. Ce jeu de données, a plus haute résolution (2,65 A), a permis
de construire les résidus manquants sur le modele précédent. En revanche, la boucle
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132-141 n’a pas pu étre construite dans aucune des 8 chaines, ainsi que la boucle
235-240 dans certaines chaines peptidiques. De plus, bien que la LkcE ait été co-
cristallisée avec 10 mM de chacun des deux analogues de substrat, aucune densité
électronique interprétable n’est présente au sein du site actif de I'enzyme. Nous

n’avons donc pas pu positionner les analogues de substrat.

A ce stade I'affinement les statistiques du jeu de données sont les suivantes
(Tableau 3) :

Collecte du jeu de données

Groupe d’espace P21 (4)

Dimensions de la maille

T

a, b, c (A) 136,55 ; 68,8 ; 190,03
a, B,y (%) 90,0 ;96,5 ;90,0
Résolution (A) 48-2,65 (2,8-2,65)
Rmerge 0,088 (0,579
l/o(l) 13,61 (2,80

Complétude (%)

Réflexions observées

387 798 (58 706

Réflexions uniques

102 500 (15 429

)
)
99,8 (99,8)
)
)
)

Redondance 3,8 (3,8
Affinement
Résolution (A) 48-2,65
Nombre de réflexions
Working set 102499
Test set 5116
Rwork/Riree 0,264/0,303
Déviations quadratiques
moyennes
Longueurs de liaison (A) 0,008
Angles de liaisons (°) 1,12

Tableau 3 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure de la
LkcEu..
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b. Obtention de cristaux tétragonaux pour la protéine native

Dans 'espoir d’obtenir des données a plus haute résolution et moins de molécules
a affiner dans l'unité asymétrique, nous avons tenté de reproduire le cristal tétragonal.
En paralléle, la purification de la LkcE a été optimisée par I'ajout d’une étape de
chromatographie par exclusion de taille. Alors que la protéine ainsi purifiée ne
cristallisait pas dans les conditions précédentes, I'utilisation des screens commerciaux
a permis d’identifier une condition dans le screen JCSG+ (14,4% PEG 8000, 20%
glycérol, 160 mM acétate de calcium, 80 mM cacodylate de sodium (pH 6,5)) qui a
permis I'obtention de cristaux. Ces cristaux trés prismatiques (Figure 79) étaient bien
plus prometteurs que les cristaux obtenus jusqu’alors et laissaient présager un

changement de groupe d’espace.

En effet, nous avons pu obtenir des cristaux reproductibles dans 13 a 17 % de
PEG 8000, cacodylate de sodium ou BES pH 6,3 a 6,7, pour des ratios
protéine/solution de cristallisation 2/1 et 3/1. Une concentration en LkcE de 5 a
8 mg/mL a permis l'apparition de cristaux, avec une concentration optimale de

6 mg/mL. Ces cristaux ont été également obtenus co-cristallisant avec les deux

analogues de substrat.

Figure 79 : Photographie des cristaux de LkcE.

Ces cristaux ont été obtenus en utilisant la solution de cristallisation suivante : PEG 8000 (13
a 17%), 160 mM acétate de calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de sodium (pH 6,3 a
6,7).
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Des données de diffraction ont été enregistrées sur la ligne de lumiere Proxima 1
jusqu’a une résolution de 2,8 A. Aprés indexation, nous avons pu déterminer qu’il
s’agissait du groupe d’espace P41212 (92). Il s’agit donc du méme groupe d’espace et
de la méme maille que le cristal de SeLkcE. Une analyse du contenu de la maille a été
réalisée en calculant le coefficient de Matthews. Celle-ci est encore une fois identique
au cristal de la protéine séléniée puisque l'unité asymétrique est composée de 2
molécules et de 60% de solvant. La phase a été résolue par remplacement moléculaire
avec le programme Phaser MR, en utilisant cette fois la chaine la plus compléte
construite dans le jeu de données a 2,65 A de résolution. Pour la fonction de rotation,
trois solutions ont été conservées, dont deux ayant un Z-score supérieur a 7. La
fonction de translation est quant a elle davantage contrastée. Deux solutions de Z-
score 13,78 et 8,13 ont initialement été retenue puis seule la premiéere solution a été
conservée pour phaser.

Plusieurs cycles de construction manuelle suivis d’affinement grace au programme
Buster ont été effectués, permettant de mettre en évidence une densité électronique
dans le site actif de chague monomere. Elles ont été attribuées au DATD pour la
chaine A et a 'lEMAA pour la chaine B. L’ambigulité quant a la présence et au
positionnement de ces deux analogues a été levée grace a la réalisation d’'une omit-
map. Cette derniére a été réalisée en supprimant les deux analogues du fichier PDB
et en lancant un cycle d’affinement a 'aide de Buster. Ainsi, si la densité électronique
perdure, c’est qu’elle n'a pas été introduite par un biais du modéle. On note que la
densité électronique correspondant a 'lEMAA au sein du site actif du monomeére B est
moins bien définie que celle correspondant au DATD dans le site actif du monomére
A. En effet, elle apparait continue a une valeur de ratio signal sur bruit (I/01) faible (carte

2Fo-Fc contourée a 0,8 o).

Les statistiques du jeu de données aprés affinement sont les suivantes (Tableau
4):
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Collecte du jeu de données

Groupe d’espace

P41212 (92)

Dimensions de la maille

T

a, b, c (A) 125.55, 125.55, 156.65
a,B,v (%) 90.0, 90.0, 90.0
Résolution (A) 49-2.8 (2.9-2.8)
Rmerge 0.051 (0.563
l/o(l) 22.37 (3.82

Complétude (%)

Réflexions observées

257 311 (35 009

Réflexions uniques

26 112 (3 542

)
)
99.9 (100)
)
)
)

Redondance 7.35(10.03
Affinement
Résolution (A) 49-2.80
Nombre de réflexions
Working set 35112
Test set 1 848
Rwork/Riree 0.192/0.222
Déviations quadratiques
moyennes
Longueurs de liaison (A) 0.010
Angles de liaisons (°) 1.20

Résultats

Tableau 4 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure de Ila
LkcEw: en complexe avec les deux analogues de substrat.

Le DATD est positionné au sein du site actif de 'enzyme, a proximité du FAD. II
est principalement maintenu dans le site actif de I'enzyme par des interactions
hydrophobes avec la Y168, la Y182, la L185, la L364 et la V396, le groupement méthyl
de la T397 et le FAD (Figure 80). Une liaison hydrogene est également possible entre
la T397 et la fonction amine du DATD. L’EMAA est également stabilisé au sein du site
actif du monomere B par des interactions de type hydrophobe (L70, Y168, Y182, L191,
W200, T397) (Figure 81). En revanche, la position de TEMAA et du DATD au sein du

site actif de chague monomére se superpose.
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Figure 80 : Vue du DATD au sein du site actif du monomére A de la LkcE.

Seuls les résidus ayant un atome a moins de 5 A du DATD sont représentés et les résidus
pouvant étre impliqués dans la stabilisation du DATD sont numérotés. Le FAD est représenté
en jaune, le DATD en cyan et la LkcE en bleu.

H
L70

W200
L191
y n-

” s1a6 Y168

Y182
L367

Figure 81 : Site de fixation de 'TEMAA. .

Seuls les résidus ayant un atome a moins de 5 A du DATD sont représentés et les résidus
pouvant étre impliqués dans la stabilisation du DATD sont numérotés. Le FAD est représenté
en jaune, le DATD en cyan et la LkcE en bleu.
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Sur la base de la structure de la LkcE en P21, nous avions identifiés des résidus
du site actif pouvant étre impliqué dans la catalyse. En effet, la catalyse nécessiterait
en principe la présence d’un catalyseur base (voir introduction Figure 51). Il y aurait
egalement besoin de la présence d’un autre résidu pour stabiliser 'imine formée, voire
d’un troisieme résidu pour stabiliser I'’énolate produit durant la catalyse. Sur la base
des structures, nous avons donc décidé de produire les mutants Y182F, la tyrosine
pouvant jouer le catalyseur base, R326L et R326Q). Les mutants de la R326 ont été
réalisés deés la résolution de la structure de la SeLkcE. Il a été surprenant de voir les
analogues de substrat étre fixé dans le site actif a une distance de la R326 trop grande
pour qu’elle puisse jouer un rble dans leur fixation. Cependant, ce résidu pourrait tout
de méme étre impliqué soit dans la fixation du substrat soit dans la stabilisation de
I'énolate formé durant la catalyse. Les mutants de ce résidu ont continué a étre utilisés
pour la suite du projet. Le but était de rendre la LKcE inactive afin de pouvoir espérer

co-cristalliser le substrat dans le site actif de 'enzyme.

D) Caractérisation structurale du mutant R326Q de la LkcE
trempé avec le LC-KA05

a. Cristallisation des mutants, collecie de données et

affinement de la structure du mutant R326Q en complexe

avec le substrat natif

Des gammes de cristallisation ont été menées sur chacun des trois mutants. Ces
gammes ont permis d’obtenir des cristaux du mutant Y182F. Ces cristaux ont été
obtenus dans les conditions suivantes : 16 a 18 % PEG 8000, 160 mM acétate de
calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de sodium, pH 6,5 a 6,7.

En revanche, seuls des cristaux de mauvaise qualité ont été obtenus pour les
mutants R326L et R326Q. Nous avons alors entrepris d’obtenir des cristaux par micro-
seeding en utilisant des germes cristallins provenant des cristaux broyés obtenus pour
la LkcEwt. Ces cristaux étaient trés prismatiques et d’'une taille de 100 um a 300 um.
Dés lors, les cristaux de LkcEw: et du mutant Y182F ont été obtenus de la méme
maniére. La solution de stabilisation des seeds est composé de 15% PEG 8000, 160
mM acétate de calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de sodium, pH 6,5 ou pH 6,6.
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La solution de cristallisation contenue dans les puits est composée ou non de PEG
8000 (0% a 5%), 160 mM acétate de calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de
sodium (pH 6,5).

Suite a I'extraction du milieu de culture permettant la croissance de la souche de
S. rochei délétée pour la LKcE (voir section matériel et méthodes), seule une faible
quantité de substrat a pu étre purifiée par le laboratoire de chimie allemand du Pr A.
Kirschning (2 fois 8 mg). lls ont également pu mettre en évidence une dégradation du

LC-KAO5. En effet, un départ du groupement acétate a pu étre constaté. Celui-ci peut

étre d0 a deux réactions possibles (Figure 82).

HO HO
A T, 1,
HN™ "0 HN™ "0

Figure 82 : Réactions de dégradation du LC-KAO05.

A : Une base déprotonne le carbone adjacent a I'acétate, ce qui conduit a I'élimination du
groupement acétate sous forme de base conjuguée et la formation d’'une double liaison C6-C7.
B : Deuxiéme mécanisme dans lequel le LC-KA05 est désacétylé par une molécule
d’eau. |l en résulte la formation d’acide acétique et d’'un hydroxyle au niveau du C7, qui est
plus stable que le groupement acétate.

Afin d’économiser le substrat en vue d’études cinétiques, et pour éviter sa
dégradation dans la condition de cristallisation, aucun essai de co-cristallisation n’a
été mené. Seuls des trempages des cristaux de 'enzyme sauvage et des trois mutants
avec le LC-KAO5 ont été entrepris. Les cristaux ont été trempés dans une solution
stabilisante a laquelle a été ajouté 30 mM de LC-KAOQ5, dissous dans I'éthyléne glycol
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(ce dernier jouant le rGle de cryo-protecteur). Les cristaux ont été trempés sur des

temps assez courts, de 5 s a 20 minutes.

Les données de diffractions ont été enregistrées sur la ligne Proxima1i et plusieurs
jeux de données ont pu étre collectés sur chacun des mutants. Ces données ont été
phasées avec Phaser MR et les cartes de densité ont été calculées pour chaque jeu
de données. Les cristaux du mutant R326Q ont résisté a des temps de trempage assez
longs (jusque 20 minutes). Pour les jeux de données avec des trempages de 10
minutes et de 20 minutes, une densité électronique est présente et interprétable
comme étant le substrat de I'enzyme au sein du site actif. Seul le mutant R326Q a
permis I'observation du substrat dans le site actif de I'enzyme. Le cristal trempé durant
20 minutes a diffracté a 2,9 A de résolution, alors que celui trempé durant 10 minutes
a diffracté a 2,5 A de résolution. Nous avons donc utilisé ce dernier jeu de données

pour la construction et I'affinement.

Nous avons utilisé la structure de la LkcE en complexe avec les analogues de
substrat pour phaser en utilisant Phaser MR. La fonction de rotation présentait des
Z-score peu élevés mais bien contrastés (deux solutions a 6,25 et 6,48 alors que les
autres solutions sont inférieures a 4,5) et la fonction de translation était également trés
contrastées avec des valeurs de Z-score pour les deux solutions initialement retenues
de 14,06 et 13,42.

Le processus d’affinement de ce jeu de données a été effectué a I'aide du logiciel
Buster. Seuls quelques cycles d’affinement sont encore nécessaires afin de
positionner correctement les dernieres molécules de solvant. A ce stade, les

statistiques étaient les suivantes (Tableau 5) :
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Collecte du jeu de données

Groupe d’espace

P41212 (92)

Dimensions de la maille

T

a, b, c(A)

125.55, 125.55, 156.65

a, B,y (°)

90.0, 90.0, 90.0

Résolution (A)

49-2.50 (2.65-2.5)

Rmerge 0.059 (0.686)
l/o(l) 17.79 (2.26)
Complétude (%) 99.4 (98.6)

Réflexions observées

192 950 (30 692

Réflexions uniques

)
43 804 (6902)

Redondance 4.4
Affinement
Résolution (A) 49-2.50
Nombre de réflexions
Working set 41586
Test set 2189
Rwork/Riree 0.213/0.249
Déviations quadratiques
moyennes
Longueurs de liaison (A) 0.010
Angles de liaisons (°) 1.17

Résultats

Tableau 5 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure du
mutant R326Q en complexe avec le substrat.

La qualité de la structure a été vérifiée grace a MolProbity (Figure 83). Les
parameétres géomeétriques ne sont pas parfaits et doivent étre légérement améliorés
avant d’envisager un dép6ét sur la PDB.
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All-Atom |C1ash5core. all atoms |4. 1 |99'h percentile” (N=271, 2.504A + 0.254)

Contacts |C1a5hscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A} per 1000 atoms.
[Poor rotamers [0 [414% [Goal: <0.3%
[Favored rotamers [634 [87.45% [Goal: >98%
[Ramachandran outliers l2 [0.24% [Goal: <0.05%

Protein [Ramachandran favored [s21 [96.47% [Goal: >98%

Geometry [MotProbity score” [1.89 o7 percentile’ (N=6960, 2. 504 = 0 254)
[CB deviations >0.254 [2 [0:26% [Goal: 0
[Bad bonds: [1477022 [p:20% [Goal: 0%
[Bad angles: [54/9535 [057% [Goal: <0.1%

Peptide Omegas |Cis Prolines: |0 /44 |0,00% |Expe::ted =1 per chain, or =5%

Figure 83 : Résultat de I’analyse de la structure du mutant R326Q par MolProbity.

Le MolProbity score combine le clashscore, I'évaluation du Ramachandran, I'analyse des
rotameres, en un score qui est normalisé par la résolution du jeu de données de diffraction.
Le pourcentage est donné par rapport aux autres structures de résolution comparables (100%
est le meilleur, 0% le moins bon).

b. Analyse de la structure

La LkcE s’organise en dimére avec une surface d’interaction importante de 1273
Az entre les deux monoméres (calculée grace au logiciel PISA (Krissinel, et Henrick,
2007)). Cette interface implique 34 a 38 résidus de chaque monomere. Chaque chaine
peptidique est composée de 438 résidus, dont 431 ont pu étre construits pour le
monomere A et 428 pour le monomeére B. En effet, les deux résidus en N-terminale de
la chaine A et les résidus 133—138 situés dans une boucle flexible, n’ont pas pu étre
construits, de méme que les trois premiers acides aminés et les résidus 132-139 de
la chaine B. La LkcE comporte deux domaines : un domaine de fixation du FAD
partageant de fortes similarités avec d’autres domaines analogues des monoamines
oxydases et polyamines oxydases (Binda, et al., 2001), et un domaine catalytique. Le
domaine de fixation différe d’'un domaine Rossmann fold par la topologie des éléments
de structures secondaires. Le domaine est formé par les résidus 1-45, 70-83,
206-279 et 368-438. Les résidus composant ce domaine de fixation du FAD sont
davantage conservés que ceux composant le domaine catalytique (Figure 72). Le
domaine est constitué d’un feuillet B central composé de 4 brins paralléles qui est
flanqué de 8 hélices a et d’'un autre feuillet  composé de 3 brins antiparalléles. Ce
domaine sert a l'interaction avec le FAD, et notamment la partie adénosine du FAD
(Figure 84). Le serveur DALI (Holm, et Rosenstrdm, 2010) a permis d’identifier des
repliements similaires a celui de la LkcE. Ainsi cette derniere présente un repliement
assez caractéristique des amines oxydases. Les structures les plus proches sont
celles d’'une PUFA (polyunsaturated fatty acid) isomérase de Propionibacterium acnes
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(PDB : 2BAB) (Liavonchanka, et al., 2006), d’une protoporphyrinogéne oxidase de
Bacillus subtilis (316D) (Qin, et al., 2010), d’'une nicotine oxydase de Paenarthrobacter
nicotinovorans (3NG7) (Kachalova, et al., 2011) et la MAO A humaine (2BXR) (De
Colibus, et al., 2005). Bien que le repliement soit sensiblement identique, un
alignement de structure deux a deux sur les Ca en utilisant ProSMART (Nicholls, et
al., 2012) a permis de déterminer des RMSD de 10,7; 7,5; 10,1 et 13,5 A

respectivement sur 'ensemble des Ca.

Figure 84 : Structure du mutant R326Q de la LkcE.
Le domaine de fixation du FAD est coloré en rouge, le reste de la protéine en bleu et le FAD
en jaune.

Le co-facteur est stabilisé via un grand nombre de liaisons hydrogéne impliquant
notamment les résidus suivants : G17 (N), S18 (N et OG), H44 (N et ND1), E64 (N),
H65 (N et O), V228 (0O), H257 (NE2), T392 (N), H399 (N et ND1). Quatre molécules
d’eau servent également a fixer le FAD, de méme que des interactions hydrophobes
avec le noyau isoalloxazine (W200, F345, V63, V284) (Figure 85).
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Figure 85 : Représentation du site de fixation du FAD.
Le FAD est représenté en jaune, la LkcE en vert, et les molécules d’eau par une étoile noire.
Les liaisons hydrogene possibles sont représentées par un trait en pointillés jaune.

Le domaine catalytique est composé d’un long feuillet B composé de sept brins
majoritairement antiparalléle (seul deux brins sont parallele). Alors que cing des brins
sont composés de 4 a 6 résidus, deux brins sont composés de 9 et 10 résidus. Ces
deux derniers brins se situent a proximité du FAD et interviennent dans la fixation du

groupement isoalloxazine du FAD. Deux feuillets B supplémentaires composés de
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deux brins chacun, ainsi que quatre hélices o composent également ce domaine. Le
substrat de lI'enzyme est également présent au site actif, bien que la densité
correspondant au substrat soit Iégérement moins explicite dans la chaine B que dans
la chaine A. Néanmoins, le LC-KAO05 a pu étre positionné dans la densité et une omit
map a permis de confirmer la présence du substrat. Celui-ci est sous forme linéaire
dans le site actif, un état qui reflete probablement le premier stade de la catalyse
(fixation du substrat dans le site actif et/ou oxydation de 'amine). A ce stade, la fonction
amine et le carbone 2 du LC-KAOS5 sont trop éloignés pour que la réaction de

cyclisation puisse s’effectuer.

Le substrat interagit avec les acides aminés du site actif a la fois par des
interactions de type hydrophobe et par interactions électrostatiques. La longue chaine
aliphatique du polykétide est fixée par la Y168 avec laquelle elle interagit par stacking,
la Y182, L185, le W200, la V396 et le méthyl de la T397. Il est a noter que le
groupement hydroxyle de la Y182 pointe vers une partie du substrat (Figure 87).

Les interactions électrostatiques impliquent, quant a elles, la N179 qui établit une
liaison hydrogéne avec la fonction cétone du C3 (voir Figure 86 pour la nomenclature
des atomes du LC-KAQ05), la Q428 qui pourrait étre impliquée dans une liaison
hydrogéne avec la fonction acétate, et le NH peptidique de la T397 qui forme une
liaison hydrogéne avec la fonction ester du C1. Le groupement hydroxyle du C24
interagit avec 'E64 et par la Q326. Ceci permet de positionner la fonction amine trés
proche de l'azote réactif du noyau isoalloxazine du FAD pour que la réaction
d’oxydation puisse avoir lieu. Deux molécules d’eau, trés bien positionnées au sein du

site actif, permettent également de fixer le substrat (Figure 87).

Figure 86 : Nomenclature des atomes du LC-KAO05 (tiré de Arakawa et al., 2005)
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r
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180°

Y182 Y168

Figure 87 : Représentation du site actif du mutant R326Q en complexe avec le LC-KAO05.
Le substrat est représenté en cyan, 'enzyme en vert, le FAD en jaune, les molécules d’eau
par des étoiles noires et les liaisons hydrogénes par des pointillés jaune. De nombreux résidus
sont impliqués dans la fixation du substrat au sein du site actif.
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Dans cette conformation, le site actif est relativement fermé et peu de place est
disponible pour permettre la présence d’une molécule cyclique. Cependant, dans la
structure de la LkcEw: en P21 (sans molécule au sein du site actif), deux conformations
pour le W200, ainsi que pour la boucle 62-71 étaient présentes, laissant penser qu'un
réarrangement du site actif est possible et qui pourrait étre induit par la formation de
l'imine.

Deux canaux de solvant sont présents au sein de I'enzyme : 'un des canaux
constitue le site de fixation du FAD (le FAD étant incorporé lors du repliement de

'enzyme), et 'autre canal sert a I'entrée et la sortie du substrat (Figure 88).

Figure 88 : Représentation en surface du mutant R326Q de la LkcE, permettant de
visualiser les canaux d’entrée du substrat (A) et du FAD (B).
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E) Co-cristallisation de chaque mutant et ’enzyme wt avec le
LC-KAO05 afin d’obtenir le produit dans le site actif

Dans le but d’obtenir la structure de 'enzyme avec le produit de la réaction au sein
du site actif, 'enzyme sauvage et les deux mutants de la R326 ont été mis en présence
du substrat durant 2 h a 4 °C afin de permettre une catalyse. Puis la protéine a été
cristallisée par micro-seeding. Des cristaux ont été obtenus pour chacune des
protéines, dans les mémes conditions que les cristaux destinés au trempage avec le
substrat. Les cristaux ont été congelés et plusieurs jeux de données par construction

ont été enregistrés sur la ligne Proxima.

Malgré la quantité de jeux de données enregistrés provenant de conditions de
cristallisation différentes, aucun n’a permis d’identifier un éventuel produit ou méme le
substrat dans le site actif de I'enzyme. Seule une densité électronique affinée comme
une molécule d’Oz2 est présente a proximité de I'azote réactif du FAD. L’enzyme a en

effet pu réagir avec le substrat et éjecter le produit de la réaction.

4. Mise au point du test d’activité de la LkcE et de la

détermination des parametres cinétiques

A) Test d’activité de la LkcE avec les analogues de substrat
(DATD et EMAA)

Nous avons tout d’abord voulu connaitre la capacité de I'enzyme a accepter une
large variété de substrat et a catalyser des réactions variées (en l'occurrence, une

condensation au lieu d’'une cyclisation).

Dans un premier temps, nous avons tenté de détecter les deux analogues et
I'éventuel produit formé par chromatographie en phase reverse. Un test a tout d’abord
été effectué en injectant le DATD sur C18 en appliquant un gradient croissant
d’acétonitrile pour I'élution. Le DATD est sorti a la fin du gradient (70% environ
d’acétonitrile). EMAA, davantage hydrophobe que le DATD, n’a donc pas été injecté
sur cette colonne. Nous avons effectué les mémes témoins sur colonne C8. Le DATD
seul est élué en un ou deux pics aux alentours de 9 minutes (Figure 89A). Cependant
lors de l'injection de 'TEMAA seul, nous avons constaté un pic majoritaire a 14,3
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minutes et I'apparition d’'un pic a 9 minutes qui n’est pas présent lors des lavages de
la colonne (Figure 89B). Ceci pourrait s’expliquer par une élution de contaminants,
'EMAA n’étant pur qu'a 90%.
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Figure 89 : Test d’élution en chromatographie en phase réverse du DATD (A) et de
I’EMAA (B).

Un volume de 100 uL de chaque analogue a une concentration de 1 mM dans le tampon
de la LKCE, a été injecté sur la colonne.

Le FAD, a quant a lui, un temps de rétention de 10,5 minutes, et le TCA de 5
minutes. Chacune des molécules pouvant étre séparées par C8, nous avons alors
réalisé un test enzymatique en laissant 50 yM d’enzyme réagir 1 h a 25 °C avec

différentes concentration d’analogues (200 uM, 1 mM et 50 mM). Apres avoir stoppé
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la réaction au TCA, et centrifugé pour faire précipiter la protéine, 100 uL du mélange
réactionnel ont été injectés. Bien que nous notions a chaque fois la présence de
plusieurs pics, il est difficile de dire si une réaction a eu lieu ou non (Figure 90). On a
alors laissé la réaction se prolonger sur la nuit afin de voir si les analogues sont
consommeés ou non. Malheureusement lors de I'injection, on retrouve seulement les
pics correspondant aux analogues de substrat a une valeur d’intensité similaire a celle

observée lors de linjection des analogues seuls. Ceci laisse penser qu’aucune
réaction n’a eu lieu.
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Figure 90 : Analyse par chromatographie en phase réverse du test d’activité de la LkcE
(50 uM) avec les deux analogues de substrat (1 mM chacun).

Nous avons voulu donc confirmer ou infirmer la présence de produit grace a la LC-
MS. Les tests ont été réalisés de la méme fagcon que lors de I'analyse par
chromatographie en phase réverse (50 uM LkcE, 5 a 50 mM substrat, 2 h a 25 °C,
réaction stoppée au TCA). Nous avons dans un premier temps injecté chaque
analogue séparément. Alors que le DATD donne une réponse claire en masse (deux
pics a 5 min et 7,5 min), ITEMAA donne une multitude de pics (Figure 91),
vraisemblablement due a la présence de contaminants, ou a une élution en plusieurs
pics de 'EMAA (un seul pic est visible en UV).
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Figure 91 : Suivi en UV, MS et MS? des deux analogues de substrat : en A) le DATD et
en B) PEMAA.

Nous avons tenté de suivre le produit en masse, puisque la masse du composé
attendu est de 370 Da. Un pic est visible a un temps de rétention (RT) de 21,98 min
(Figure 92). Cependant, ce pic est de faible intensité et les pics UV correspondant a
'EMAA et au DATD demeurent toujours identifiables (Figure 92A). De plus, des
spectres MS2 et MS3 mettent en évidence des ions fils de masse inattendue.
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Figure 92 : Suivi par spectrométrie de masse du produit de la réaction attendu.

A : Suivi UV a 215 nm du produit de la réaction. Le pic a 4,58 min pourrait correspondre au
DATD et le pic a 15,58 min a 'TEMAA. Un pic de faible intensité est visible a 19,27 min dont la
masse ne correspond pas au produit attendu.

B : Suivi LC-MS du produit de la réaction. Le produit de la réaction est suivi en mode positif
sur une gamme de m/z de 370,50 a 371,50 qui comprend la valeur de m/z attendue pour le
produit (371 [M+H]*) Un pic apparait a 21,98 min, bien qu’aucun pic ne corresponde en UV.

C : Scan par spectrométrie de masse sur le pic identifié en LC-MS (RT : 21,67 a 22,29 min).
Aucun pic de valeur de m/z = 371 ne peut étre clairement identifié.

D : Zoom sur le scan par spectrométrie de masse précédent (m/z = 338-419). Deux pics
de valeur de m/z = 370,58 et 371,58 sont présents. Cependant, leur intensité apparait
extrémement faible ce qui rend compte de la faible proportion de ce composé au sein du pic.
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Nous avons alors examiné la présence de ce pic dans trois témoins négatifs : la
LkcE avec le DATD seul, 'enzyme avec 'EMAA seul et d'un mélange composé de
DATD, dEMAA et de la LkcE précédemment chauffée a 100 °C afin de dénaturer
'enzyme. Nous avons retrouvé la présence de ce pic de m/z = 371 dans 'EMAA et

dans le témoin négatif de la réaction (Figure 93).
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Figure 93 : Analyse LC-MS des témoins négatifs.

Un suivi des composés de m/z = 370 a été réalisé pour chaque échantillon. Nous constatons
que pour 'EMAA, que ce soit en absence de DATD ou en absence d’enzyme, un pic
correspondant a la masse attendue est présent, ce qui indique qu’il ne s’agit pas du produit de
la réaction mais un contaminant présent dans 'lEMAA.

B) Test d’activité de la LkcE avec le substrat naturel

Devant I'impossibilité de détecter un produit formé a partir des deux analogues de
substrat, nous avons entrepris de mettre au point un test permettant de mesurer
l'activité de la LkcE avec son substrat naturel — le LC-KAQ0S5 dorénavant purifié par les
chimistes allemands. En vue de la faible quantité de substrat a notre disposition, il était
nécessaire d’avoir recours a une méthode présentant une forte sensibilité. Nous avons
donc choisi la LC-MS comme méthode d’étude. La mise au point de cette méthode
pour I'étude de I'activité de la LkcE avait également débuté grace aux analyses faites

sur les analogues de substrat, ce qui représentait également un avantage conséquent.
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Le but était de suivre la disparition du substrat par LC-MS en quantifiant cette
consommation et de suivre la formation du produit. Tout d’abord, nous avons cherché
a quantifier le substrat afin de pouvoir réaliser une gamme étalon. Pour cela, il a fallu
se placer a lidentique des conditions qui ont ensuite été utilisées pour les tests
cinétiques. Le substrat a donc été placé dans le tampon de la protéine (30 mM HEPES,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 7,5)), et immédiatement extrait volume a volume dans
I'acétate d’éthyle. Deux extractions ont été effectuées sur la phase aqueuse. Une fois
le solvant évaporé, puis repris dans un mélange eau:acétonitrile 80:20, les échantillons
ont été analysés par LC-MS. Une gamme étalon a ainsi pu étre établie, et une équation

représentant la courbe obtenue a été déterminée (Figure 94).
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Figure 94 : Courbe étalon reliant I’aire du pic correspondant au LC-KA05 (m/z = 504,5
en mode négatif) a la concentration en substrat (en uM). ‘
La courbe (non linéaire sur les concentrations utilisées) est ajustée a un polynéme du 3°m
degré

Afin de déterminer les parameétres cinétiques de la LkcE, 'enzyme (100 nM) a été
mise en présence de 250 uM de substrat, et la réaction a été stoppée a différents
temps en prélevant une fraction aliquote et en la diluant dans 'acétate d’éthyle afin de
précipiter la LkcE. La phase aqueuse a été extraite une seconde fois. Une fois le
substrat évaporé, les échantillons correspondant a différents temps ont été analysés
et quantifiés par LC-MS (Figure 95).
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LkcE 100 nM, LC-KA05 250 pM, 25 °C
ITMS - p ESI, m/z = 504.00-505.00
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Figure 95 : Suivi par LC-MS de la consommation du substrat par la LkcE.
La réaction a été suivie de 30 s a 30 min et I'aire du pic correspondant au LC-KA05. Nous

constatons une diminution de I'aire du pic (MA) a partir de 3 minutes.
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Cependant, du fait de I'hydrolyse du substrat pendant les tests d’activité (voir partie
[11.3.D)a), nous avons également suivi la cinétique d’apparition de la forme hydrolysée
du substrat (m/z = 462,5). En effet, nous ne savions pas si 'enzyme était capable de
réagir avec cette forme du substrat. Les analyses par LC-MS suggére que dans ces
conditions expérimentales, I‘hydrolyse semble lente et la quantité de forme hydrolysée

est négligeable devant le substrat intact (Figure 96).

Le suivi de la disparition du substrat nous a permis déterminer un kobs, c’est-a-dire
la constante de vitesse de la réaction, dans ces conditions de concentration, et dans
les conditions de vitesse initiale. Nous avons utilisé une concentration en substrat
présumée saturante pour 'enzyme afin de pouvoir estimer une Vmax puis en déduire
une estimation du kcat (Kcat = Vmax/[E]o) de I'enzyme. Pour cela nous avons mis en
présence 100 nM de LkcE avec 250 uM de substrat. Cette concentration permet en
plus de rester dans la zone linéaire de quantification en LC-MS. Pour chaque mesure,
nous avons converti I'aire du pic de masse en concentration de LC-KAQ5 gréace a la
courbe étalon. Cependant, on constate une phase de latence d’environ 3 minutes
durant laquelle la concentration en substrat ne diminue pas. En excluant cette phase
de latence et on ne conservant que la partie linéaire de la courbe (qui représente donc
la période ou I'enzyme est en condition de vitesse initiale), nous avons pu ajuster la
courbe a une régression linéaire. Cela nous a permis de calculer une vitesse initiale Vi
de 6 pM.min'. En divisant par la concentration en enzyme, nous avons déterminé un
kobs de 1 s™' (Figure 97). En supposant que I'enzyme fonctionne a saturation, ce Kobs
refléte le keat de la réaction. Cette valeur de kobs Suggére que cette étape ne serait pas
limitante dans la voie de synthése du polykétide puisque la constante cinétique de
I'ensemble de la PKS serait de I'ordre de la min™'.

En revanche, il était impossible de mettre en évidence la formation du produit de
la réaction, que ce soit en mode positif ou négatif. Nous avons alors tenté de suivre le
produit qui pourrait étre formé si le groupement acétate était hydrolysé de la méme
fagon que pour le substrat, sans davantage de réussite. Un suivi des ions fils potentiels
dus a la fragmentation par I'ionisation ou des différents adduits s’est également révélé

infructueux.
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A ce stade, devant la faible fiabilité de la méthode, nous avons préféré suspendre
les analyses par LC-MS, afin de réfléchir a un test plus pertinent et moins couteux pour

déterminer plus rigoureusement les paramétres cinétiques de I'enzyme.

LkcE 100 nM, LC-KAO05 250 pM, 25 °C
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Figure 96 : Suivi par LC-MS de I’apparition de la forme hydrolysée du substrat.
La formation de ce produit indésirable a été suivie de 30 s a 30 min (le temps t = 30 min n’est
pas affiché ici (RT : 16,16 ; MA : 6745) car les données MS sont tres bruitées).
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Figure 97 : Courbe représentant I'intensité obtenue par LC-MS en fonction du temps de
la réaction.

Les données ont été ajustées a I'équation d’une droite en prenant les temps de 3 min a 30
min.
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Structure a faible résolution d’un module de PKS trans-AT : une

conformation ouverte inattendue

Jusqu’a présent, aucune structure a haute résolution n’a pu étre obtenue pour un
module de PKS modulaire. Les méthodes classiques permettant de résoudre des
structures a haute résolution (RMN et cristallographie aux rayons X) ne sont pas
adaptées a I'étude de ces systemes complexes, de haut poids moléculaires (RMN) et
dotés d'une grande flexibilité intrinséque. Dés lors, [l'utilisation de méthodes
complémentaires, permettant la résolution de structure a plus faible résolution,
s’impose pour I'étude des PKS. Le SAXS constitue une technique particulierement
bien adaptée a l'étude d’objets flexibles. Elle permet de déterminer I'enveloppe
moléculaire de la protéine, c’est-a-dire sa conformation globale, puis de placer des
structures a haute résolution au sein des enveloppes obtenues, renseignant sur
l'organisation de protéines a plusieurs domaines et de protéines complexes.

Notamment, elle permet également d’étudier la dynamique des protéines en solution.

Nous avons utilisé une approche visant a étudier dans son intégralité le module 5
de la PKS synthétisant la virginiamycine M, mais aussi des sous-ensembles de ce
module. En étudiant la structure et la dynamique de portions individuelles du module,
nous avons été capables de reconstruire l'architecture et le comportement de
'ensemble. Ces détails n'auraient pas été accessibles juste a partir de I'analyse du

module entier.

Le module 5 affiche une conformation « bras ouvert » dans laquelle les deux ACP
occupent une position non équivalente. L’ACPsa est situé directement a proximité du
KSs, semble participer directement a la condensation. L’ACPsp, quant a lui, est localisé
a distance de 'ACPsa a I'extrémité d’un linker flexible, et est donc plus accessible que
'ACPsa. Il devrait donc jouer un rdle différent, et intervenir en série aprés 'ACPsa
(Rahman, et al., 2005). L’ACPsy pourrait alors servir de support pour les réactions de
modification impliquant la cassette de B-méthylation et/ou pour le transfert du
polykétide vers le module suivant. Afin de valider cette hypothese, il est nécessaire de
muter tour a tour chaque ACP et de vérifier si (1) la condensation reste possible, (2) si
la B-méthylation est toujours effectuée et (3) si la chaine en élongation est toujours

transférée vers le module en aval. Pour cela, nous avons déja procédé a des
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mutagenéses dirigées pour muter la sérine canonique des ACP, puis les mutants du
module 5 ont été produits et purifiés.

Deux aspects de la caractérisation ont été abordés. Dans un premier temps, nous
avons tenté de modifier le module 5 et chacun des deux mutants soit au niveau des
ACP soit au niveau du domaine KSs. Les ACP ont en principe été modifiés par ajout
d’'un bras phosphopantéthéine portant une unité malonate. Il sera néanmoins critique
de vérifier si les modifications ont été effectives ou non par protéolyse ménagée suivie
de la spectrométrie de masse. Cette modification a été effectuée en utilisant du
malonyl-CoA, transféré sur les ACP par la Sfp, une PPTase de spécificité large
(Quadri, et al., 1998). Le KSs a, quant a lui, été mis en présence du crotonyl-SNAC (S-
N-acétylcystéamine), ce qui va permettre le transfert de crotonate sur la cystéine
catalytique. Ceci devrait mimer la présence de la chaine en extension au sein du site
actif du KSs. Il est a noter que lorsque le KSs est acylé, nous avons modifié les ACP
par ajout du groupement phosphopantéthéine a partir de CoA, pour obtenir les ACP
sous leur forme holo (la réaction tournerait si une unité malonate était présente sur
I’ACP). Nous avons enregistré des jeux de données SAXS sur ces constructions dans
le but d’isoler des conforméres différents de celui obtenu pour le module 5 sous sa
forme apo. Cela permettrait d’obtenir des «clichés » des différents états
conformationnels du module 5 au cours de la catalyse. Ces données SAXS sont

actuellement en cours de traitement.

Un deuxiéme aspect consistera a modifier le KSs et les deux ACP de la méme
facon que précédemment, sauf que les modifications du KSs et des ACP se feront de
facon simultanée afin que la catalyse puisse avoir lieu. Le produit de condensation
sera ensuite libéré par hydrolyse alcaline, extrait a I'acétate d’éthyle, puis modifié
chimiquement par ajout de TMS-diazométhane pour méthyler le produit afin de le
rendre plus volatile pour étre analysé en GC-MS, en utilisant un standard préparé par
le laboratoire du Pr. Kirschning. La finalité de travail sera d’identifier si un produit est
formé par le mutant de 'ACPsa et celui de 'ACPsp et éventuellement de quantifier ce
produit. Cela permettra d’identifier si les deux ACP sont impliqués dans la

condensation ou s’ils ont effectivement des réles non équivalents.

Un autre aspect intéressant consiste en I'organisation des linkers du module 5. En
effet, le long linker de 298 acides aminés reliant le KSs a ’ACPsa semble ordonné. Ce
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linker est composé d’une portion homologue au /inkerreliant le KS a I'AT chez les PKS
de type cis, d’'une portion homologue au linker post-AT (Tang, et al., 2006 ; Tang, et
al., 2007) et de 100 résidus qui ne correspondent a aucune région de structure connue
mais qui semblent étre structurés. Bien que l'organisation globale du module 5 soit
similaire a celle obtenue par cryo-EM sur la PKS de la pikromycine (Dutta, et al., 2014),
en respectant cette forme en arche, le linker post KS differe dans son orientation.
Malgré la rotation des linkers effectuées grace au programme SASREF, la position de
ces derniers par rapport au KSs differe de celle visible dans la structure cryo-EM de
PikAlll. Pour expliquer une telle différence, il a été proposé que la position de ce linker
serait sous la dépendance de la présence ou de l'absence d’'un domaine de
dimeérisation en C-terminale (Dutta, et al., 2014). Ceci expliquerait pourquoi ce linker
se situerait sur le cété du domaine KS dans les structures cristallographique des
didomaines KS-AT sortis de leur contexte modulaire. Cependant, plusieurs PKS de
type trans-AT (y compris la virginiamycine) ne disposerait pas de tels motifs de
dimérisation C-terminale, ce qui expliquerait 'agencement du linker et donc la

conformation ouverte du module 5 de la PKS synthétisant la virginiamycine M.

Le linker reliant les deux ACPs, bien que plus court (seulement 28 acides aminés)
semble quant a lui tres flexible et de conformation étendue. Ceci peut s’expliquer par
le besoin de rendre 'ACPsb plus accessible pour I'interaction avec les partenaires en
trans vraisemblablement, mais aussi pour permettre a cet ACP d’interagir avec le reste
du module 5 (ACPsa et/ou KSs). La conformation ouverte du module 5 serait ainsi
favorable pour I'interaction en trans avec les différents partenaires du module : que ce
soit la cassette de B-méthylation (sous forme de complexe ou bien alors les protéines

de la cassette agissant tour a tour) ou bien encore avec le module 6.

Un autre point important qu’il reste a déterminer est la structure des modules
arborant un panel de domaines de modification optionnels (DH qui est dimérique au
moins chez les systemes cis-AT et ER notamment (monomérique chez les cis-AT
PKS)). Pour cela, nous avons entrepris la caractérisation par une approche couplée
SAXS et cryo-EM de plusieurs modules de la PKS synthétisant la virginiamycine M.
Ainsi le module 1 (KS-DH-KR-MT-ACP-ACP), le module 2 (KS-DH-KR-ACP), le
module 4 (KS-DH-KR-ACP), ainsi que VirFG entier (Figure 98) ont été clonés par
Sabrina Collin et le Dr. Christophe Jacob. Les protéines ont été purifiées par Sabrina
Collin et moi-méme. Les purifications de ces protéines sont laborieuses car les

253



Discussion et perspectives

modules, en plus d’étre peu solubles lors de la lyse cellulaire, sont composés de
nombreux linker et sont de ce fait sujet a une protéolyse importante. L’utilisation de
pastille anti-protéase (cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack
Protease Inhibitor Cocktail, Roche), l'ajout de fluorure de phénylméthylsulfonyle
(PMSF), et d’EDTA suite a 'lMAC s’avére nécessaire pour limiter la protéolyse. Des
données SAXS sur ces protéines ont été enregistrées et doivent encore étre traitées.
Le module 2 et le module 5 ont également été envoyées chez nos collaborateurs
(plateforme de Microscopie Electronique, AFMB (UMR7257), Marseille, gérée par le
Dr. Silvia Spinelli et le Pr. Christian Cambillau). Les finalités de ce sujet sont multiples :
tout d’abord, identifier le positionnement des domaines de modification optionnels ainsi
que leur influence sur la structuration globale des modules. Ensuite, I'étude de VirFG
entier permettrait de caractériser pour la premiere fois un di-module d’une trans-AT
PKS (module 6-module 7) au sein d'une méme protéine et ainsi de mieux comprendre
le transfert du polykétide d’'un module a l'autre. Et enfin, la caractérisation
systématique et comparative de toutes les protéines permettrait de proposer un
modéle d’organisation globale de la PKS, surtout au niveau des modules incorporant

des panels différents de domaines.

VirA VirFG VirH
Module 2 Module 4 Module 6 Module 8 Module 10
Module 1 —— Module 3 e— Module 5 M dule 7 =—— Module 99—
=Cry > B -
@ c pcp i) ACH Acpbe.cp ACP% F‘CPFCP @ (ch
o 5 8 $ S
(o]
H[]? C

@ Vird . . HO: Vi [s]
+VirB-VirE, /

PPT virk ACP
Ir (B-modification cassette) "o

+VirN (oxidoreductase)?

Figure 98 : Rappel de I'organisation en module et domaine de la PKS synthétisant la
virginiamycine M.
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Une sous-unité provenant de la PKS synthétisant la lankacidine C est également
a l'étude. En effet, la LkcA constitue en elle-méme une hybride PKS-NRPS et
représente un excellent modeéle d’étude pour comprendre le mécanisme d’interaction
entre les modules NRPS et les modules PKS. De plus, les modules NRPS se
structurent sous la forme de monomeéres (Sieber, et al., 2002) et il serait intéressant
de suivre I'état oligomérique de ces modules dans un contexte dimérique. Des
premiéres données SAXS et cryo-EM sont déja disponibles pour cette construction,
dans laquelle la partie NRPS de la protéine semble étre monomérique alors que la

LkcA s’homodimérise par l'intermédiaire du KS.
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Figure 99 : Rappel de I'organisation de la PKS synthétisant la lankacidine C.

La LkcA présente 'avantage de constituer une protéine discréte ; ainsi les bornes n’ont pas
besoin d’étre délimité, ce qui augmente les chances d’avoir la protéine soluble. D’autre part,
le module NRPS se trouve étre le premier module de la PKS. Sa modification par son substrat
naturel en sera donc grandement facilitée, puisqu’il s’agit de la glycine.

Une autre cible d’études potentielle est la sous-unité Bam 5924 de la PKS de type
trans-AT synthétisant I'énacyloxine (un antibiotique de la classe des polyénes) (Figure
100). Cette sous-unité comprenant 2 modules présente I'avantage d’avoir un domaine
KS en N-terminale et en C-terminale. Ainsi il y aurait deux domaine dimériques de
chaque cété de la sous unité, ce qui pourrait rendre plus rigide la protéine et donc
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limiter sa sensibilité a la protéolyse. De plus, cela permettrait d’étudier I'organisation
de deux modules entre eux, sur une protéine de taille moléculaire moindre que VirFG.
Le module 3 de cette PKS dont le KS fait partie de Bam 5924 forme un module scindé
sur deux chaines polypeptidiques et I'étude de l'interface de docking entre ces deux
sous-unités est particulierement intéressante. La caractérisation de cette interface de
docking fait partie du sujet de these de Fanny Risser au sein de notre laboratoire.

5925 5924 5923 5922 5921 5920 5919
Load Module 1 Module 2 Module 3 Module 4 Module 5 Module 6 Module 7 Module 8 Module 9 Module 10

@@‘@@@}@0’@6’@5‘3@
L %

° malonyl transferase HO

@ acyl carrier protein /

@ = ketosynthase

DH = dehydratase

HO

HO=

HO»

HO

HO*

. = ketoreductase (2R, 3R) . = C-methyl transferase &
H

. = ketoreductase (2S, 3S) @ = acyl carrier protein transacylase

@ = methylmalonyl transferase/decarboxylase ° = condensation (nonribosomal peptide synthetase)

Figure 100 : Organisation de la PKS synthétisant I’énacyloxine (Mahenthiralingam, et
al., 2011).

Cette PKS s’organise en 7 chaines peptidiques et 10 modules. Le module 3 est a cheval sur
les sous-unités 5934 et 5923. Au vue des analyses de séquences, le DD a l'interface des deux
sous-unités semblent faire partie de la méme famille que les DD VirA/DD VirFG (K.J.
Weissman, non publié). La sous-unité 5924 est formée par deux domaines KS (en N et C-
terminale), d’'un KR et d’'un ACP.

Caractérisation du couple de DD entre VirA et VirFG, découverte

d’un nouveau type d’interface de docking

La continuité de la synthése des polykétides est assurée par les domaines de
docking qui régissent les interactions les différentes sous-unités de la PKS.
Jusqu’alors, deux classes de domaines de docking avaient été caractérisée chez les
PKS de type cis-AT (Broadhurst, et al., 2003 ; Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al.,
2013) et une classe chez les systemes mixtes NRPS-PKS (Richter, et al., 2008).

Les travaux précédents sur le module 5 ont permis d’identifier un couple potentiel

de DD. Etant donné que les travaux sur les interfaces de docking ont été exclusivement
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menés sur les PKS de type cis, nous avons voulu caractériser le premier couple de
DD chez une PKS de type trans-AT.

Lors de la purification du DD VirA, nous avons constaté que son volume d’élution
correspondait a celui d’'un dimeére. Cet état oligomérique a été confirmé par SAXS,
grace aux calculs d’enveloppe, mais aussi grace au programme SAXS MoW (Fischer,
etal., 2010). En effet, ce logiciel permet de déterminer le poids moléculaire de I'espéce
présente en solution grace a l'intégration de l'aire sous la courbe de Kratky. Nous
avons également mesuré la masse apparente du DD VirA par diffusion statique de la
lumiere (SLS), ce qui a permis de confirmer que le DD VirA est bien dimérique en
solution. Cependant lors des expériences °N-'H HSQC sur le DD VirA marqué >N
seul en solution, seul 15 pics sur 37 attendus ont pu étre identifiés. En revanche la
totalité des pics apparaissent lorsque le DD VirFG est ajouté lors de I'acquisition. Deux
possibilités pouvaient expliquer ce phénomene : soit il existe un équilibre entre la forme
monomérique et dimérique du DD VirA et les valeurs de kon et kot Sont trop élevées,
ce qui explique la disparition des pics, ou bien il existe plusieurs formes dimériques du
DD VirA. Dans ce dernier cas, les résidus subissent des environnements multiples
durant I'acquisition, ce qui expliquerait la faible proportion de pics visible sur 'THSQC.
Plusieurs conformations du DD VirA sous forme dimérique ont pu étre mises en

evidence par SAXS, ce qui appuie alors notre seconde hypothése

Un spectre ®N-"H HSQC a également été enregistré sur le DD VirFG. Bien que
tous les pics attendus soient visibles, ceux-ci sont ramassés au centre du spectre, ce
qui est caractéristique d’une protéine non-structurée. Ce résultat a d’ailleurs été
conforté par une mesure de dichroisme circulaire, qui dénote une faible structuration
du DD VirFG. Ceci est aussi confirmé par l'allure de la courbe de Kratky, qui reste
paralléle a 'axe des abscisses sans jamais retomber a une valeur nulle, ce qui est

typique des protéines non-structurées.

Nous avons par la suite obtenue des données suggérant que le DD VirFG
constitue une protéine intrinséquement désordonnée. Des expériences de dichroisme
circulaire en double cuve ont permis de mettre en évidence une structuration du DD
VirFG en présence de son partenaire voire également une structuration du DD VirA.
De méme, I'acquisition d’'un spectre >N-'H HSQC du DD VirFG marqué '°N a révélé

un changement de déplacement chimiques des pics en présence du DD VirA ce qui
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révele une interaction. Ces pics sont alors davantage dispersés dans le spectre, ce qui
démontre une structuration du DD VirFG.

Nous avons ensuite résolu par RMN la structure d’'une protéine de fusion entre les
deux DD. La protéine de fusion a été produite apres avoir essayé de résoudre la
structure d’'un DD marqué '3C-'*N en présence de son partenaire non marqué, une
approche couronnée de succés pour le DD de VirA mais qui s’est révélée trop
complexe pour le DD de VirFG. Cette structure révéle une structuration en deux hélices
o pour chaque DD. Les DD en interaction forment donc un fagot de 4 hélices o dans
lequel les deux DD interagissent de maniere perpendiculaire (un angle de 127° est
formé entre les deux sets d’hélices). L’interface de docking étant composé d’'une seule
copie de chaque DD, et les PKS étant dimériques, il y aurait donc deux interfaces de
docking distinctes.

L’interaction est principalement maintenue par des interactions de type
hydrophobe et est dirigée par trois couples de résidus polaires assurant la spécificité.
. Une constante de dissociation (Kq) de 5,8 uM a été déterminée pour I'interaction entre
le DD VirA et le DD VirFG sauvages. Cette valeur se situe dans la gamme des Kd
obtenues pour les deux autres classes de DD (2-50 uM) (Broadhurst, et al., 2003 ;
Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al., 2013). Bien que le mode d’interaction varie
entre les différentes classes de DD, la surface d’interaction (1100-1800 A2?) et I'affinité
(2-50 pM) reste sensiblement la méme. Cette affinité est cohérente avec la
concentration intracellulaire en PKS qui serait de la centaine de nanomolaires
(Straight, et al., 2007). Ceci permet aux sous-unités PKS d’interagir entre elles de
maniéres spécifiques mais de fagon labile. Cela suggére une habileté de la PKS a
pouvoir remplacer une sous-unité défaillante par une autre sans avoir a synthétiser de
novo la machinerie entiére, ce qui serait tres couteux en énergie pour la cellule. La
variété entre les différents types de DD permettrait également a la PKS d’assurer des

interactions trés spécifiques entre les sous-unités

La présence des domaines flanquants n’affectent pas cette interaction puisque un
Kd de 4 uM a été déterminé entre 'ACPso-DD VirA / DD VirFG et de 5,5 uM entre le
DD VirA / DD VirFG + linker le reliant au KSs. Nous n’avons en revanche pas pu tester
l'influence du KSe sur l'interaction, étant donné que DD VirFG-KSe n’a jamais pu étre

obtenu dans la fraction soluble.
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Des analyses par SAXS des constructions incorporant les domaines adjacents
avaient pour but de déterminer la position relative de ces domaines vis-a-vis des DD,
mais aussi de confirmer 'apparente absence de contribution a I'interaction du KSe et
de 'ACPsb. L’analyse par SAXS de la construction ACPs,—DD VirA-DD VirFG a montré
que I'ACPsb n’interagit pas avec le couple de DD. L’étude de la protéine de fusion
ACPs,—DD VirA —DD VirFG—KSs a tout d’abord indiqué que le linker séparant le DD
VirFG et le KSs semble structuré. Nous avons également positionné les deux
domaines adjacents grace a cette construction. Les deux DD en interaction sont
flanqués d’'un cété par 'ACP et de l'autre par le domaine KS. Il est intéressant de
constater qu’au contraire des domaines de docking identifiés a ce jour (Broadhurst, et
al., 2003 ; Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al., 2013), cette interface ne se situe

pas au niveau de I'axe de symétrie du dimére de KS mais sur les flancs de ce dernier.

Les calculs de forme de la protéine de fusion ACPs,—DD VirA—DD VirFG—KSe et
du module 5 nous ont permis de proposer un modéle d’interaction entre le module 5
et le module 6. Dans ce modéle, comme les DD sont situés sur les cotés du KS, une
chambre réactionnelle est formée. Ceci laisse la possibilité aux protéines de la
cassette de B-méthylation d’agir tour-a-tour au sein de cette chambre réactionnelle
(bien que le complexe VirA—VirFG soit transitoire) ou bien de former un large complexe
macromoléculaire qui pourrait offrir une meilleure protection des intermédiaires

réactifs.

Cette étude a ainsi permis de caractériser une nouvelle classe de DD, qui au vu
des analyses de séquences semblent répandue au sein des PKS de type trans-AT.
Récemment, quatre couples de DD appartenant au méme type que VirA/VirFG ont été
mis en évidence chez la PKS synthétisant la macrolactine (Zeng, et al., 2016). Dans
cette PKS, plusieurs modules sont scindées sur deux chaines peptidiques différentes
qui se complémentent en frans. Parmi ces quatre couples de DD, trois sont positionnés
a linterface entre DH et KR et un entre KS et KR. La structure du domaine KR
possédant en N-terminale un DD (MInE DD) permettant l'interaction avec un DD
partenaire (MInD DD) en C-terminale du domaine KS a été résolue par cristallographie
a 1,72 A de résolution (Figure 101). Le MInE DD, analogue au DD VirFG, est structuré
malgré I'absence du DD partenaire. La structure du MInE DD est identique a celle du
DD VirFG dans la protéine de fusion. Des interactions impliquent la deuxieme hélice
du MInE DD avec des résidus du linker reliant le DD au KR et avec des résidus du
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domaine KR. Ces interactions n’expliquent cependant pas a elles seules la
structuration du MInE DD. En effet, en faisant apparaitre la symétrie cristalline, nous
voyons qu’une autre copie du MInE DD entre en interaction avec celui-ci (analyse non-
publiée). Ce symétrique mime la présence du DD partenaire et induit
vraisemblablement le repliement du MInE DD. En revanche méme s'il est structuré,
celui-ci est tout de méme trés dynamique. Ceci est reflété par la valeur du facteur B
moyen, bien supérieur pour le MInE DD par rapport au reste de la protéine (71 contre
37 A2).

Figure 101 : Structure d’un DD-KR de la sous-unité MInE de la PKS synthétisant la
macrolactine (PDB 5D2E, Zeng, et al., 2016).

Le domaine KR est coloré en vert, et le domaine MInE DD en rouge. Un symétrique est affiché
ici. Nous voyons que dans cette structure, le DD s’homodimérise, ce qui explique
probablement la structuration de celui-ci. Cette interaction entre DD s’effectue en revanche
avec les deux sets d’hélices qui s’organisent de fagon paralléle contrairement au couple entre
les DD VirA et DD VirFG pour lesquels les deux sets d’hélices forment un angle de 127°.

L’interface de docking entre VirA et VirFG est totalement différente de celles
décrites jusqu’a présent, que ce soit au niveau de I'état oligomérique ou bien de la
localisation par rapport au domaine KS en aval. Cela constitue une avancée majeure
pour l'ingénierie de ces systémes enzymatiques. Nous avons identifié des résidus
polaires important pour la spécificité et la mise en place de linteraction (kon). Ces
résidus peuvent alors étre la cible de mutagenése dirigée dans le but de modifier la
spécificité d’interaction. En revanche, du fait du caractére intrinséquement désordonné
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de certains, il est impossible de prévoir si une mutation va affecter la structure ou non.
Un échange complet de ces domaines est donc a privilégier afin de maintenir leur
intégrité structurale. La faisabilité de cet échange a d’ailleurs été démontrée lors de
'étude sur les DD de la PKS synthétisant la macrolactine (Zeng, et al., 2016).
Cependant, il est également trés important de prendre gare a échanger ces DD par un
couple de DD r’interagissant pas avec des DD déja présent au sein de la PKS. Afin
d’éviter ce probléme, il est nécessaire de caractériser plusieurs interfaces de docking
supplémentaires, un travail actuellement en cours au laboratoire, qui constitue une

partie du sujet de thése de Fanny Risser.

Etude d’'une enzyme de cyclisation post-PKS

Les enzymes post-PKS représentent une part trés importante de la synthése du
polykétide. En effet, comme nous avons pu le voir dans l'introduction, ces enzymes
sont responsables de modifications du polykétide étant essentielles pour sa fonction.
Le choix de la LkcE comme cible d’étude présente un intérét double puisqu’il s’agit a
la fois d’'une enzyme post-PKS mais aussi d’'une enzyme d’oxydation et de cyclisation.
Ainsi la compréhension du mécanisme catalytique de I'enzyme permettrait de disposer
d’un outil supplémentaire pour I'ingénierie des PKS (en cas de spécificité de substrat
suffisamment large ou altérable) mais aussi de détenir une enzyme capable de cycliser
des molécules, réaction qui est trés difficile a réaliser en chimie traditionnelle (Ojima,
2002).

Nous avons donc procédé a une étude structurale de I'enzyme, en essayant de
résoudre sa structure en présence d’analogues de substrat, ce qui nous a permis
d’identifier des résidus pouvant étre impliqués dans la catalyse. En effet, outre le FAD
qui va permettre I'oxydation de 'amine de I'amide en imine, et ainsi la formation d’un
centre électrophile, il semble nécessaire qu'une catalyse base puisse avoir lieu pour
activer le C2 du polykétide. Une attaque nucléophile intramoléculaire doit ensuite avoir
lieu pour aboutir a un produit cyclique.

La structure de la LkcE adopte un repliement classique d’amine oxydase. En effet,
la protéine est composée d’'un domaine de fixation du FAD et d’'un domaine catalytique.

L’ensemble se dimérise par l'intermédiaire d’'une large interface entre les deux
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monomeres. Le repliement global est semblable a celui d’autres amines oxydases,
particulierement au niveau du domaine de fixation du FAD. Ce dernier présente
€galement une conservation de la séquence primaire plus importante que le reste de

la protéine avec les autres amines oxydases (Figure 72).

Grace aux premieres structures (SeLkcE et LkcEwt avec analogues de substrat),
nous avons pu identifier la Y182 ainsi que la R326 comme des résidus pouvant étre
impliqués dans la catalyse. En effet, peu de résidus présent dans le site actif de
'enzyme sont capables de jouer le réle de catalyseur base et sont conservés,
notamment avec la LkcE de P. fluorescens. Seule la Y182 semble pouvoir jouer ce
role, bien que le pKa de ce résidu doive étre fortement diminué par son environnement
(environ 3 unité de pH). La R326 est quant a elle, situé en fond du site actif et nous
avons alors supposé qu’elle puisse servir dans la stabilisation de I'’énolate lors de la
catalyse. Par ailleurs, dans la structure de la LkcEwt avec les analogues de substrat,
on peut remarquer que le DATD n’est pas positionné de fagon a subir une oxydation
par le FAD. En effet la fonction amide du DATD est située & une distance de 6,7 A de
I'azote réactif du FAD. Cependant, on constate que cette fonction amide établit une
liaison hydrogéne avec la T397 qui pourrait dans ce cas stabiliser I'imine formé lors de
la catalyse avec le substrat naturel de I'enzyme. Cela nécessiterait néanmoins un

changement conformationnel important de la part de ce dernier. .

Au sein de 'autre monomeére, la fixation de 'TEMAA au cceur du site actif ne fournit
aucun renseignement sur la catalyse, puisqu’aucun résidu potentiellement catalytique
n’est situé proche ou orienté correctement pour permettre une catalyse base sur le

carbone de 'TEMAA mimant le C2 du polykétide.

Une fois le substrat naturel de la LkcE purifié par les chimistes du laboratoire du
Pr. A. Kirschning a hauteur de 20 mg pour 20 litres de cultures extraits a I'acétate
d’éthyle, nous avons tenté d’obtenir la structure de la LkcE avec le LC-KAQ5. De
maniere inattendue, par trempage des cristaux dans le substrat, nous sommes
parvenues a obtenir le substrat dans le site actif de 'enzyme seulement pour le mutant
R326Q. Le polykétide est fixé sous sa forme linéaire dans le site actif. Nous avons vu
que dans cette conformation, 'amine se situe a proximité de l'azote réactif du
groupement isoalloxazine du FAD. Ce positionnement est idéal pour la catalyse de

I'oxydation de 'amine en imine.
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En revanche, le fait que le substrat soit linéaire dans le site actif de la LkcE n’est
pas favorable a la réaction de cyclisation. En effet le C2 est séparé de la fonction amine
de 13,2 A. De plus, dans cet état, le C2 se situe a I'entrée du canal du site actif et
aucun résidu susceptible de réaliser une catalyse base ne se situe a proximité de ce
carbone. Cet état reflete donc une partie de la catalyse, mais un réarrangement
conformationnel permettant de contraindre le substrat semble nécessaire au bon
déroulement de la réaction de cyclisation. Dans ce canal, peu de résidus « candidats »
a une catalyse basique sont présents. Seul une histidine (H65), un glutamate (E64)
situés en fond de site actif et une tyrosine (Y182) sont des candidats potentiels.
Seulement, la H65 n’est pas conservée chez les LKkcE des systémes homologues
permettant la synthése de la lankacidine. Seul la Y182 ou la E64 resteraient de bons
candidats pour jouer le rOle de catalyseur base. Néanmoins, la Y182 est également
conservée parmi les MAO humaines qui ne catalysent pas de réactions de
déprotonation. Ceci pourrait indiquer que la Y182 ne serait pas impliquée dans une

catalyse basique.

Un autre point important est que seul le mutant R326Q a permis I'obtention du
substrat dans le site actif. La Q326 établit une liaison hydrogéne avec le LC-KAQ05
contribuant a la fixation du substrat. Cependant, un point remarquable est que la R326
comme positionnée dans la structure en complexe avec les analogues de substrat,
entrerait en clash stérique avec le LC-KAO0S5 (Figure 102). Cela démontre que le site

actif s’accommoderait lors de la fixation du substrat.

Figure 102 : Vue stéréo du site actif de la LkCEu.

Les structures de la LkcEw (en vert) et du mutant R326Q ont été superposées, permettant
d’identifier le site de fixation du DATD (en mauve) et de 'TEMAA (en orange) par rapport au
substrat naturel de I'enzyme (en cyan). Dans cette conformation, la R326 entrerait en clash
stérique (indiqué par des traits noirs) avec le LC-KAO05 (1,5 A sépare le NH» de la R326 et
I'hydroxyle du substrat).
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La structure du mutant R326Q en présence du substrat reflete certainement la
premiére étape de la catalyse. En effet, la fonction amine est située de fagcon adéquate
par rapport au FAD pour que le transfert d’électron puisse s’effectuer. Dans cette
organisation, la réaction ne peut aller plus loin, d’'une part parce que le C2 et le C18
sont situés a 13 A I'un de I'autre, et d’autre part aucun résidus pouvant jour le réle de
base ne se situe a proximité du C2. Un réarrangement conformationnel, probablement
provoquée par la formation de I'imine, est alors nécessaire pour assurer la catalyse
base au niveau du C2, étape nécessaire a la cyclisation. Une stabilisation de I'imine
précédemment formé est requise durant cette étape. Pour cela, deux résidus sont
potentiellement impliqués : 'E64, situés dans le fond du site actif, et la T397 située
vers le milieu du canal d’entrée du substrat. Ces deux résidus sont également

conservés chez les LkcE homologues.

Une analyse RMN effectuée par les chimistes allemands a par ailleurs montré que
le substrat serait a 100 % sous forme énol. Cela prouve que le proton relié au C2
présente un caractere acide. En effet, un systéme conjugué impliquant la fonction ester
en C1 rend le C2 particulierement acide en diminuant son pKa. Cependant un énol
n‘est pas aussi réactif qu’un énolate. Ainsi, afin d’accroitre la réactivité du C2 et
catalyser la cyclisation, une déprotonation de I'hydroxyle doit avoir lieu. Celle-ci peut
impliquer 'E64 ou la Y182 qui sont les deux seuls résidus présent dans le site actif
pouvant participer a une catalyse basique. La réaction de cyclisation serait alors
concomitante a la déprotonation. La cyclisation aboutirait alors a l'inversion de la

stéréochimie du groupement méthyle (C19).

Comme décrit précédemment, pour que la réaction de cyclisation puisse avoir lieu,
il est nécessaire de contraindre le substrat au sein du site actif afin de rapprocher le C
de la fonction amine. La formation de l'imine, et par conséquent I'apparition d’une
charge positive, pourrait générer une répulsion entre I'imine et la R326 située a
proximité. Cette répulsion pourrait alors permettre d’agencer le substrat dans une
configuration correcte pour la réaction de cyclisation ou alors induire un réarrangement
conformationnel de lI'enzyme permettant de positionner le substrat dans une
orientation correcte pour réagir. Un schéma descriptif de la réaction est proposé en
Figure 103. La régénération du FAD se fait ensuite par une molécule d’O2 qui est alors

réduite en H20:2.
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Figure 103 : Schéma réactionnel proposé pour la LKcE (réalisée par KJ Weissman).

Le FAD serait responsable de I'oxydation de 'amine en imine, grace a un transfert d’hydrure.
L’imine ainsi formée serait stabilisé par un résidu B1 (le E64 pourrait stabiliser I'intermédiaire).
La formation de cette imine induirait un changement conformationnel qui permettrait de
positionner le substrat dans une conformation adéquate pour la catalyse. Dés lors, un résidu
B2 (le E64 est le candidat le plus probable, la Y182 pourrait également jouer ce réle si son pKa
est diminué) agirait par catalyse base pour activer le substrat sous forme énol. La cyclisation
serait alors concomitante a I'activation, ce qui conduit a une inversion de stéréochimie.

Le suivi de la réaction avec les analogues de substrat s’est révélé infructueux. En
effet, la réaction ne semble pas avoir lieu en présence de DATD et d’EMAA. Ceci n’est
guére étonnant au vu des structures, puisque les deux analogues de substrat se fixent
au méme endroit dans le site actif. Le site de fixation des deux analogues est par
ailleurs assez étonnant puisqu’ils se positionnent au niveau de la chaine aliphatique
du LC-KAOQ5 (Figure 102).

Le suivi par LC-MS de la réaction avec le substrat naturel de I'enzyme s’est révélé
étre plus compliqué que prévu. D’'une part, la gamme étalon permettant de quantifier
le substrat n’est pas linéaire dans les concentrations utilisées pour le suivi de I'activité.
De plus, jusqu’a maintenant, il a été impossible de mettre en évidence par cette
méthode le produit formé. Une méthode de suivi de la réaction par mesure de la
concentration en Oz pourrait donc fournir des résultats plus rigoureux. Cette méthode
a déja été utilisée pour suivre 'activité d’'une amine oxydase (Ames, et al., 2011). De

plus, la diffusion de I'O2 dans I'eau est suffisamment lente pour ne pas interférer avec
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le suivi de la consommation d’Oz2 par 'enzyme. En effet, cette vitesse est de I'ordre de
10° cm?.s™ (Han, et Bartels, 1996).

Ainsi, afin d’envisager une publication de ce travail, il est critique de déterminer les
parameétres cinétiques de I'enzyme, ce qui peut étre fait en utilisant une électrode Oz,
mais aussi de mettre en évidence la formation du produit. Pour cela, nous disposons
de deux possibilités : 1) réaliser une extraction de la souche sauvage de S. rochei, ce
qui nous permettra de disposer d’'un témoin pour analyser la présence du produit par
LC-MS (l'extraction de la souche sauvage contient en effet le produit de la réaction
catalysée par la LkcE). Cela permettrait en effet de déterminer les conditions optimales
pour mettre en évidence le produit de la réaction. 2) Apres avoir stoppé la réaction et
extrait le produit a 'acétate d’éthyle, celui-ci pourrait étre analysé en RMN. Le produit
se dégradant dans une solution aqueuse, il serait préférable d’enregistrer les données

RMN en reprenant le produit dans du chloroforme deutéré.
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Les polykétides sont des molécules complexes possédant des rdles thérapeutiques divers (antibiotiques,
anticancéreux, immunosuppresseurs, etc..). Ces composés sont synthétisés par les polykétides synthases (PKS) qui
présentent donc un intérét certain. Une stratégie prometteuse et en développement, appelée biologie synthétique, consiste
en l'ingénierie protéique des PKS pour produire de nouveaux polykétides. Cependant, un prérequis au succes de cette
méthode est la compréhension du fonctionnement des PKS. En effet, les PKS sont des systémes complexes composés
de plusieurs sous-unités. Celles-ci comportent chacune un ou plusieurs modules responsable d’un cycle d’extension du
polykétide. Les modules sont composés également de plusieurs domaines assurant chacun un réle biosynthétique.

Il est ainsi nécessaire de comprendre comment s’opére la communication entre domaines au sein d’'un module. Pour
cela, nous avons étudié le module 5 de la PKS synthétisant la virginiamycine M par une approche combinant la diffusion
des rayons X aux petits angles (SAXS), la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la modélisation par homologie. Ainsi
nous sommes parvenus a caractériser la structure en solution du module 5, mais également a positionner les structures
a haute résolution des domaines a I'intérieur de I'enveloppe SAXS. De plus, notre étude de la dynamique du module 5 a
montré que les deux domaines acyl carrier protein (ACP) composant le module semblent non-équivalents, et que I’ACPs,
doit étre doté d’'une certaine mobilité afin d’étre fonctionnel, ceci di a la flexibilité du linker reliant les deux ACP.

L’interaction entre les sous-unités consécutives est également primordiale pour assurer la fidélité de la synthése des
polykétides. Ces interactions sont assurées, au moins en partie, par des domaines de petite taille appelés « domaine de
docking (DD) ». Jusqu’alors, les DD avaient été caractérisés uniquement chez les PKS de type cis-AT. Nous avons
caractérisé une nouvelle classe de DD, la premiére chez les PKS trans-AT. Grace a une approche pluridisciplinaire, nous
avons montré que I'un des DD constitue probablement une protéine intrinséquement désordonnée (IDP) : son interaction
avec le DD partenaire induirait son repliement. Nous avons résolu la structure RMN d’une protéine de fusion entre les
deux DD, affichant une nouvelle topologie pour une interaction protéine-protéine. Cette interface de docking a ensuite été
replacée dans son contexte modulaire par SAXS. Contrairement aux autres DD qui ne forment qu’une seule interface de
docking, ces DD forment deux complexes de docking a l'intersection des deux sous-unités. Nos données SAXS nous
avons également permis de proposer un modéle de l'interface créée entre deux sous-unités PKS dans laquelle une
chambre réactionnelle est formée, qui pourrait servir a protéger des intermédiaires réactifs de polykétide.

Des enzymes post-PKS interviennent suite a la synthése du polykétide pour maturer ce dernier. Cette étape est
d’'une importance considérable puisqu’elle confére la structure et I'activité finale du polykétide. Dans ce contexte, nous
avons mené une étude structure/fonction de 'enzyme post-PKS catalysant la macrocyclisation de I'antibiotique lankacidine
C. Aprés un phasage par SAD sur la protéine séléniée, nous avons résolu la structure de 'enzyme en complexe avec des
analogues de substrats, puis procéder a la conception de mutants pour résoudre la structure de I'enzyme avec son
substrat naturel.

Mots clés : polykétide, PKS, domaine de docking, SAXS, enzyme post-PKS, cristallographie des protéines

Polyketides are structurally complex molecules which exhibit diverse therapeutic activities (antibiotic, antitumor,
immunosuppressant...). These compounds and the enzymes responsible for their synthesis, the polyketide synthases
(PKSs), are thus of significant biomedical interest. An emerging though promising strategy for the generation of novel
polyketides is the engineering of the PKS proteins, an approach called synthetic biology. Nevertheless, a fundamental
understanding of the mode of operation of the PKS enzymes is directly correlated with the success of this methodology.
Indeed, PKSs are molecular-scale assembly lines which are composed of several subunit, each of which includes one or
several modules catalyzing a polyketide elongation cycle. The module themselves are composed of several domains each
with a specific role in the biosynthesis.

It is therefore necessary to understand how the domains within a module communicate with each other. To address
this question, we studied module 5 of the PKS responsible for virginiamycin M using an approach combining small angle
X-ray scattering (SAXS), nuclear magnetic resonance (NMR) and homology modeling. This strategy allowed us to
characterize the solution structure of module 5, but additionally to position high-resolution domain structures inside the
SAXS envelopes. We also studied the dynamics of module 5, demonstrating that the two component acyl carrier proteins
(ACPs) appear to be non-equivalent, and that the function of ACPs, is likely dependent on the mobility conferred on it by
the flexible linker between the two domains.

The interaction between the consecutive subunits is also critical to ensuring the fidelity of polyketide synthesis. This
communication is assured, at least in part, by small domains called docking domains (DD), which have to date only been
characterized from cis-AT PKS. Here, we have identified a new class of DD, the first shown to be present in trans-AT
PKSs. Using a multidisciplinary approach, we have demonstrated that the N-terminal DD (VirFG "DD) is likely to be an
intrinsically disordered protein (IDP), whose interaction with its partner DD (VirA °DD) induces its folding. We have solved
the NMR structure of a fusion protein between the two DD, revealing a new topology for a protein-protein interaction. This
docking interface was then placed into its modular context by SAXS. In contrast to the other classes of DD which form a
single docking complex, this new type of DD gives rise to two docking interfaces at the intersubunit junction. Finally, our
SAXS data have allowed us to propose a model for the complete interface between two PKS subunits in which a reaction
chamber is formed, which may allow reactive polyketide intermediates to be protected.

Post-PKS enzymes catalyze maturation of the polyketide after its release from the last module of the PKS. This
processing is critical as it yields the final structure and activity of the polyketide. In this context, we conducted a
structure/function study of the post-PKS enzyme catalyzing the macrocyclisation of the antibiotic lankacidine C. After
phasing by SAD using a seleniated protein, we solved the structure of the enzyme in complex with substrate analogues.
We then proceeded to site-directed mutagenesis of specific residues, in order to solve the structure of the enzyme in
complex with its natural substrate.

Key words: polyketide, PKS, docking domains, SAXS, post-PKS enzyme, protein crystallography
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