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Horizon pas net, reste à la buvette. Qui trop écoute la météo, passe sa vie au bistrot.  

Celui qui marche droit trouve toujours la route assez large.  

 

 

 



  

ABREVIATIONS 



Abréviations 

 
 

 

Abréviations 

 

6-dEB : 6-déoxyérythronolide B 

A : adénylation 

ACP : acyl carrier protein 

ADN : acide désoxyribonucléique 

AT : acyltransférase 

ATP : adénosine triphosphate 

β-ME : β-mercaptoéthanol 

C : condensation 

Cy : domaine d’hétérocyclisation 

CD : dichroïsme 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 lumière 

DMSO : diméthylsulfoxide 

DO : densité optique 

E : épimérase 

EDTA : acide éthylène diamine tétra-acétique 
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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 à 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 intrinsèquement désordonnée 

IMAC : chromatographie type chélation de métaux immobilisés 

ITC : titration calorimétrique isotherme 

IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

KR : kétoréductase 

KS : kétosynthase 

LC-MS : chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse 

MAD : dispersion anomale à multiple longueur d’onde 

MAS : synthase de l’acide micocérosique 

MAT : malonyl-acétyl transférase 

MCAT : malonyl-CoA transférase 

MDR : déshydrogénase/réductase à courte chaîne 
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mFAS : synthase d’acide gras de mammifère 

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 chaîne 

PDB : banque de donnée des protéines 

PEG : polyéthylène glycol 

PdI : polydispersité 

PKS : polykétide synthase 

PPTase : phosphopantéthéinyl transférase 

PUFA : acide gras polyinsaturé 

PR : partiellement réductrice 

RMN : résonance magnétique nucléaire 

SAD : diffusion anomale à une seule longueur d’onde 

SAM : S-adénosylméthionine 

SAXS : diffusion des rayons X aux petits angles 

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

de sodium 

SLS : diffusion statique de la lumière 

Sfp : surfactine phosphopantéthéinyl-transférase 

TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine 
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TE : thioestérase 

TFA : acide trifluoroacétique 

TFE : trifluoroéthanol 

Tm : température d’hybridation 
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I. Les métabolites secondaires  

 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 espèces les produisant, 

augmentant ainsi la compétitivité de l’organisme hôte au sein de son biotope (Roze, et 

al., 2011). En effet, la production de ces métabolites secondaires apporte différents 

avantages à l’organisme les synthétisant. Dans la plupart des cas, ces métabolites 

secondaires pourraient servir à éliminer les autres espèces partageant le même 

biotope que l’espèce productrice (Demain, et Fang, 2000). Ils peuvent également agir 

en tant que transporteur de métaux (sidérophores) et servir d’antibiotiques en privant 

les autres espèces de fer, ou pour maintenir la balance Na+/K+ (ionophores) (Kanne, 

et Zahner, 1976). Enfin, ils pourraient être impliqués dans une communication inter-

espèces, permettant l’établissement de symbiose entre plusieurs organismes (Paul, et 

al., 1981).  

ψien qu’ils soient principalement issus de quelques métabolites primaires bien 

particuliers (l’acétyl-CoA et acides aminés majoritairement), il existe une grande 

variété de métabolites secondaires. Ainsi, à ce jour, plus d’un million de métabolites 

secondaires ont été découverts au sein de la biosphère et une grande quantité reste 

encore à découvrir (Demain, 2014). 

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

2012) :  

1) Les alcaloïdes, 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 être couramment consommés dans la vie de tous les jours : nicotine 

et caféine, par exemple.  

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

champignons. Ce sont des composés synthétisés à partir d’unités de base à 5 
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carbones, l’isoprène, dérivant de l’isopentényl pyrophosphate (IPP) formé à partir 

d’acétyl-CoA. Parmi les terpènes, -carotène, le 

limonène, mais aussi des molécules à fort intérêt 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 

flavonoïdes.  

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 

terpènes, de composés phénoliques, de composés soufrés…).  

5) Les acides aminés et peptides non protéinogènes produits par certaines 

légumineuses et qui peuvent se révéler toxiques à forte concentration. En effet ces 

composés ont une structure proche des acides aminés protéinogènes 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 protéinogènes.  

6) Et enfin, les polykétides (Agostini-costa, et al., 2012) (Figure 1). 
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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 à la vie de l’organisme, et le métabolisme 
secondaire qui offre des avantages à la survie, bien que la frontière entre les deux 
métabolismes soit parfois assez mince. 

 

 Les polykétides  

 Des métabolites secondaires à 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 qu’il soit supposé qu’ils aient des rôles défensifs. Certains polykétides ont des 

rôles 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 même, certains 

polykétides constituent des toxines et servent de facteurs de virulence pour les 

espèces qui les produisent (Stinear, et al., 2004 ; Hong, et al., 2005)  

Les polykétides constituent des composés à très forte valeur ajoutée. En effet, 

nombre de ces composés sont utilisés en tant qu’antibiotiques (rifamycine, 
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érythromycine A et virginiamycine M, par exemple), anticancéreux (lankacidine, 

épothilone B, doxorubicine), antifongiques (amphotéricine), immunosuppresseurs 

(rapamycine) ou bien encore antiparasitaires (avermectine). Leur synthèse 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 biosynthèse, que nous détaillerons 

par la suite. Certains de ces composés forment une structure très 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 très nombreux groupements fonctionnels et d’une stéréochimie bien 

définie, constituent à la fois un avantage, puisque cela confère à ces molécules de 

fortes et très nombreuses activités pharmacologiques, mais aussi un inconvénient de 

taille, puisque les polykétides sont des molécules complexes et leur synthèse chimique 

se révèle laborieuse.  
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Figure 2 : Exemple de polykétides (adapté 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 synthèse de ces composés représente un challenge pour le domaine 

médical. La découverte de nouvelles structures de polykétides au sein de la biosphère 

constitue la stratégie la plus simple pour disposer de nouvelles molécules à fort 

potentiel pharmacologique (Bachmann, et al., 2014). Cependant il existe d’autres 

stratégies comme l’hémi-synthèse chimique. Ceci consiste à modifier chimiquement 

des composés déjà existant, ce qui permet de modifier de façon rationnelle certaines 

molécules afin d’optimiser leur activité. Deux dérivés de l’érythromycine χ, le 

Zithromax et la Biaxine, ont été développés via cette méthode (Peltier, 1992). Une 

autre stratégie prometteuse consiste en l’ingénierie génétique des voies de 

biosynthèse des polykétides. Cette approche, désignée sous le terme de biologie 



Introduction  

 
6 

 

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 gènes codant les PKS 

(Cortés, et al., 1990) et le développement des techniques de séquençage et 

l’annotation de génomes. Cependant, l’efficacité de cette approche dépend d’une 

connaissance accrue des systèmes enzymatiques produisant ces molécules d’intérêt. 

 De la découverte des polykétides à l’étude des polykétide 
synthases 

En 18λγ, à l’Université de Londres, James Collie découvre une série de réactions 

qui mène à la synthèse d’un composé aromatique appelé orcinol. Il décrit alors la 

formation de ce composé, à partir d’acide déhydroacétique, et ce mécanisme passe 

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

 
 

Figure 3 : Schéma de la synthèse 
d’orcinol proposé par Collie. 
(Staunton, et Weissman, 2001)  
L’ajout d’une molécule d’eau sur 
l’acide déhydroacétique (1) 
entrainerait l’ouverture du cycle et la 
formation d’un intermédiaire poly-
cétone (2). Le relargage de la 
molécule d’eau provoquerait la 
reformation du cycle, pour ensuite 
former l’orcinol (3)  

  

 

 

 En 1917, Robinson propose un mécanisme similaire pour la synthèse de 

tropinone (Robinson, 1917). Dans son livre de 1λ55, il développe aussi l’idée que les 

polyphénols peuvent être produits à partir de poly-cétones.  

 Dans les années 50, Birch permet une avancée considérable de ces études 

puisqu’il avance l’hypothèse que les polykétides peuvent être produits à partir d’unités 

acétate par des condensations successives, et il vérifie sa théorie en administrant des 
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précurseurs marqués au 14C à un organisme qu’il pense producteur de polykétides : 

Penicilium patulum. A partir d’acétate marqué au 14C sur la position 1, il parvient à 

obtenir l’acide 6-méthyl-salicylique, le polykétide attendu, avec 4 atomes radioactifs 

(qu’il parvient à identifier grâce à une décomposition chimique du composé). Ce qui 

valide son hypothèse, puisque quatre unités acétate sont nécessaires pour former ce 

composé.  

A partir des années 60, l’émergence de la RMN et de la spectrométrie de masse 

ont permis la compréhension de la biosynthèse de nombreux autres polykétides. En 

effet, jusqu’à 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 façon fictive pour imaginer un mécanisme de synthèse du composé 

étudié. Dès lors, le marquage spécifique de précurseurs au 13C et 2H a permis 

d’élucider le mécanisme de biosynthèse de nombreuses molécules, comme 

l’érythromycine A, par exemple.  

Plus tard, avec l’essor de la génétique, il a été possible de rattacher la synthèse 

de ces polykétides à la présence de clusters de gènes 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 synthèse de l’actinorhodine, un polykétide qui sert d’antibiotique 

mais aussi d’indicateur de pH du fait de sa coloration pH-dépendante (Rudd, et 

Hopwood, 1979). χinsi, les mutations qui sont à l’origine de la disparition de la couleur 

bleue des colonies dû à la synthèse d’actinorhodine ont permis d’identifier la partie 

génique responsable de la synthèse du polykétide. Une série de 76 mutations 

contiguës a été effectuée dans cette partie génique et a ensuite été suivie d’un 

classement des mutants en six classes phénotypiques différentes basées sur l’activité 

antibiotique, l’accumulation de précurseurs colorés due à la formation de produits 

abortifs et la complémentation entre plusieurs mutants pour rétablir la synthèse 

d’actinorhodine. Ces mutations localisés dans le même cluster a permis de mettre en 

évidence la présence d’au minimum six gènes intervenant dans la synthèse du 

polykétide.  

Plus tard, le génome de S. coelicolor sera séquencé et ce cluster de gènes 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 à la synthèse d’une 

molécule de plus haut poids moléculaire), ou de par les activités enzymatiques 

caractéristiques 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. 

 

Figure 4 : Cluster de gènes codant la PKS responsable de la synthèse de 
l’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 (actI) codent pour les enzymes responsables des réactions de condensation, à partir d’un 
acétyl-CoA et de 7 malonyl-CoA. Les gènes actIII, actVII et actIV codent pour des enzymes 
de modification et de cyclisation du polykétide.  

  

Vers la fin des années 80, deux laboratoires différents cherchent à identifier les 

gènes responsables de la synthèse d’érythromycine A par Saccharopolyspora 

erythraea. Pour cela le groupe de Peter Leadlay va séquencer les régions proches du 

gène ermE, responsable de la résistance à l’érythromycine, puisqu’ils sont persuadés 

que les gènes de biosynthèse de l’antibiotique sont situés dans le même cluster que  

les gènes de résistance à ce même antibiotique. Ainsi ils séquencent cette région de 

l’χDN et recherchent des similarités avec les FχS 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 synthèse du 6-déoxyérythronolide B (6-dEB). Ils 

ont donc également séquencé les régions proches de ces mutations situées non loin 

du gène ermE (Tuan, et al., 1990). Au final, les deux équipes parvinrent à séquencer 

le cluster de gène codant la PKS synthétisant l’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 biosynthèse, corrélées à une forte 

homologie de séquence primaire, démontrent que les FAS animales et les PKS de 

type I ont une origine évolutive commune (Jenke-Kodama, et al., 2005).  

 

II. Les fatty acid synthases, un ancêtre 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 FχS d’origine 

animale et fongique (type I) 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 synthèse des acides gras. Ils sont à distinguer des 

FχS d’origine bactérienne et chloroplastique (type II) qui sont composées de protéines 

discrètes agissant tour à tour dans la synthèse de l’acide gras.  

Les FχS catalysent la synthèse d’acide gras par polymérisation successive en 

ajoutant de façon itérative un groupement malonyle, provenant du malonyl-CoA, sur 

une unité de base qui est l’acétyle. Elles ont donc un rôle 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).   

 Les FAS de type I d’origine fongique 

Chez les FAS de champignons, tous les domaines catalytiques nécessaires à la 

synthèse d’acides gras saturés sont présents sur deux chaînes polypeptidiques. Dans 

un premier temps, le groupement acétyle, l’unité de départ provenant de l’acétyl-CoA, 

est transféré sur le domaine « acyl carrier protein » (ACP). Ce transfert est catalysé 

par le domaine acyltransférase (χT). Ensuite l’χCP transfère l’acétyle sur le domaine 

kétosynthase (KS). Dès lors, le domaine malonyl/palmitoyl transférase (MPT) charge 

une unité d’extension provenant du malonyl-Coχ sur l’χCP. Le domaine KS catalyse 
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alors la décarboxylation du malonyle et la condensation des deux unités pour former 

un acétoacétyl-χCP. Ensuite l’χCP apporte l’acétoacétyle à trois domaines 

responsables de la modification de l’état d’oxydation du carbone . Tout d’abord, le 

domaine kétoréductase (KR) catalyse la réduction du groupement cétone en alcool, 

par oxydation concomitante du NχDPH. S’ensuit une déshydratation catalysée par le 

domaine déshydratase (DH) ce qui entraine la formation d’une double liaison entre les 

carbones α et . Enfin, le domaine énoyl-réductase catalyse la réduction de l’α, -énoyl 

en acyl saturé (Figure 5).  

Comme dit précédemment, les FχS de type I fongiques ont la particularité d’être 

constitués de deux chaînes polypeptidiques : la chaîne  de βγ0 kDa qui arbore les 

domaines AT, ER, DH et la majeure partie du domaine splitté MPT, et la chaîne α de 

210 kDa qui comporte en N-terminal l’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 l’χCP à partir du Coχ. C’est ce groupement prosthétique qui va 

porter la chaîne en élongation et les unités d’extension tout au long de la catalyse 

(Fichtlscherer, et al., 2000). 
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Figure 5 : Schéma réactionnel de la FAS fongique (adapté de Maier, et al., 2010). 
Tout d’abord le domaine χT sélectionne l’unité de départ et la transfère sur le domaine χCP 
(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 l’χCP (β). Le KS catalyse la réaction de 
condensation (3), puis les domaines réducteurs agissent au niveau du carbone β 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 C16 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 chaînes polypeptidiques constituant la FAS de 
champignons.  
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La structure de la FAS de champignon a été résolue en 2007, après de longues 

années à essayer d’améliorer la diffraction des cristaux, qui diffractaient initialement 

autour de 8 Å de résolution, et à essayer de résoudre le problème de phase. Ce sont 

finalement les structures de la FAS de Saccharomyces cerevisiae et de Thermomyces 

lanuginosus qui ont été résolues à environ 3 Å de résolution (Jenni, et al., 2007 ; 

Leibundgut, et al., 2007 ; Lomakin, et al., 2007). 

La structure de la FAS est un hétéro-dodécamère qui peut être divisé en deux parties 

distincts : un anneau central formé par un hexamère de chaîne α et deux trimères de 

chaîne  de part et d’autre de l’anneau central (Figure 6).  

Figure 6 : Structure de la FAS de type I de Saccharomyces cerevisiae (Maier, et al., 2010). 
Cette structure résolue à 3,1 Å 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 FχS s’organise en hétéro-dodécamère, un hexamère de la chaîne α et deux 
trimères de le chaîne β. La position de l’axe de symétrie d’ordre γ et d’un des deux axes d’ordre β 
de la structure est indiquée  
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 Les FAS animales, des synthases homologues aux PKS  

Au contraire des FAS fongiques, les FAS animales consistent en une chaîne 

polypeptidique de 270 kDa qui comprend tous les domaines nécessaires aux réactions 

de condensation et de réduction du C . Malgré une organisation différente, les deux 

FχS partagent le même mécanisme d’action à quelques exceptions près. Une 

malonyl-acétyl-transférase (MAT) bi-fonctionnelle catalyse à la fois la réaction de 

transfert de l’unité de base (acétyl-CoA) et les réactions de transfert des unités 

d’extension (malonyl-Coχ) sur l’χCP. En fin de synthèse, l’acide gras est libéré par un 

domaine supplémentaire par rapport aux FAS fongiques : le domaine thioestérase 

(TE). La dernière différence avec les FAS fongiques se situe au niveau du domaine 

ER, qui n’est pas FMN/NχDPH 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 l’unité de départ sur l’χCP (1) qui la transfert ensuite sur le KS. Le MχT 
charge alors l’unité d’extension sur l’χCP (β) 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. 
χprès 7 cycles, l’acide gras est libéré par un clivage catalysé par le domaine TE. Celui-ci libère 
du palmitate (ou stéarate) et non du palmitoyl-CoA comme c’était le cas pour les FχS 
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 à 3.1 Å de résolution (Maier, 

et al., 2008). Dans cette structure, la FAS de mammifère (mFAS) forme un 

homodimère, les domaines KS, ER et DH étant dimériques. On observe une 

ségrégation entre les domaines responsables de la polymérisation (KS, MAT) et ceux  

assurant une activité de modification du groupement -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 à la portion impliquée dans la condensation. Une étude par cryo-EM a en effet 

montré un mouvement de rotation des deux portions de la FχS l’une par rapport à 

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 (KR), 

analogue au domaine KR mais tronqué au niveau du Rossmann fold, assure une 

pseudo-homo-dimérisation du domaine KR. De même, un domaine structuralement 

proche des méthyltransférases à co-facteur S-adénosyl méthionine (SAM) est retrouvé 

au sein de la mFAS. Ce domaine appelé pseudo-méthyltransférase (ME) présente 

au sein du site actif un motif ExLxGxG au lieu du motif D/ExGxGxG conservé chez les 

enzymes SAM-dépendantes, ce qui empêche la fixation du co-facteur et donc rend ce 

domaine non-fonctionnel. Ces deux domaines non-fonctionnels ont sans doute un rôle 

uniquement structural, qui explique leur conservation au cours de l’évolution.  

Un linker structuré d’une centaine de résidus sépare le KS et le MAT. Il est 

composé de deux hélices  et de trois brins . 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 

dernière 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 l’χCP et du TE n’ont 

pas pu être 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 à 3,1 Å 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 même 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 modèle pour les études des PKS de type I.  

III. Les PKS 

 Organisation en cluster 

Comme vu dans la partie I.2.B, les gènes codant les polykétide synthases 

s’organisent en cluster. χu sein de ces clusters se retrouvent typiquement  tous les 

gènes codant les protéines servant à la synthèse même des polykétides, des protéines 

de maturation du polykétide une fois libéré par la PKS (enzymes post-PKS), les 

protéines de résistance au composé synthétisé, des éléments de régulation, etc…  

 Ainsi les clusters de gène codant les PKS peuvent occuper une part importante 

du génome. Pour exemple, la taille du cluster codant la synthèse 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 gène responsable de la synthèse de polykétides par S. erythraea représente plus 

de 3% du génome de la bactérie (Oliynyk, et al., 2007) (Figure 9). 

 

Figure 9 : Cluster de gènes responsable de la synthèse de l’érythromycine A (KJ 
Weissman).  
Ce cluster de 56 kb code pour les trois chaînes polypeptidiques de la PKS (en rouge), les 
enzymes de modification post-PKS responsable de l’ajout d’unités glucidiques (en orange), 
des hydroxylases (en violet), et le gène 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 gènes codant l’actinorhodine et celui codant l’érythromycine A, les 

chercheurs se sont aperçus que la première PKS était constituée de protéines 

discrètes (type II) alors que celle synthétisant l’érythromycine A est composée de 
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gigantesques multienzymes (type I). Cette classification a ainsi été établie en fonction 

des traits communs entre les PKS et les FAS (également divisées en deux types selon 

les mêmes critères, comme décrit précédemment). Cependant, il existe des PKS de 

type III composés d’une seule protéine responsable de la synthèse entière du 

polykétide.  

 Les PKS de type III  

Ce type de PKS a été isolé pour la première fois chez Petroselium hortense, une 

plante de la famille du persil. Elles sont responsables de la synthèse de nombreux 

métabolites secondaires chez les plantes tels que les résorcinols, les stilbènes, les 

biphényles, les benzophénones, les curcuminoïdes, etc… Nombre de ces composés 

sont des précurseurs de flavonoïdes ou de pigments. ψien qu’elles soient 

majoritairement décrites chez les plantes où elles sont ubiquitaires, les PKS de type III 

sont aussi présentes chez certains champignons ou certaines bactéries comme S. 

griseus (Kwon, et al., 2001) .  

Ce type de PKS, aussi couramment appelé stilbène synthase ou chalcone 

synthase, se différencie des autres PKS par la présence d’une unique protéine 

multifonctionnelle qui catalyse toutes les réactions nécessaires à l’élongation du 

polykétide. En effet, ces PKS ont la particularité de ne pas nécessiter d’χCP comme 

support de la chaîne polykétidique et des unités d’extension. Seul un KS dimérique 

multifonctionnelle va à la fois sélectionner les unités d’extension et catalyser les 

réactions de condensation et de cyclisation (Tropf, et al., 1995, Preisig-Müller, et al., 

1997). Cette KS va donc agir de façon itérative afin de réaliser plusieurs cycles de 

condensation en utilisant des unités d’extension simplement fixés au coenzyme χ et 

non à un ACP. Des enzymes de maturation post-PKS interviennent ensuite pour 

modifier le polykétide suite à sa libération (Figure 10). 
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 Les PKS de type II :    

Les PKS de type II, retrouvées chez certaines bactéries et champignons, 

synthétisent exclusivement des polykétides aromatiques. Par analogie avec les FAS 

de type II, ces PKS présentent des activités d’élongation de chaîne portées par des 

enzymes complètement 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  (KS) va catalyser les réactions de 

condensation de façon itérative à partir d’unités d’extensions. Cette KS va former un 

hétérodimère avec une kétosynthase  (KS ), aussi appelée « Chain Length Factor 

(CLF) ». Cette KS  est dépourvue de cystéine catalytique et permet de contrôler la 

longueur de la chaîne 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 KS  initie la synthèse 

en catalysant la décarboxylation du malonyl-CoA en acétyl-CoA qui va servir d’unité 

de départ à la polymérisation (Bisang, et al., 1999). De plus, l’hétérodimère KS/KS  

serait responsable du contrôle de la régiospécificité de la première réaction de 

cyclisation au cours de la synthèse du polykétide (Hertweck, et al., 2007). Enfin, un 

χCP va porter les unités d’extension et la chaîne en élongation au cours de la synthèse 

(Figure 11). 

Figure 10 : Représentation schématique des PKS de type III (adapté de Shen, 2003).  
Dans ce type de PKS, seule une KS dimérique agit de façon itérative pour catalyser la 
décarboxylation des unités d’extension liées au Coχ et la condensation avec la chaîne 
polykétidique en élongation attachée à la cystéine du site actif.  
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 En revanche, la façon dont les unités d’extension sont transférées sur l’χCP 

demeure encore incertaine. Il a été proposé que l’χCP puisse avoir une activité 

automalonylase, et serait donc capable de sélectionner une unité malonate à partir de 

fortes concentration en malonyl-Coχ et ce, en absence d’χT (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 gène codant la PKS mais provenant de la 

FAS (de type II), qui serait responsable du transfert du malonyle sur l’χCP. 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 à certaines étapes de 

l’élongation. Des kétoréductases réduisent la fonction cétone de l’unité d’extension 

ajoutée en fonction alcool, des cyclases jouent le rôle de « chaperonnes 

moléculaires » pour favoriser des réactions de cyclisation spontanée, et des 

aromatases catalysent des réactions de déshydratation au niveau du groupement 

alcool (donc après action d’une kétoréductase) afin de former un cycle aromatique. 

Figure 11 : Représentation schématique des PKS de type II (tiré de Shen, 2003).  
Dans ce type de PKS, un hétérodimère composé de KS et de KS  (Chain length factor) 
interagit avec un ACP en trans pour catalyser des réactions de condensation et ce, de manière 
itérative. L’unité acyl ajouté à chaque cycle d’élongation est indiquée en rouge. Des enzymes 
de modification optionnelles interviennent également au cours du processus d’élongation.  

 

 Les PKS de type I 

Ce type de PKS présente beaucoup d’homologie avec les FAS de type I animale 

décrite précédemment, tant au niveau séquence, qu’au niveau mécanistique. La 

principale différence est qu’au contraire des FχS, les PKS de type I sont des protéines 

multi-modulaires. χinsi chaque module catalyse l’incorporation d’une unité acyl-CoA 

et donc l’élongation de la chaîne polykétidique. Chaque module comporte lui-même 
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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 chaîne polykétidique et, dans la majorité des cas, d’entrainer 

sa cyclisation. Ainsi, une même protéine va regrouper un ou plusieurs module(s) 

responsable(s) de l’incorporation d’une unité d’extension à la chaîne, agissant alors 

comme une usine d’assemblage. Par conséquent, les PKS de type I sont des protéines 

de très haut poids moléculaire, allant jusqu’à 1,8 MDa pour une des PKS formant la 

mycolactone (Stinear, et al., 2004).  

 

Figure 12 : Représentation schématique des PKS de type I (figure réalisée par KJ. 
Weissman).  
Les PKS de type I adoptent une organisation modulaire. Dans le cas présent, la PKS regroupe 
deux protéines, l'une comprenant le module de chargement et les deux premiers modules, et 
la deuxième qui comprend les modules 3 et 4. Chacun de ces modules est composé d'un 
certain nombre de domaines. La chaîne en élongation est transférée d’un module au suivant  
après chaque cycle d’élongation 
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 Les PKS de type I itératives  

Il existe des PKS de type I qui, comme les FAS de type I animale, ne sont 

composées que d’un module qui agit de façon itératif. Ce type de PKS permet 

notamment la synthèse d’acides gras polyinsaturés (PUFχ) qui sont des constituants 

des membranes cellulaires de certaines bactéries marines (Metz, et al., 2010). Elles 

permettent également la synthèse de polykétides aromatiques chez les bactéries ou 

de composés de la famille des ènediynes (des composés organiques contenant deux 

triples liaisons et une double liaison) (Ahlert, et al., 2002).  

Chez les champignons, les PKS de type I itérative sont classés en trois groupes 

en fonction des activités réductrices (KR, DH et ER) intervenant durant l’élongation. 

Ainsi on trouve les PKS non réductrice (NR), partiellement réductrices (PR) et 

hautement réductrices (HR) (Cox, 2007).   

 Les PKS de type I modulaires 

Au contraire des PKS de type I itératives, ce type de PKS est composé de plusieurs 

modules qui vont être chacun responsable d’un cycle d’élongation. Chaque module va 

être composé d’un set différent de domaines pour chaque cycle d’élongation. Ainsi 

chaque PKS peut incorporer un nombre différent de modules eux même composés 

d’un panel variable d’activités enzymatiques. Parmi ces PKS modulaires on distingue 

deux types de PKS différentes.    

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

Chez les PKS de type cis-AT, les domaines servant à la condensation (KS, ACP, 

AT), ceux catalysant les réactions de modification durant la synthèse du polykétide 

(KR, DH, ER) et même le domaine de libération du polykétide en fin de synthèse (TE) 

sont situés au sein d’une même chaîne polypeptidique. 

Depuis sa découverte en 1λλ0, la PKS synthétisant l’érythromycine A (DEBS pour 

désoxyérythronolide B synthase) est devenue le système modèle pour les PKS de type 

cis-AT. Ce fût en effet la première PKS de type I découverte (Cortés, et al., 1990 ; 

Donadio, et al., 1991), et de plus, elle constitue un modèle parfait pour l’étude de 

l’ensemble des PKS de type cis-AT. Cette PKS est constituée de 3 chaînes 

polypeptidiques : DEBS 1 qui porte le module de chargement, nécessaire pour recruter 
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l’unité 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 l’activité TE nécessaire à la libération du polykétide.  

La synthèse débute par le recrutement d’un propionyl-CoA par le domaine AT du 

module de chargement qui le transfère alors sur l’χCP voisin. L’χT du module 1 

sélectionne un nouveau methylmalonyl-CoA comme unité d’extension et le transfère 

sur l’χCP du module 1. Dès 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 -céto en hydroxyle. Dès lors, la chaîne en 

extension est transférée au niveau du KS du module β et un nouveau cycle d’extension 

peut avoir lieu. Il y a ainsi 6 cycles d’extension et en fin de synthèse, 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).  

 
Figure 13 : Représentation schématique de la PKS synthétisant l’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 même 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 l’érythromycine χ.  
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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 l’ordre 

selon lequel il est situé au sein de la séquence polypeptidique, l’enchaînement en 

domaines des modules dictant alors la structure du polykétide synthétisé. Cette 

relation est décrite sous le terme de règle 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 synthèse de l’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 à la position voulue, d’où l’engouement que l’étude de 

ces enzymes suscite en vue d’approches d’ingénierie. Ce constat explique pourquoi 

les PKS de type cis-χT sont les plus étudiées à l’heure actuelle.  

Cette relation a également permis de développer des outils de bio-informatique 

afin de prédire la structure de polykétides synthétisés par des espèces dont le génome 

a été séquencé (Bachmann, et Ravel, 2009).  

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

Pour certaines PKS de type I, aucun domaine χT n’a été identifié dans la séquence 

primaire des modules. Bien que les mécanismes de synthèse soient identiques aux 

PKS de type cis, il a été découvert que l’acylation des domaines χCP nécessite une 

protéine isolée, également appelée acyltransférase, qui interagit en trans avec les ACP 

de plusieurs modules pour apporter chaque fois la même unité d’extension (Piel, 

2002). Ce type de PKS fut découvert pour la première fois dans le génome séquencé 

de Bacillus subtilis en 1993 (Scotti, et al., 1993). Cependant, les chercheurs ne sont 

pas parvenus à identifier un polykétide produit par cette souche et le séquençage 

comportait de multiples erreurs (Scotti, et al., 1993). La première PKS trans-AT 

rattachée à la production d’un polykétide fut mise en évidence chez Paederus fuscipes, 

une espèce de scarabée, en 2002. Cette PKS responsable de la synthèse de pédérine, 

un anti-cancéreux, ne disposait pas d’χT au sein de la séquence des modules et il fut 

supposé que c’est une χT discrète, dont le gène 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 synthèse 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 

même unité d’extension à 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 l’ajout d’un groupement méthyle en position  grâce à 

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

Une autre particularité est la présence de modules de synthétases peptidiques non 

ribosomiques (NRPS), même si de rares PKS de type cis-AT en possèdent 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 sévère par des bactéries Gram +), et bien d’autres 

composés dont l’activité pharmacologique se révèle être intéressante.   

Les NRPS, comme les PKS, sont composés de plusieurs modules catalysant 

chacun l’incorporation d’un acide aminé au sein du peptide en extension. Trois 

domaines sont nécessaires μ le domaine d’adénylation (A), analogue au domaine AT, 

qui active l’acide aminé par utilisation concomitante d’χTP. Il adényle l’acide aminé 

par transfert d’χMP au niveau du groupement carboxyle afin de former un aminoacyl-

adénylate réactif. Puis, le domaine χ catalyse le transfert de l’acide-aminé adénylé sur 

le domaine peptidyl carrier protein (PCP), analogue de l’χCP, 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 l’ajout d’un groupement 

méthyle par l’intermédiaire du domaine méthyltransférase (MT) (Burmester, et al., 

1995), ou bien un domaine épimérase (E), transformant ainsi l’acide-aminé L en acide 

aminé D (Stachelhaus, et Walsh, 2000), ou encore des domaines de hétérocyclisation 

(Cy ou HC) remplaçant le domaine de condensation au sein du module et permettant 

la condensation et la formation subséquente d’un cycle thiazole lors de l’incorporation 
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de cystéine, et oxazole lors de l’ajout de thréonine ou sérine au sein du NRP (Gehring, 

et al., 1998).   

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

en élongation et, en fin de chaîne, un domaine TE, semblable à ceux des PKS, libère 

le peptide en catalysant généralement sa macro-cyclisation (Figure 15).  

  

+ AMP 

Figure 14 : Schéma du mécanisme des trois domaines nécessaires à la condensation 
chez les NRPS (adapté de Challis, et Naismith, 2004). 
Le domaine d’adénylation sélectionne l’acide aminé à incorporer, puis utilise une molécule 
d’χTP pour adényler l’acide aminé avec une libération concomitante de pyrophosphate. Le 
domaine χ catalyse ensuite le transfert de l’acide aminé sur le groupement 
phosphopantéthéine du PCP, ce qui permet la libération d’χMP. Le domaine PCP du module 
précédent apporte la chaîne 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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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 
l’élongation du peptide grâce à 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 

l’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 chaînes 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 être uniquement 

d’ordre structurale pour expliquer leur conservation au cours de l’évolution. On trouve 

également chez certaines PKS des modules qui agissent de façon itérative pour 

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

Par conséquent il est très 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 règle de colinéarité n’est pas valable pour les PKS de type trans-AT 

contrairement à celles de type cis. Pour pallier à 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. χinsi, par l’analyse de séquences des KS, ces derniers sont rangés en 

différents clades, chaque clade acceptant un substrat particulier. Il est alors possible 

Figure 15 : Représentation schématique synthétisant la composition en domaines des 
NRPS (Challis, et Naismith, 2004). 
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de prédire les groupements chimiques constituant le polykétide au stade de synthèse 

où 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 façon différente des PKS cis-AT (Nguyen, et al., 2008). Alors que ces dernières 

auraient évolué principalement par duplication de gènes, les trans-AT sembleraient 

issues d’échanges horizontaux de gènes entre bactéries, formant ainsi une mosaïque 

de gènes (Piel, 2010). Ainsi, les connaissances dont nous disposons pour le type cis-

AT ne sont pas toujours directement applicables pour le type trans-χT ; l’étude 

indépendante des deux systèmes 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). 

 

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 discrète (VirI), un domaine MT au sein du 
module 1 qui permet l’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 KS0) dont la cystéine catalytique est absente, et un TEII discret 
(VirJ). HC μ domaine d’hétérocyclisation. Un module de chargement a également été trouvé 
dans le cluster de gènes homologue chez S. pristinaspiraelis.   
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IV. L’attractivité des PKS de type I pour la biologie 

synthétique 

Du fait de leur fort potentiel pharmacologique, la découverte de nouveaux 

polykétides suscite un énorme intérêt. Cette découverte passe par trois voix 

possibles : 1) la recherche de nouvelles molécules au sein même de la biosphère, 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 composés 

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 particulières (Bachmann, et al., 2014). L’essor du séquençage et 

le développement du genome-mining a ainsi grandement facilité la découverte de 

polykétides au sein de la biosphère.  

2) Une autre façon de générer de nouveaux polykétides consiste en la synthèse 

hémi-chimique de composés existant naturellement. En effet, étant donné la 

complexité structurale des polykétides, leur synthèse chimique complète est difficile et 

se révèle être polluante. χinsi, l’hémi-synthèse 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 à un 

antibiotique ou de rendre plus affin un composé envers sa cible (Nilius, et Ma, 2002). 

Cette approche rationnelle a déjà abouti à la synthèse de plusieurs composés, comme 

l’EMλ00, un dérivé hémi-synthétique de l’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 dernière stratégie, complémentaire aux deux précédentes, consiste en 

l’ingénierie des PKS.   
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 Les PKS de type cis-AT, un modèle pour l’approche 
d’ingénierie 

Du fait de leur modularité, les PKS de type I constituent un bon modèle pour la 

biologie synthétique. Cependant, jusqu’à 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 premières découvertes, mais également pratique en raison 

de la simplicité d’étude conférée par la règle de colinéarité. De ce fait, le seul prérequis 

pour effectuer une modification d’un groupement ou d’une position particulière du 

polykétide est d’identifier les domaines ou les enzymes de maturation post-PKS qui en 

sont responsables  

Plusieurs modifications peuvent être apportées à la voie de synthèse d’un 

polykétide (Weissman, 2016) (Figure 17). Le plus intuitif, et ce qui semble être le plus 

probant, est de manipuler les domaines PKS de façon individuelle. Une des stratégies 

consiste en la mutation spécifique de certains résidus au sein du site actif de façon à 

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 

mêmes résultats que précédemment. Par exemple, l’échange d’une χT présentant une 

spécificité pour le malonyl-CoA par une AT spécifique pour le méthylmalonyl-CoA 

permettrait l’ajout d’un groupement méthyl au squelette polykétidique.  
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Plusieurs manipulations génétiques de PKS ont été réalisées à ce jour aboutissant 

à plus ou moins de succès. 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 NχDPH des domaines 

KR et ER de DEψS ont permis la synthèse de dérivés de l’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. ψien que peu invasive, puisqu’il s’agit uniquement d’une mutation de 

l’histidine catalytique du domaine DH, aucun produit complet ne put être obtenu, 

probablement à cause de la spécificité des domaines composant le module suivant la 

modification (Bevitt, et al., 1993). 

Une étude plus récente a consisté à muter les résidus catalytiques de chaque 

domaine réducteur des modules 2 à 8 de la PKS synthétisant la monensine, soit 18 

domaines réducteurs. Sur les 32 produits attendus, 22 ont pu être obtenus, mais avec 

Figure 17 : Possibilités de modification des PKS pour la génération de nouveaux 
polykétides, illustré pour l’érythromycine (adapté de Weissman, 2016). 
Le type de modifications de la PKS et les changements structuraux apportés au polykétide 
sont corrélés suivant un même code couleur. Il est à noter que toutes ces modifications sont 
théoriquement cumulables.  
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chaque fois un rendement au minimum 7 fois inférieur à 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 succès pour l’χT5 de la PKS de la 

monensine, pour laquelle en mutant une valine du site actif, ils sont parvenus à 

modifier la spécificité de l’χT, lui permettant d’incorporer préférentiellement du β-

propargylmalonate en tant qu’unité d’extension (Bravo-Rodriguez, et al., 2014). 

Cependant les rendements obtenus suite à cette modification demeurent toujours 

inférieurs à 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 

mutagenèse 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 chimères. L’échange du 

module de chargement permet de modifier l’unité de départ, comme ce fut le cas chez 

DEBS où le module de départ a été échangé avec celui de la PKS synthétisant 

l’avermectine (Marsden, et al., 1998).  

Des échanges de module d’extension ont aussi été réalisés chez DEψS 

permettant d’obtenir les produits escomptés, à 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 chaîne en élongation était transférée 

directement d’un χCP à 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 même été 

obtenu de façon très minoritaire, le produit majoritaire correspond à 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 à la PKS synthétisant l’érythromycine (tiré de 
Weissman, 2016). 
Le module 2 de la PKS synthétisant la rapamycine (RAPS) a été ajouté à DEBS 1-TE, une 
construction permettant d’obtenir une lactone à partir des deux premiers modules de la PKS 
synthétisant l’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 façon minoritaire par rapport au trikétide. L’explication de la synthèse majoritaire 
de cette lactone est fournie dans le schéma en dessous dans lequel on peut voir que la chaîne 
passe d’un χCP à l’χCP 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 à conserver l’interface χCP–KS entre les modules 1 

et 2. Le reste des domaines du deuxième 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 où seul le module β est supprimé 

a donné un nouveau polykétide plus court appelé homoauréothine avec un très 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 
l’homonéoauréothine si Norχ 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 à une PKS non fonctionnelle.  

C : L’interface χCP1-KS2 est à 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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 Les PKS de type trans-AT : une alternative intéressante pour 

créer de la diversité 

Jusqu’à 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 règle de colinéarité, ou bien du fait du peu d’informations disponibles, 

ces systèmes ont été délaissés dans l’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’à présent sur les PKS de type cis sont directement 

applicables aux PKS trans-AT. Cependant, l’architecture unique des PKS de type 

trans-AT les rend particulièrement attrayantes pour les approches de biologie 

synthétique (Till, et Race, 2016). 

Tout d’abord, la particularité principale de ces systèmes présente beaucoup 

d’intérêt. En effet, bien qu’à l’heure 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 l’expression recombinante, leur purification et donc leur 

caractérisation. De plus, les études menées jusqu’à présent ont démontré que les χT 

agissant en trans présentent le même repliement et les mêmes 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 à incorporer (des acides aminés non-naturels peuvent par 

exemple être utilisés, bien que certains domaines A en incorporent également)). Des 

expériences de substitution ou de mutagenèse 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 III.4.B)b. peuvent également être une cible potentielle 

d’ingénierie.  



Introduction  

 
36 

 

 Une approche d’avenir, mais de nombreux points restent à 

éclaircir  

La grande majorité des expériences d’ingénierie des PKS ont eu un succès mitigé 

(Weissman, 2016). Certaines n’ont pas permis d’obtenir le produit escompté, la 

synthèse aboutissant à la formation d’un produit abortif (Bevitt, et al., 1993). D’autres 

tentatives ont débouché sur la synthèse 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 à 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 être respectée et les interactions 

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

Le succès de l’ingénierie des PKS réside dans l’accumulation de connaissances 

dans cinq grands domaines : i) étudier la spécificité de substrat des domaines et la 

façon dont ils interagissent pour contrôler la stéréochimie ; ii) comprendre le 

mécanisme par lequel la chaîne en élongation entre dans le site actif d’un domaine à 

l’autre, ce qui revient à étudier les interactions entre l’χCP et tous les autres domaines 

catalytiques présents au sein du même module ; iii) acquérir davantage de 

connaissances sur la structure et la dynamique des modules, et ce à plusieurs stades 

de la catalyse, afin d’appréhender les mécanismes nécessaires à 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 chaînes 

peptidiques différentes, une interaction spécifique 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 à utiliser ces enzymes pour 

générer de nouveaux polykétides.      
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V. Etat des connaissances des structures et mécanismes 

des domaines PKS 

χfin d’améliorer la connaissance des systèmes 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.  

 Les domaines « acyl carrier protein » 

Les domaines ACP constituent avec les linkers les seuls domaines non 

catalytiques des PKS. Il s’agit d’un domaine globulaire d’environ 80 résidus. Les ACP 

sont activés par une modification post-traductionnelle consistant en l’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 gène est souvent présent au sein 

du cluster de gènes codant la PKS (Figure 20). 

 

 

 

 

 

Le groupement phosphopantéthéine sert de support à la chaîne en élongation. Ce 

bras flexible, long d’environ β0 Å, permet l’entrée du polykétide dans les sites actifs 

des différents domaines.  

Les ACP se structurent en fagot de quatre hélices  formées de trois hélices 

majeures et d’une courte hélice perpendiculaire aux trois précédentes (Figure 21). 

Leur structure caractéristique est très conservée entre les ACP/PCP. L’hélice I est la 

plus longue, et une longue boucle la sépare de l’hélice II. Cette dernière comporte la 

sérine canonique à son extrémité C-terminale. La courte hélice III est orthogonale aux 

hélices I, II et IV. Plusieurs études suggèrent que l’hélice II portant la sérine modifiée 

serait aussi impliquée dans les interactions protéine-protéine que l’χCP doit établir 

γ’5’χDP 

PPTase 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les domaines acyltransférase  

Le domaine χT est responsable de la sélection des unités d’extension et de leur 

transfert sur le bras phosphopantéthéine de l’χCP. Ce domaine est présent au sein 

des modules chez les PKS cis-AT mais constitue une protéine discrète chez les types 

trans.  

Ce sont des domaines monomériques, d’environ γ00 acides aminés, reliés au KS 

par un linker « KS-AT » structuré d’environ 140 résidus. Les χT comprennent deux 

sous-domaines μ un sous domaine catalytique d’environ β40 acides aminés qui 

présente un repliement de type / -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 même que d’autres χT des systèmes FχS 

(Serre, et al., 1995 ; Zhang, et al., 2007 ; Pappenberger, et al., 2010). Une structure 

Figure 21 : Structure RMN de l’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.  
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d’AT discrète, provenant de système trans-AT a également été résolue et présente le 

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

 

 

  

 

 

 

 

Le mécanisme catalytique de transfert de l’unité d’extension est semblable à celui 

d’une protéase à sérine. La sérine catalytique de l’χT est activée par une histidine à 

son tour activée par un carbonyle de la chaîne 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 l’χCP attaque l’intermédiaire χT-acyl 

(Figure 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rotation 180° 

Figure 22 : Structure de l’AT du module 5 de DEBS (PDB : 2HG4 (Tang, et al., 2006)). 
Ici sont détaillés les deux sous-domaines de l’χT : le sous-domaine catalytique avec un 
repliement de type / hydrolase représenté en bleu et le sous-domaine présentant un 
repliement de type ferrédoxine est représenté en jaune.  
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La spécificité des χT pour les unités d’extension est corrélée à 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 où 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 l’unité d’extension, indiquant que 

d’autres élément contribuent à la spécificité des χT (Del Vecchio, et al., 2003). Les 

motifs permettant la sélection des autres unités d’extension restent encore à être 

déterminés, ce qui pourrait permettre en théorie la conversion de la spécificité des AT 

par des approches rationnels. Ceci s’avère toutefois relativement compliqué puisque 

la spécificité semble liée à plusieurs motifs. 

  

  

Figure 23 : Mécanisme de transfert d’unité d’extension sur l’ACP catalysé par l’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 l’χCP attaque l’unité 
d’extension au niveau du même carbone, réaction catalysée par une catalyse acide de 
l’histidine permettant la régénération de la sérine catalytique. Il est à noter que les charges sur 
les intermédiaires sont stabilisées par un des NH peptidiques.  
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 Les domaines kétosynthase 

Les domaines KS catalysent la formation de liaison carbone-carbone entre l’unité 

d’extension et la chaîne en élongation. Cette réaction est catalysée par des domaines 

d’environ 4γ0 résidus. Les KS ont un repliement typique des thiolases avec une 

architecture / // /. Ils sont dimériques, avec une interface d’interaction étendue 

entre les deux monomères qui est principalement assurée par l’intermédiaire de deux 

feuillets  (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007 ; Bretschneider, et al., 2013) (Figure 

24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le mécanisme catalytique 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 grâce à une 

triade catalytique composée d’une cystéine d’un motif TxCSS et de deux histidines des 

motifs HGTGT et KSNIGHT. La cystéine se situe à l’extrémité d’une longue hélice , 

une autre hélice pointant également sur elle, ce qui permet de diminuer le pKa et donc 

Figure 24 : Structure du KS-linker (PDB : 4KC5, Bretschneider, et al., 2013). 
Le dimère de KS est représenté en orange et la cystéine catalytique en bleu. ψien qu’il s’agisse 
d’une KS de PKS de type trans-χT, le linker séparant habituellement le KS de l’χT est tout de 
même présent et est représenté en jaune. Il est proposé que ce linker puisse servir d’ancrage 
à l’χT devant interagir en trans avec le domaine ACP (Tang, et al., 2004).  
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d’activer la cystéine. Celle-ci peut donc attaquer la chaîne en élongation alors située 

sur le groupement phosphopantéthéine de l’χCP du module précédent. Une fois 

acylée, la KS catalyse la décarboxylation de l’unité d’extension portée par l’χCP du 

même module que le KS (Witkowski, et al., 2002). Il est à noter que la mutation de la 

cystéine catalytique en glutamine mime l’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 

chaîne en élongation liée à la cystéine du KS, permettant la régénération de cette 

dernière (Figure 25).  

Des études par microscopie électronique à transmissions de Bacillus subtilis ont 

révélé des masses denses à proximité de la membrane plasmique. Ces masses 

semblables à des organelles correspondraient à des amas de PKS synthétisant la 

bacillaene, un inhibiteur de la synthèse 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-

χT, qui sert d’adaptateur pour permettre l’interaction de la protéine χT avec les 

différents modules à 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’après Witkowski, et al., 2002, adapté par KJ Weissman). 
La cystéine activée attaque le carbone électrophile de l’unité d’extension porté par l’χCPn-1. 
Une fois acylée, une histidine va jouer le rôle de catalyseur basique générale pour activer une 
molécule d’eau, qui va dès lors attaquer le groupement carboxylate de l’unité d’extension porté 
par l’χCPn. 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 chaîne en élongation porté par la 
cystéine du KS afin de former une liaison carbone-carbone. La chaîne en élongation, ainsi 
allongée d’une unité acyle, se retrouve alors sur le bras phosphopantéthéine de l’χCPn. 
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 Les domaines kétoréductase 

Les domaines KR catalysent la réaction d’oxydation de la fonction cétone, située 

en position  du polykétide en cours de synthèse, en hydroxyle. Ces domaines sont 

responsables de la stéréochimie des polykétide puisque la réduction du groupement 

-céto en -hydroxy est stéréospécifique. On note en effet deux types de KR, le type 

A qui conduit à 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 l’épimérisation des substituants en  (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 à la base de la stéréochimie du carbone  

(Siskos, et al., 2005). Le contrôle de la stéréochimie du carbone  a soulevé davantage 

de questions. En effet, trois domaines interviennent dans la stéréochimie des 

substituants en  μ le domaine χT de par la sélection d’unités d’extension 

stéréospécifiques (le (2S)-méthylmalonyl-CoA est toujours sélectionné et non 

l’isomère (βR) (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, 

et al., 2013 ; Garg, et al., 2014). Cependant, aucune preuve au niveau moléculaire n’a 

encore été établie quant au mécanisme de cette épimérisation, même si la tyrosine et 

la sérine catalysant la réduction semblent également impliquée dans l’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, χβ et ψβ qui ont une activité 

épimérase, C2 qui a simplement une activité épimérase et C1 qui est complètement 

inactives à cause d’une mutation dans le motif de fixation du NADPH et enfin, A0 et 

ψ0 lorsqu’aucun substituant n’est présent en position α (Keatinge-Clay, 2007).   .  

Les KR sont des domaines monomériques, d’environ 450 acides aminés. Ils se 

composent de deux sous-domaines μ un domaine catalytique d’environ β50 acides 

aminés et un domaine structural d’environ β00 résidus. Ces deux sous-domaines sont 

relativement identiques, étant tout deux composés d’un Rossmann fold et présentant 

un repliement de type déshydrogénase/réductase à courte chaîne (SDR). Par 
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conséquent les KR sont souvent considérés comme étant des pseudo-dimères (Figure 

26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

La catalyse implique une tétrade catalytique composée d’une tyrosine qui joue le 

rôle de catalyseur acide général. Une lysine et une glutamine servent de relais de 

protons impliquant également le co-facteur NχDPH et une molécule d’eau, ce qui 

permet d’abaisser le pKa de la tyrosine. Enfin, une sérine permet de stabiliser la charge 

négative qui se développe sur l’oxygène du polykétide durant la catalyse, et 

d’augmenter le caractère électrophile du groupement cétone (Tsai, et Ames, 2009 ; 

Keatinge-Clay, et Stroud, 2006 ; Keatinge-Clay, 2007) (Figure 27). 

 

 

Figure 26 : Structure du domaine KR du module 2 de la PKS synthétisant 
l’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+.  
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 Les domaines déshydratase 

Le domaine DH intervient suite à la réduction de la cétone en hydroxyle par la KR. 

Il catalyse la déshydratation de l’hydroxyle du polykétide en élongation afin de former 

une double liaison entre les carbones  et . Ce sont des domaines dimériques 

d’environ β80 résidus qui présente un repliement dit en « double hot dog » dans lequel 

deux hélices centrales sont flanquées de deux feuillets  (Dillon et Bateman, 2004 ; 

Keatinge-Clay, 2008 ; Akey, et al., 2010 ; Gay, et al., 2013) (Figure 28).  

 

  

Figure 27 : Mécanisme catalytique des domaines KR (tiré de Tsai, et Ames, 2009).  
Le NχDPH transfert un hydrure au niveau du carbone  du polykétide en élongation porté par 
l’χCP. Une tyrosine du domaine KR joue alors le rôle de catalyseur acide et cède un proton
pour stabiliser l’oxyanion généré par la réduction. Cette tyrosine sera ensuite régénérée par 
un relai de proton impliquant une lysine, une glutamine, l’hydroxyle du ribose, ainsi que quatre 
molécules d’eau.  
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Au vu des structures, deux résidus seraient impliqués dans la catalyse : une 

histidine, qui va jouer le rôle de catalyseur base pour capter un hydrogène du carbone 

, 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 mutagenèses dirigées, il semblerait que seule l’histidine serait nécessaire à 

la catalyse (Labonte, et Townsend, 2013). La structure d’une hydratase, qui catalyse 

donc la réaction inverse, mais avec le même repliement en double hot-dog que les 

DH, semble également indiquer que seule l’histidine jouerait le rôle de catalyseur à la 

fois base et acide (Koski, et al., 2004).  

N 

N 
C 

C 

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 sphère.   
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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 rôle de catalyseur basique général pour déprotoner le carbone  du polykétide 
lié à l’χCP. L’χspβ06 sert de catalyseur acide général pour transmettre un proton à l’hydroxyle 
pour favoriser son élimination sous forme d’H2O. Le dipôle créé par l’hélice 1 polarise 
également le groupement hydroxyle, ce qui facilite son élimination. La stéréochimie du 
carbone  serait en partie contrôlée par le domaine KR, ce qui induit la configuration cis ou 
trans de l’énoyl résultant ou pourrait être dû à un mécanisme d’entrée du substrat différent 
dans les deux cas. Une isomérisation d’une double liaison trans pourrait également expliquer 
l’apparition de doubles liaisons cis. (KJ. Weissman, à paraître) 

 

 Les domaines énoyl réductase  

Les domaines ER interviennent dans la réduction stéréospécifique de la double 

liaison trans-,  formée par le domaine DH. Ce sont les domaines les moins étudiés 

à l’heure actuelle, en dehors des domaines MT, vraisemblablement à cause de leur 

faible fréquence d’apparition au sein des modules PKS. Ce sont des domaines 

d’environ γ10 acides aminés qui appartiennent à la famille des 

déshydrogénase/réductase à courte chaîne (MDR), et qui sont des enzymes à 

cofacteur NADP(H).  

Les domaines ER présentent la particularité d’être dimérique chez les FχS et 

seraient monomériques chez les PKS (Zheng, et al., 2012). Ils 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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La catalyse implique un résidu aspartate, et une lysine ou une tyrosine. 

L’implication de l’un ou l’autre de ces résidus va contrôler la stéréochimie de la réaction 

donnant naissance à un carbone  avec un substituant en orientation D ou L (Kwan, et 

al., 2008 ; Kwan, et Leadlay, 2010 ; Zheng, et al., 2010) (Figure 31). 

 

Figure 31 : Mécanisme catalytique des domaines ER (tiré de Keatinge-Clay, 2012). 
Le NχDPH va transférer un hydrure au niveau du carbone  du polykétide porté par l’χCP afin 
de former un intermédiaire énolate. Ensuite la tyrosine (ou la lysine située de l’autre côté du 
substrat) va jouer le rôle de catalyseur acide pour céder un proton au carbone  ce qui va 
permettre de former un acyl saturé. 

  

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 l’ER se situe à l’interface entre les deux sous-
domaines.  

N C 
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 Les domaines méthyltransférase  

Ces domaines monomériques d’environ γβ0 acides aminés catalysent la réaction 

de transfert d’un groupement méthyle du co-facteur SAM vers le carbone  du 

polykétide. Ces domaines sont extrêmement 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 à droite coloré en vert pistache, se trouve le domaine de 
fixation du substrat.  

Le mécanisme de transfert exact du groupement méthyle depuis le SχM jusqu’au 

polykétide en extension n’est pas encore connu, de même que le mécanisme 

d’activation du carbone  du polykétide qui doit subir une déprotonation pour le rendre 
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nucléophile (Figure 33). De même, la méthylation pourrait se faire sur l’unité 

d’extension attachée à l’χCP ou bien consécutivement à la réaction de condensation 

catalysée par le domaine KS. Cette dernière voie semble être la bonne, puisque, en 

plus de présenter une chimie plus favorable (le proton sur le carbone  est plus acide 

suite à 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 -kétoacyl-ACP (Wagner, et al., 2016).   

 

Figure 33 : Mécanisme putatif d’α-méthylation catalysée par les domaines MT (tiré de 
Keatinge-Clay, 2012).   
Un catalyseur basique général viendrait capter un proton au niveau du carbone  pour activer 
son caractère nucléophile, ce qui lui permettrait de réagir avec le centre électrophile du SAM 
et ainsi de récupérer le groupement méthyle.  

 

 Les domaines thioestérase  

Ce sont des domaines de 240 à 290 acides aminés généralement fusionnés à 

l’extrémité C-terminale du dernier module de la PKS. La plupart des domaines TE 

catalysent la cyclisation intramoléculaire des polykétides afin de libérer la chaîne en 

fin de synthèse pour former une macrolactone. En revanche certains TE catalysent la 

libération du polykétide par hydrolyse, ce qui génère alors un polykétide linéaire qui 

peut être ensuite cyclisé par une enzyme post-PKS. 

Certains type de TE (appelés TE de type II) constituent des protéines discrètes 

agissant en trans pour catalyser l’hydrolyse de produits aberrants qui serait susceptible 

de bloquer la machinerie de synthèse 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 I modulaires sont dimériques (Tsai, et al., 

2001 ; Tsai, et al., 2002 ; Scaglione, et al., 2010) alors que ceux des PKS de type I 

itératives et des FAS semblent monomériques (Chakravarty, et al., 2004). Ils 

présentent un repliement de type /  hydrolase composé de huit feuillets  et de six 

hélices . 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 I 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).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le mécanisme de formation de la macrolactone est similaire à celui des domaines 

AT, à l’exception de la deuxième étape puisque l’attaque nucléophile sur 

l’intermédiaire acyl-enzyme ne se fera pas par le thiol du groupement 

phosphopantéthéine mais par un hydroxyle du polykétide (Figure 35).  

N 
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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  en N-terminale. Les résidus 
Ser, His et Asp de la triade catalytique sont indiqués en rouge. La boucle à proximité du site 
actif sert de site de liaison au substrat.  
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Figure 35 : Mécanisme catalytique général des domaines TE (tiré 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 à l’χCP. En règle générale, pour la seconde 
étape, l’histidine va cette fois activer un groupement hydroxyle préalablement formé au cours 
de la synthèse. Ce groupement va alors à 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 systèmes PKS. 

Pourtant, peu d’informations structurales sur les PKS sont disponibles à 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 être obtenue à ce jour, vraisemblablement 

à cause de la flexibilité intrinsèque de ces protéines. Cependant, une structure d’une 

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

Dès lors, la structure de la mFAS porcine résolue à 3.2 Å de résolution (voir II.2) a 

fourni de précieuses informations au niveau structural sur les PKS de type I.  
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 La structure de la mFAS comme modèle pour les PKS de 

type I ?   

En effet, du fait de leur forte homologie, on serait en droit de penser que la structure 

d’un module de PKS de type I – et plus particulièrement un module comportant le panel 

entier de domaines réducteurs – serait identique à celle de la mFAS.  

Les structures des domaines de PKS résolues à 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 à 2.7 Å 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 à 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 l’χT par rapport au domaine 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 dimère de KS (vert). Un linker structuré (aussi appelé domaine adaptateur) relie 
le KS à l’χT (jaune) et est également constitué d’une portion du linker (en rouge) reliant l’χT 
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 KR 

qui présente une fonction plutôt plus structurale, et ceci à 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 être dimérique chez les 

PKS de type I modulaires (Tsai, et al., 2001 ; Chakravarty, et al., 2004 ; Akey, et al., 

2006). De plus, l’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 systèmes multimodulaires et non itératifs comme la 

FAS, ont alors permis de proposer un nouveau modèle pour les PKS de type I (Zheng, 

et al., 2012).  

Dans ce nouveau modèle, l’interface de dimérisation plus « aplatie » du domaine 

DH ainsi que l’état oligomérique du domaine ER permettent de faciliter l’accès de l’χCP 

à ces domaines, d’autant plus que l’χCP, par rapport aux FAS, doit à la fois pouvoir 

interagir avec les domaines du même module mais également avec le KS du module 

suivant (Figure 37).  
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Figure 37 : Modèle d’organisation PKS extrapolé à partir de la structure de la mFAS (tiré 
de Zheng, et al., 2012). 
(a) La structure de la mFχS se dimérise par l’intermédiaire des domaines KS, DH et ER. La 
position de l’χCP et du TE, bien que non attribuée de façon certaine, doit être à l’extrémité du 
linker en C-ter du domaine KR. 

(b) Les structures des domaines et didomaines PKS ont permis d’établir un modèle 
d’organisation pour les PKS de type I modulaires dans lequel le domaine ER serait 
monomérique et rejeté vers l’extérieur de la chambre réactionnelle. La présence d’une ER 
dimérique chez les PKS pourrait en effet empêcher l’χCP d’interagir avec le KS du module 
suivant.  
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 Structure cristallographique d’une PKS itérative 

La structure d’une PKS itérative responsable de la synthèse de l’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 à 2,2 Å de résolution. Celui-ci présente un repliement 

similaire à ceux résolus auparavant (Tang, et al., 2006 ; Tang, et al., 2007 ; 

Bretschneider, et al., 2013), à l’exception près que la structure du KS-AT de la 

synthase de l’acide micocérosique (MχS) révèle un monomère, et non un dimère. Bien 

qu’un équilibre monomère-dimère existe en solution, un Kd de 0,4 mM a été déterminé 

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

La structure de la région de modification, comportant les domaines DH, ΨKR, KR 

et ER, a été résolue à 3,75 Å de résolution. Dix-huit chaînes polypeptidiques sont 

présentes dans l’unité asymétrique. Tout comme les PKS modulaire, et par opposition 

aux FχS, aucun domaine ΨME n’est présent chez la MχS. Comme chez la mFAS, le 

domaine ER est dimérique, et participe, avec le domaine DH, à la dimérisation de la 

région de modification.  

Un modèle regroupant les deux sous-ensembles a alors été proposé (Figure 38). 

Celui-ci est très similaire à la structure de la mFAS. En effet, tout comme la mFAS, 

deux chambres réactionnelles sont formées. Cependant, il s’agit là 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 soulève la question de la relevance de chacune 

des structures au sein de l’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 l’χCP et le KS du module en aval. Le linker, d’environ 

15 à 20 résidus reliant ces deux domaines seraient alors trop court pour permettre à 
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l’χCP d’interagir avec tous ses partenaires (KS, χT, KR, DH, ER du même module et 

KS du module suivant) (Keatinge-Clay, 2016).   

 

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

 Etat des connaissances sur les réarrangements 

conformationnels associés à la catalyse 

En parallèle de mes travaux de thèse, deux études ont eu permis de résoudre la 

structure à 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 même moment que notre publication, détaillées dans la partie résultat.  
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 Structure d’un module entier par cryo-microscopie 

électronique (cryo-EM) 

La structure cryo-EM de la sous unité PikAIII de la PKS synthétisant la pikromycine 

chez S. venezuelae (Dutta, et al., 2014) contredit le modèle de la PKS (Zheng, et al., 

2012). La chaîne polypeptidique PikχIII ne comporte qu’un seul module, le module 5 

de la PKS, qui doit donc interagir en trans à la fois avec le module précédant et le 

module suivant. Ce module est composé des trois domaines nécessaires à la 

condensation (AT, KS, ACP), d’un domaine KR et de deux interfaces de docking 

permettant l’interaction avec les modules partenaires.  

Plusieurs structures représentant différents stades de la catalyse ont été résolues 

entre 7 et 11 Å de résolution, ce qui leur a permis de positionner des structures à haute 

résolution de domaines homologues dans les cartes obtenues. L’ensemble est 

dimérique par l’intermédiaire du domaine KS et, contrairement à 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 à une seule chambre réactionnelle et non deux comme ce qui était 

proposé à 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 à cette 

organisation. L’χCP holo (modifié par l’ajout du bras phosphopantéthéine), qui peut 

être clairement identifié dans la carte EM, adopte deux positions : la première proche 

du KR et la deuxième proche de l’χT, les deux retrouvés dans les mêmes proportions 

(Figure 39). 
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Figure 39 : Structure cryo-EM de PikAIII sous forme holo (adapté de Dutta, et al., 2014). 
Représentation de la structure cryo-EM de PikAIII en solide ou en transparent avec les 
structures à haute résolution positionnées au sein de la carte EM. L’ensemble s’agence en 
forme d’arche, le domaine KS dimérique formant le dôme et les domaines χT et KR se 
positionnant consécutivement en dessous. L’χCP (en orange) se trouve en contact soit avec 
le domaine KR (en violet) (conformère 1) ou avec le domaine AT (en vert) (conformère 2).   
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Ils se sont ensuite intéressés aux changements conformationnels nécessaires à 

la catalyse (Whicher, et al., 2014). Pour cela, ils ont modifié tour à tour chacun des 

domaines ou des combinaisons de domaines avec l’objectif de bloquer le module à 

différentes étapes de la catalyse et analyser les changements de conformation par 

cryo-EM. Tout d’abord, dans le but de comprendre comment le KS5 du module 

discrimine entre l’χCP5 avec qui il interagit en cis, et l’χCP4 avec qui il doit interagir en 

trans, ils ont réalisé une protéine de fusion entre l’χCP4 et PikχIII(ΔχCP5) dans 

laquelle l’χCP5 de PikχIII a été délété pour l’empêcher d’interférer dans l’interaction 

du KS5 avec l’χCP du module précédent. Ils ont ensuite modifié l’χCP4 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 empêcher 

le transfert du pentakétide. χinsi l’χCP4 semble venir se docker contre le KS5 du côté 

opposé à la chambre réactionnelle, ce qui permettrait au KS de discriminer les deux 

ACP (Figure 40, conformation 1-2). Il est à noter que lorsque l’χCP4 n’est pas modifié 

avec le pentakétide, il n’interagit pas avec le KS5  ce que suggère que la présence du 

substrat est nécessaire afin d’établir une interaction stable.  

 
Figure 40 : Conformations adoptées par PikAIII au cours de la catalyse (adapté de 
Weissman, 2015).  
Le domaine KS est représenté en bleu, l’χT en vert, la KR en violet et l’χCP en orange. Les 
molécules servant à la modification des domaines sont indiqués pour chaque conformation.  
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Ils ont ensuite acétylé spécifiquement le domaine KS5 mimant ainsi la présence du 

substrat dans le site actif. Dans cet état, l’χCP5 vient interagir avec le domaine AT5. 

Cet état où le KS5 est acylé avec la chaîne en extension et non l’χT5 et l’χCP5 avec 

des unités d’extension, n’est sans doute pas relevant d’un point de vue physiologique, 

et l’χCP5 vient se placer à proximité de l’χT5 pour être acylé. Ceci constituerait en 

quelque sorte un état d’urgence afin d’acyler rapidement l’χCP5 (Weissman, 2015) 

(Figure 40, conformation 2). Il est également très étonnant de voir que la KR5 opèrerait 

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

Afin de mimer la réaction de condensation, l’χCP5 et l’χT5 ont été modifiés. Le KS5 

n’a pas été acylé pour ne pas déclencher la réaction de condensation. L’χCP5 se 

positionne alors juste en dessous du domaine KS5, la sérine canonique de l’χCP5 se 

trouvant à une vingtaine d’angströms du site actif du KS, distance qui peut être 

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

Ils sont ensuite parvenus à modifier l’χCP5 avec un hexakétide sous forme cétone 

au niveau du carbone . Ceci mime le polykétide après l’étape de condensation qui 

doit alors subir une réduction par le domaine KR5. Il est à noter que leur protocole de 

modification de l’χCP5 induit aussi la modification de l’χT5 et du KS5, ce qui n’est pas 

strictement relevant d’un point de vue physiologique (Weissman, 2015). L’χCP5 ainsi 

modifié va venir interagir avec le KR5, en se fixant entre l’χT5 et le KR5, et plaçant ainsi 

la sérine de l’χCP5 à 19 Å du site actif du KR5 qui est à 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 KR5, l’χCP5 se 

place directement sous le KR5 afin de faciliter l’échange de la chaîne en élongation 

avec le module suivant (Figure 40, conformations 5 et 6).  
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 Organisation structurale d’un module et bi-module par 

SAXS 

La deuxième étude avait pour but de résoudre dans un premier temps la structure 

à faible résolution par SAXS du module 3 de DEBS fusionné au domaine TE. Cette 

construction permet en effet la synthèse d’un trikétide. Cela permet alors d’étudier les 

réarrangements conformationnels durant la catalyse en utilisant une construction de 

taille modérée. Ils ont ensuite résolu par la structure à 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 à analyser par SχXS les domaines 

constituant ces modules pour lesquels des structures à haute résolution étaient 

disponibles. Ils ont donc enregistré des données SAXS pour le di-domaine KS-AT, 

l’χCP2, la KR1 et le domaine TE. Cela a permis de mettre en évidence que les 

structures à haute résolution sont en adéquation avec les données SAXS. Ils ont 

ensuite analysé une construction dans laquelle le domaine TE est fusionné en C-

terminale de l’χCP du module 3, une construction nommée M3+TE. Par modélisation 

en corps rigide, ils sont parvenus à proposer trois modèles rendant compte des 

données SAXS suggérant l’existence de plusieurs conformations en solution (Figure 

41). 

 

Cette organisation est très différente de celle obtenue lors des études par cryo-

EM. Cela peut être dû au fait que lors de la modélisation, le KS-AT a été considéré 

comme un corps rigide, cela expliquant pourquoi l’χT est positionnée à l’extrémité de 

Figure 41 : Modélisation par corps rigide à 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 même que le pseudo-dimère de KR (en bleu). L’χCP (en violet) se positionne à proximité 
du domaine TE (en vert), et ce, dans les trois conformations.   
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la chambre réactionnelle (Weissman, 2015). L’χCP est d’ailleurs localisé à distance 

des sites actifs des domaines KR, χT et KS, et ne peut de cette façon interagir qu’avec 

le domaine TE. De plus, cette différence peut aussi être une conséquence de la 

troncature des données SAXS à de faibles valeurs de q (q=0.15 Å-1) ce qui limite la 

résolution à environ 40 Å.  

Les auteurs ont également résolu la structure à faible résolution de DEBS 3, 

composé des modules 5, 6 et du domaine TE. La position des domaines semble 

identique à celle du Mγ+TE, mais les deux modules sont tournés l’un par rapport à 

l’autre selon un angle de 70°.  

 

 L’un des objectifs de ma thèse était de résoudre la structure à faible 
résolution d’un module de PKS de type trans-AT. Le module 5 de la PKS 

synthétisant la virginiamycine (Figure 16) constituait l’objet de cette étude. Ce 

module est composé de trois domaines (un KS et deux ACP), et constitue un 

bon modèle pour comprendre les interactions entre les ACP et le domaine KS. 

Les caractéristiques du module 5 et les raisons de son choix comme modèle 

d’étude seront développés dans la partie IX.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 l’ordonnancement de la synthèse des polykétides 

Les interactions entre les différents modules composant la PKS sont capitales pour 

assurer la synthèse complète du polykétide. En effet, le polykétide en cours de 

synthèse doit être transféré d’un module à l’autre, passant alors du domaine χCP au 

domaine KS du module suivant. Cet échange implique uniquement ces deux 

partenaires lorsqu’il se fait en cis (donc lorsque les modules sont portées par la même 

sous-unité), mais devient plus complexe lorsqu’il s’effectue entre deux sous-unités. 

Dans ce cas, les interactions doivent être spécifiques afin d’empêcher le transfert de 
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la chaîne polykétidique vers une sous-unité portant les modules antérieurs, ou même 

avec une sous-unité provenant d’un autre système 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 intérêt pour l’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 l’interaction 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 à incorporer chez DEψS 

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 même composition en domaine que le 

module 2 de DEBS. Le linker naturellement présent entre le module 1 et le module 2, 

de même 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).  

 

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 chaîne polykétidique d’une sous-unité 

à l’autre a ensuite été confirmée par une approche visant à échanger des DD chez 

DEBS, créant ainsi des paires non natives (Tsuji, et al., 2001). Ainsi ils ont testé 

l’habileté de la PKS à transférer le polykétide du module β au module γ (de DEψS 1 à 

DEBS β) 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 extrêmement 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 à une vitesse 

comparable à celle de l’interface normale. Ceci démontre que, même si ce n’est pas 

l’unique déterminant du transfert de la chaîne polykétidique d’une sous-unité à 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 l’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 façon transitoire pour promouvoir le transfert du polykétide en cours 

d’élongation. Ceci permettrait également le renouvellement de sous-unités PKS 

défectueuses sans avoir recours à la néo-synthèse totale d’une nouvelle PKS, ce qui 

couterait beaucoup d’énergie à la cellule.  

La caractérisation structurale de couples de DD, ainsi que l’homologie de 

séquences, ont permis à ce jour de caractériser trois classes de DD qui seront décrites 

dans les chapitres suivants.  

 Les domaines de docking de type 1a  

A cause de la faible interaction des DD, des protéines de fusion ont dû être 

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 l’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 l’interaction entre les 

sous-unités DEBS 1 et DEBS 2, ainsi composé du DD en C-terminale de l’χCP 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 l’χCP est composé 

de 80 résidus alors que celui en N-terminale du KS comporte 37 acides aminés. Des 



Introduction  

 
67 

 

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 l’χCP. Ce domaine χ se dimérise, l’hélice 1 

interagissant avec l’hélice 1 de l’autre monomère et les hélices β interagissant 

également entre elles. Par analogie avec le facteur de transcription HNF-1 qui possède 

un domaine présentant le même 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 l’hélice γ du DD en C-terminale de l’χCP et de l’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 côté de ce coiled-coil viennent interagir les 

hélices 3 et 3 du DD en C-terminale de l’χCP. L’ensemble forme donc un fagot de 4 

hélices  qui interagissent par l’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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 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 à 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 : PikAII et PikAIII 

(Buchholz, et al., 2009). Les auteurs ont tenté de produire une protéine de fusion 

incluant à la fois le domaine de dimérisation et le domaine de docking. Cette 

construction n’a en revanche jamais pu être cristallisée, sans doute à cause de la 

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 l’χCP de DEψS 1 (en rouge et en saumon) est constitué de γ hélices. 
Les hélices 1 et β forment le domaine de dimérisation ou domaine χ alors que l’hélice γ 
interagit avec l’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 ψ. La boucle reliant le domaine χ au domaine 
B est représentée en pointillés.  
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flexibilité du linker séparant les deux interfaces. Ils 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 l’χCP est directement 

fusionné au DD en C-terminale du KS, sans aucun acide aminé servant de linker. Ils 

sont parvenus à résoudre la structure cristallographique à 1,75 Å 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 même chaîne polypeptidique. Ils ont donc 

obtenu une structure dans laquelle le DD en C-terminale de l’χCP interagit avec le DD 

en N-terminale du KS d’une deuxième 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  

formant un coiled-coil. Le DD en C-terminale de l’χCP 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figure 44 : Structure cristallographique de la fusion des DD entre PikAII et PikAIII (PDB : 
3F5H ; Buchholz, et al., 2009).  
A : Les interactions entre le DD en C-terminale de PikAII (en rouge) et le DD en N-terminale 
de PikAIII (en bleu) impliquent trois dimères différents, la boucle séparant les deux DD n’étant 
pas assez longue pour permettre l’interaction à travers la même chaîne 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 l’χCP est, quant à 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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 Les domaines de docking de type 2 

Grâce à 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 même pour de nombreux autres systèmes PKS, suggérant l’existence 

d’une classe supplémentaire de DD. En effet cette analyse révèle que le DD en C-

terminale de l’χCP 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 même 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 l’intermédiaire d’une linker flexible de 8 résidus : 

G3SG3S permettant des interactions natives entre les DD.  

Concernant le couple de DD entre CurG et CurH, chaque DD se structure en deux 

hélices  reliées par une courte boucle. La deuxième hélice du DD en N-terminale du 

KS se dimérise en formant un coiled-coil. En revanche, la première hélice, plus polaire, 

se retrouve de chaque côté du coiled-coil dimérique. Le DD en C-terminale de l’χCP 

est également composé de deux hélices  qui interagissent chacune avec une hélice 

du DD en N-terminale du KS (Figure 45). L’ensemble forme donc un fagot de 8 hélices 

. ψien que l’affinité soit comparable à 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 

très spécifiques. Un autre point intéressant concerne la topologie de cette interaction. 

En effet ce mode d’interaction entre les deux DD permet de positionner l’χCP 

directement à côté du KS, alors que pour les DD de type 1, les linker reliant le DD à 

l’χCP et celui reliant l’autre DD au KS sont à l’opposé.  

Le couple de DD entre CurK et CurL est légèrement 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 même façon, le DD 
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en C-terminale de l’χCP est constitué d’une hélice plus longue que celle de CurG et 

également d’une très 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 l’ensemble est dimérique, ce qui forme un fagot de 8 hélices .  

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 à lui 
composé d’une seule hélice . Aucun de ces DD ne présente de domaine de dimérisation 
comme c’est le cas pour les DD de type 1.   

 

 Une classe à part de domaines de docking   

Une autre classe de DD a été caractérisée en 2008 chez le système hybride 

PKS/NRPS responsable de la synthèse de tubulysine (Richter, et al., 2008). Ce couple 

de DD est situé à 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  et deux brins  qui adoptent 

une topologie  . Ce DD s’homodimérise par l’intermédiaire des deux brins , 

mais également de la boucle reliant le deuxième brin à l’hélice β (Figure 46).  

Ils ont ensuite cherché à 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). Ils ont donc cherché à produire le 

TubBdd par synthèse chimique – il s’agit d’un peptide de β5 résidus – mais celui-ci 

s’est révélé non structuré par RMN et dichroïsme circulaire. Cependant, ce dernier a 

tout de même pu être utilisé pour tester l’implication dans l’interaction des résidus 

chargés à  la surface de TubCdd.  

 

Figure 46 : Structure RMN du dimère de TubCdd (PDB : 2JUG, adapté de Richter, et al., 
2008).  
Chaque monomère se structure en trois hélices  et un feuillet  composé de deux brins. 
L’ensemble se dimérise par l’intermédiaire de ponts salins au niveau des feuillets et dans la 
boucle reliant le feuillet à l’hélice β.  

 

L’un des aspects de ma thèse consistait à 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.  

  

N 

N 

C 

C 



Introduction  

 
73 

 

VIII. Les enzymes de maturation post-PKS : une cible de 

choix pour l’ingénierie ? 

Généralement, suite à la synthèse 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 gènes codant ces enzymes post-PKS sont localisés au 

sein du cluster de gène 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, l’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 nombreuses oxyréductases. Ces enzymes sont 

responsables de l’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 particulièrement attractifs pour l’approche d’ingénierie, 

puisqu’ils agissent dans les ultimes étapes de la biosynthèse des polykétides. De plus, 

on trouve des P450 de spécificité large, telle qu’EryK qui intervient dans la voie de 

synthèse de l’érythromycine A, ou bien encore PikC qui agit dans la synthèse de la 

pikromycine. Ces deux enzymes, capables d’oxyder un grand nombre de molécules, 

sont donc particulièrement 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 confère l’activité de certaines molécules comme l’érythromycine A ou 

l’amphotéricine ψ, puisque ces sucres participent à l’interaction avec les cibles de ces 

polykétides (Schlünzen, et al., 2001 ; Wahab, et al., 2008). Les unités osidiques 

ajoutées sont de natures diverses, appartenant dans la grande majorité des cas à la 

famille des 6-désoxyhexoses. Bien que des monosaccharides soient fréquemment 

ajoutés, il peut arriver que des sucres à 7 unités soient transférés au polykétide. 

L’ingénierie des glycosyltransférases peut se faire à 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 gènes contenant tous les gènes nécessaires à la 

synthèse et à l’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 libèrent généralement le polykétide en catalysant sa 

macrocyclisation, quelques cyclases sont impliqués dans la dernière étape de 

synthèse 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 à 6 membres. C’est ensuite une amine oxydase qui est proposée pour 

catalyser la macrocyclisation du polykétide (voir chapitre IX.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 ψ, pour laquelle une hydroxylase catalyse la 

formation du noyau naphtalène, même si ici, l’enzyme agit entre la deuxième et la 

quatrième étape d’élongation (Xu, et al., 2005). De même, un cytochrome P450 

monooxygénase catalyse la formation d’un cycle tétrahydrofurane lors de la synthèse 

de l’auréothine, un antifongique et antibiotique, suite à sa libération par la PKS (He, et 

al., 2004).   

 

 

 

 

 

Ces enzymes représentent donc un large vivier pour l’approche de biologie 

synthétique. Leur utilisation est pertinente étant donné que ces enzymes post-PKS 

interviennent au stade final de la synthèse du polykétide et, de ce fait, une modification 

de ces enzymes n’entrainera pas de problème de spécificité de substrat (à l’exception 

Auréot

Figure 47 : Réaction de formation du cycle tétrahydrofurane catalysée par l’enzyme 
post-PKS AurH (tiré de He, et al., 2004). 
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des enzymes post-PKS intervenant en aval de la modification), comme ça peut être le 

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

L’un de mes objectifs durant ma thèse était de caractériser une enzyme post-

PKS catalysant la cyclisation de la lankacidine, la LkcE.  

 

IX. Choix de deux systèmes modèles de PKS de type trans-

AT 

Comme nous l’avons vu précédemment, les PKS de type trans-AT ont été très peu 

caractérisée jusqu’à présent. Comme cible de nos études, nous avons choisi deux 

système modèles de PKS de type trans-AT, qui sont à la fois représentative de ce type 

de système et qui sont responsables de la synthèse de molécules à fort potentiel 

pharmacologique.  

 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 à la vancomycine. Elle 

est généralement utilisée avec un dérivé de la virginiamycine S (la quinupristine) avec 

qui elle présente un effet synergique. Les antibiotiques 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 à base de dalfopristine et quinupristine est 

commercialisé sous le nom de Synergid®.  

La virginiamycine M est un inhibiteur de la synthèse protéique. Elle se fixe à la 

grande sous-unité ribosomique 50S des procaryotes, à cheval entre les sites P et A 

empêchant ainsi la fixation correcte des ARNt dans le site P (Nyssen, et 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 à la virginiamycine S de se fixer, d’où 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 

système NRPS (Namwat, et al., 2002), le cluster de gène responsable de la synthèse 

de la virginiamycine M a été séquencé et annoté, révélant des gènes codant une 

hybride PKS-NRPS (Pulsawat, et al., 2007). La production de virginiamycine (M et S) 

est induite par la synthèse de -butyrolactone par S. virginiae. Cette dernière permet 

en effet de surexprimer les gènes codant les deux synthases (Namwat, et al., 2002). 

Au sein du cluster de gènes se trouve également des gènes codant des ABC 

transporteurs pour la résistance et des protéines régulatrices.   

A ce jour, trois gènes codant les sous-unités de la PKS ont été identifiés. Celles-ci 

comportent en tout 9 modules, le gène codant la sous-unité portant le module 10 

responsable de l’incorporation de la proline terminale n’ayant pas été trouvé lors du 

séquençage (Figure 49) Cependant le gène codant ce module a été identifié dans un 

cluster homologue chez S. pristinaspiraelis (Mast, et al., 2011). De même, un module 

de chargement, absent dans l’annotation du cluster de gènes codant la PKS de la 

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

Le gène virA code une protéine hybride PKS-NRPS qui va contenir les cinq 

premiers modules responsables de cinq cycles d’élongation. Les deux premiers 

modules permettent l’incorporation d’unités malonate, le module γ est un module 

NRPS permettant l’incorporation d’une glycine, et les deux modules suivant catalysent 

l’ajout de deux malonates supplémentaires.  

Un constat notable est que les modules 1 et 5 contiennent deux domaines ACP. 

Le fait d’avoir deux χCP successifs pourrait avoir plusieurs rôles. Cela pourrait 

permettre d’augmenter la production du polykétide, les χCP agissant en parallèle 

(Rahman, et al., 2005). Ou bien, L’un des avantages de ce duo d’χCP pourrait être 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’χCP puissent également servir à maintenir suffisamment longtemps le 

polykétide au sein du module, avant le prochain cycle de catalyse, pour permettre à 

des réactions de modifications d’avoir lieu en trans (Calderone, et al., 2007).  
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Justement, une cassette de -méthylation intervient entre le module 5 et le module 

6 pour catalyser le transfert d’un groupement méthyle sur le carbone   du polykétide. 

Ces cassettes de -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 discrète, d’un χCP 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 l’χCP (Virχψ – découvert dans le cluster de gènes par 

KJ. Weissman) est décarboxylé par la KS (VirB) dont les résidus catalysant les 

réactions de condensation sont absents. L’χCP transfère ensuite l’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 l’χCP5a ou l’χCP5b). L’hydroxyméthylglutaryle ainsi formé va ensuite subir 

une déshydratation catalysée par l’énoyl-CoA déshydratase (VirD), puis une 

décarboxylation catalysée par la crotonase (VirE) (Figure 48).   

 

Alors que le séquençage 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 même 

chaîne peptidique appelée VirFG. Cette dernière porte les modules 6 et 7 

responsables de l’incorporation de deux unités malonates supplémentaires. La sous-

unité VirH porte, quant à elle, le module NRPS responsable de l’incorporation d’une 

Figure 48 : Mécanisme de méthylation sur la position β des polykétides (tiré de Piel, 2010). 
Tout d’abord, une χT charge le malonate sur l’χCP. 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 l’HMG-CoA synthase qui va catalyser son addition sur le polykétide en cours 
d’élongation au niveau du carbone β. S’ensuit une déshydratation catalysée par l’énoyl-CoA 
déshydratase (ECH1) puis une décarboxylation catalysée par la crotonase (ECH2).  
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sérine et un module PKS inactif composé d’un domaine KS0 et d’un χCP. Ce module 

joue sans doute un rôle structural important, permettant aussi à VirH de conserver 

l’état oligomérique dimérique du reste de la PKS.  

χucun module PKS ne comporte de domaine χT, c’est donc la protéine discrète 

VirI qui se charge d’acyler chacun des χCP en trans. De même, l’activité thioestérase II 

(proof-reading) est portée par la protéine discrète VirJ (Figure 49).   

 

Figure 49 : Voie de synthèse proposée pour la virginiamycine M (tiré de Davison, et al., 
2014).  
La PKS complète comporte sept modules PKS et deux modules NRPS (modules 3 et 8). Le 
module de chargement et le module 10 sont manquants dans le séquençage de la PKS. Au 
niveau du module 5, une méthylation sur la position  est introduite par VirψE et un ACP 
(VirAB). La position de cette méthylation est indiquée par un cercle en pointillé. VirI constitue 
l’χT discrète et VirJ une TEII. Le dernier module responsable de l’incorporation de la proline 
est manquant dans le séquençage 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 KS0.  
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 La PKS synthétisant la lankacidine C.  

La lankacidine est un antibiotique qui est couramment utilisé en médecine 

vétérinaire pour traitement du bétail infecté par des bactéries Gram positif pathogènes 

(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 rôle d’anticancéreux contre les cellules 

leucémiques (Oostu, et al., 1975).   

Il s’agit d’un inhibiteur de la synthèse 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 -butyrolactone), suggérant que les deux 

polykétide ont été optimisés dans l’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, empêchant ainsi le positionnement 

adéquat de l’acide aminé porté par l’χRNt. De plus, la fixation de la lankacidine n’altère 

en rien la fixation de la lankamycine, ce qui explique l’effet synergique.    

Les deux systèmes PKS sont codés par un plasmide qui code également les gènes 

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 gènes 

responsables de la synthèse de quatre métabolites secondaires (Suwa, et al., 2000).     

La lankacidine est assemblée à partir de huit unités malonates et d’une glycine. 

Cependant, seules cinq KS sont présentes au sein du cluster, ce qui suggère que 

plusieurs modules agissent de façon itérative. Plusieurs voies de synthèse ont été 

proposées pour la lankacidine (Piel, 2010). La plus probable impliquerait la protéine 

Lkcχ, qui comporte le module de chargement NRPS ainsi qu’un domaine KS, et qui 

catalyserait l’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 à 

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 à 
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noter qu’une DH discrète, Lkcψ interviendrait lors de plusieurs cycles d’extension 

(Figure 50) (Dickschat, et al., 2011 ; Tatsuno, et al., 2007 ; Tatsuno, et al., 2009).  

 

Figure 50 : Schéma représentatif de la voie de synthèse proposée pour la lankacydine 
C (réalisée par KJ Weissman).  
Dans ce modèle, la LkcC et la LkcF interviennent de façon itérative, respectivement trois et 
deux fois. La libération de la chaîne par le domaine TE du module λ aboutit à 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 discrète qui intervient à 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 chaîne par le domaine TE de LkcG n’entraine pas la cyclisation 

complète 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 à la famille des amine oxydases, catalyse l’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 gène lkcE chez S. rochei génère 

une souche produisant un intermédiaire non cyclisé, LC-KA05, dont la masse est 

supérieure de deux unités par rapport à celle du produit final, signifiant que deux 

hydrogènes supplémentaires sont présents sur l’intermédiaire (Arakawa, et al., 2005).  
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Sur la base d’études portant sur les monoamines oxydases humaines, deux 

mécanismes ont été proposés pour le transfert d’électron au FχD permettant 

l’oxydation de l’amine (Fitzpatrick, 2010). Dans le premier, un électron de l’azote de la 

fonction amine serait transféré au niveau de l’azote réactif du noyau isoalloxazine du 

FAD passant ainsi de la forme oxydée à la forme semi-quinone. Ensuite, un transfert 

de proton du carbone de l’amine jusqu’au FχD permettrait la formation de l’imine et du 

FAD réduit (Figure 52).  

 

Figure 52 : Mécanisme proposé pour l’oxydation d’une amine par une flavoenzyme (tiré 
de Fitzpatrick, 2010). 

 

Un autre mécanisme (Fitzpatrick, 2010) impliquerait l’attaque de l’amine sur le 

noyau isoalloxazine, ce qui aboutirait à la formation d’un intermédiaire covalent. Celui-

ci, par un réarrangement moléculaire conduirait à la formation de l’imine et du FχD 

réduit (Figure 53).  

Figure 51 : Mécanisme proposé pour la macrocyclisation de la lankacidine C (adapté de 
Arakawa, et al., 2005).  
La LkcE catalyserait l’oxydation de la fonction amine du LC-Kχ05 en imine par transfert d’un 
électron et d’un proton sur le FχD, 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 l’imine, permettant la cyclisation du polykétide pour former le lankacidinol χ. Ce 
dernier subira ensuite une oxydation à C24 et une élimination du groupement acétate pour 
former la lankacidine C.  

LC-KA05 Lankacidine C 
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Figure 53 : Deuxième mécanisme proposé pour l’oxydation d’une amine avec 
intermédiaire covalent entre l’amine et le cycle isoalloxazine du FAD (tiré de Fitzpatrick, 
2010). 

 

Un mécanisme alternatif implique un transfert de l’hydrogène en tant qu’hydrure 

directement sur l’azote du FχD. Cela implique l’absence de catalyse base lors de 

l’oxydation de l’amine, de même que l’absence d’un intermédiaire carbanion. Cette 

hypothèse 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.  

 

Figure 54 : Mécanisme alternatif proposé pour l’oxydation d’une amine avec transfert 
d’hydrure depuis l’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 même que 

l’oxygène moléculaire. Dans le cas des amines-oxydases, la réoxydation se fait grâce 

à l’oxygène moléculaire O2 (Fitzpatrick, 2010). L’O2 va tout d’abord céder un électron 

au FχD réduit, permettant ainsi la formation de l’anion superoxyde O2.- et de la forme 

semi-quinone du FAD. Les deux espèces 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’opère alors, aboutissant à la formation de peroxyde 

d’hydrogène et de la forme oxydé du cycle isoalloxazine (Figure 55) (Walsh, et 

Wencewicz, 2012).  

 

Figure 55 : Mécanisme de réoxydation du FAD par l’oxygène moléculaire O2. 
 



  

OBJECTIFS 



Objectifs 

 
84 

 

χfin que l’ingénierie des PKS connaisse davantage de réussite, il est nécessaire 

d’obtenir plus de connaissance sur ces systèmes complexes. χppréhender les 

interactions au sein d’un module PKS se révèle être capitale pour en comprendre le 

fonctionnement global. Jusqu’alors, seules des structures de domaines ou di-

domaines PKS avaient été résolus à haute résolution. Bien que la structure de la mFAS 

constitue un bon modèle, son mode de fonctionnement itératif induit des divergences 

importantes par rapport aux PKS modulaires. Ainsi, nous ne disposons que de très 

peu d’informations sur l’organisation structurale des PKS ou même des modules PKS. 

Ce manque de connaissance est encore plus criant pour les PKS trans-AT, qui 

constituent pourtant des modèles intéressants pour la biologie synthétique.  

Notre but a donc été d’étudier la structure en solution d’un module modèle de PKS 

trans-χT. Pour cela nous avons fait le choix de l’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 l’approche 

de biologie synthétique. Ce module consiste en la succession d’un domaine KS et de 

deux domaines ACP (ACP5a et ACP5b). L’objectif était d’utiliser une approche 

combinant SAXS, RMN et modélisation par homologie de séquence pour à la fois 

résoudre la structure du module à faible résolution, mais aussi de disposer des 

structures à haute résolution ou de modèle à l’échelle atomique des différents 

domaines afin de les positionner au sein de l’enveloppe SχXS. L’étude de la 

dynamique du module entier était également un objectif prioritaire afin d’identifier et 

mieux appréhender les changements de conformations nécessaires à la catalyse.  

La compréhension de l’interaction entre sous-unité est aussi une connaissance 

critique pour la biologie synthétique, puisqu’elle permettrait l’échange de module ou 

de sous-unité multi-modulaire PKS de façon efficace. Jusqu’alors, l’ensemble des 

données et structures de DD provenaient de PKS de type cis-AT. Lors de cette étude, 

un domaine situé à l’extrémité C-terminale du module 5 a été identifié. 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 à 

l’extrémité N-terminale du module suivant, le module 6, porté par une sous-unité 

différente. Cette étude constituerait ainsi la première étude d’une interface d’interaction 

entre sous-unité d’une PKS de type trans-χT. 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 deuxième objectif était d’étudier la 

position de l’interface de docking par rapport aux domaines flanquants et donc de voir 

leur contribution ou non dans l’interaction. Cela permettrait également de replacer 

cette interface dans le contexte modulaire de la PKS.  

Les enzymes post-PKS jouent également un rôle important dans la synthèse du 

polykétide car ce sont elles qui, en fin de synthèse, lui confèrent son activité biologique. 

De plus, elles constituent des cibles privilégiées pour la biologie synthétique, puisque 

ce sont les dernières enzymes à intervenir dans la synthèse du polykétide. Ainsi leur 

modification entraine en principe moins de problème de spécificité de substrat. La PKS 

synthétisant la lankacidine C, un antibiotique de grand intérêt 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 à bien une étude 

structure/fonction de l’enzyme. Pour cela, après avoir mis au point le protocole de 

production et de purification de l’enzyme, je devais tout d’abord parvenir à cristalliser 

la protéine native pour démontrer la possibilité d’obtenir des cristaux de l’enzyme, puis 

sa forme séléniée pour un phasage anomal. Ensuite, je devais co-cristalliser l’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 l’enzyme. Dans le même temps, le Dr. Christophe Jacob procéderait à la 

délétion du gène codant la LkcE dans S. rochei afin d’accumuler le substrat natif de 

l’enzyme. Une fois extrait, le substrat serait purifié par nos collaborateurs chimistes à 

Hanovre. Une fois en possession du substrat, je devais parvenir à résoudre la structure 

de l’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 l’enzyme. L’intérêt de ce sujet est double μ disposer d’informations sur des 

enzymes post-PKS qui peuvent être utilisées en biologie synthétique, mais également 

caractériser une enzyme capable de catalyser une réaction de cyclisation, très difficile 

à réaliser en chimie traditionnelle.  
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Cette partie matériel et méthodes ne détaillera que les sujets n’ayant pas encore 

fait l’objet de publication et représente donc un complément aux publications jointes 

dans ce manuscrit.  

I. Matériel biologique 

 Souches bactériennes utilisées 

Escherichia coli DH5 : supE44, ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15), hsdR17, recA1, 

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

visant à propager les plasmides, du fait de son taux de transformation élevé.  

E. coli BL21 (DE3) : F− ompT gal dcm lon hsdSB (rB
−

 mB
−) λ(DE3). Cette souche 

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

génome de la séquence codant l’χRN polymérase du phage T7 sous le contrôle d’un 

producteur inductible à l’IPTG. Ceci permet l’expression de protéines dont le gène est 

inséré dans un plasmide de type pET, et placé sous le contrôle 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 (DE3) : F− ompT gal dcm lon hsdSB (rB
− mB

−) λ(DE3) pRARE2 

(CamR). Cette souche, dérivée des BL21, contient le plasmide pRARE permettant la 

synthèse d’χRN de transfert rares chez E. coli. 

E. coli B834 pRARE2 (DE3) : F− ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm met λ(DE3) pRARE2 

(CamR). 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 hôte 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 dcm6 hsdM hsdR zjj202::Tn10 recF143 galK2 

galT22 ara-14 lacY1 xyl-5 leuB6 thi-1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1 glnV44. Cette 

souche est utilisée pour la transformation par conjugaison de S. rochei. 
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 Vecteurs utilisés  

Zero Blunt PCR (Invitrogen) : Vecteur de clonage portant un gène de résistance à 

la kanamycine. Le vecteur contient le gène létal ccdB fusionné au gène codant la partie 

C-terminale de LacZ. Ce vecteur permet le clonage de séquences à bouts francs. Il 

est utilisé afin d’insérer les produits PCR pour séquençage avant le sous-clonage dans 

des vecteurs d’expression.  

pBG102 (Center for Structural Biology, Vanderbilt University) : Ce vecteur 

d’expression, dérivé du pETβ7 (Novagen), permet de réaliser une fusion 

traductionnelle permettant d’obtenir une protéine chimérique avec, en N-terminale, une 

protéine SUMO tagguée His6. Le plasmide porte un gène de résistance à la 

kanamycine (Figure 56A).  

pBG106 (Center for Structural Biology, Vanderbilt University) : Vecteur 

d’expression dérivé du pETβ7 permettant l’ajout d’une étiquette His10 à l’extrémité N-

terminale de la protéine. Il contient un gène de résistance à la kanamycine (Figure 

56B).  

 Milieux de culture  

Chaque milieu a été autoclavé à 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 à 7,5 

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

de pré-cultures, pour l’expression des protéines recombinantes, mais également utilisé 

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

Milieu 2YT μ Ce milieu est légèrement plus riche que le Lψ 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 à 7 

par ajout de NaOH. Ce milieu est principalement utilisé pour faire croître E. coli lors 

des minipréparations d’χDN plasmidique.  

Milieu super optimal broth with catabolite repression (SOC) μ Il s’agit d’un milieu 

très riche composé de tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (0,5 g/L), KCl 

(2,5 mM), MgCl2 (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM) et ajusté à pH 7. Ce 

milieu sert à régénérer les bactéries compétentes après transformation.  
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Figure 56 : Représentation schématique des plasmides pBG102 (A) et pBG106 (B). 
Le pψG10β permet d’exprimer des protéines de fusion. Le pψG106 permet de fusionner la 
séquence d’intérêt avec une étiquette His10 en N-terminale. L’étiquette et la protéine de fusion 
apportées par ces deux plasmides peuvent être clivées grâce à l’apport d’un site de clivage 
reconnu par la protéase du rhinovirus humain 3C (h3C). Les sites de restriction BamHI et 
HindIII sont utilisés couramment pour insérer les séquences codant les protéines d’intérêt, 
excepté pour la LkcE, dont la séquence codante a été insérée grâce aux sites BamHI et XbaI.    
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Milieu ZYM 5052 μ 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 NH4Cl, 5 mM Na2SO4, 

et le pH est ajusté à 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 MgSO4 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 l’expression du gène codant la protéine 

d’intérêt.  

Milieu M9 : Ce milieu est composé de Na2HPO4 (50 mM), KH2PO4 (22 mM), NaCl 

(10 mM) et NH4Cl (20 mM). Le pH est ajusté à 7,2 par ajout de NaOH. Après autoclave, 

de la thiamine, de la riboflavine (50 mg/L), du glucose (4 g/L), du CaCl2 (100 µM) et du 

MgSO4 (β mM) filtrés stérilement sont ajoutés dans le milieu. Il s’agit d’un milieu 

minimum permettant le contrôle 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 sélénométhionine lors de la production de la 

LkcE séléniée (SeLkcE), ou alors de 13C et ou 15N 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 l’expression des 

protéines. Il en va de même pour l’utilisation du chloramphénicol, ajouté à β5 mg/L lors 

des pré-cultures, et à β,5 mg/L dans les cultures permettant l’expression de protéines 

recombinantes. En effet, ces antibiotiques étant des inhibiteurs de la synthèse 

protéique, la diminution de leur concentration dans les cultures permet d’augmenter le 

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

− Bleu de dépôt 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 dépôt pour gel de protéines dénaturant : SDS 3% (v/v) ; glycérol 10% 

(v/v) ; bleu de bromophénol 0,1 mg/ml ; DTT 100 mM ; Tris-HCl 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 I de coloration des gels SDS-PAGE : Ethanol 50% ; acide acétique 10%. 

− Solution II 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. 

 

II. Sous-clonage, production et purification des protéines 

recombinantes  

 Sous-clonage de la séquence codant la LkcE  

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

d’E. coli transformée à l'aide du plasmide pGEX-LcsJ contenant la séquence codante 

de la LkcE flanquée de sites de coupure par BamHI et XhoI (A noter : LcsJ est la 

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

milieu βYT, l’χDN plasmidique a été purifié par minipréparation en utilisant le kit 

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

et XhoI, le fragment correspondant à la séquence d'intérêt a été purifié sur gel 

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

enzymes. Le plasmide recombinant a été amplifié dans la souche DH5α d’E. coli. 
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Après minipréparation plasmidique, la séquence codant la LkcE a été vérifiée par 

séquençage (GATC Biotech). 

 Mutagenèse dirigée  

Dans le but de co-cristalliser la protéine avec son substrat naturel, il est nécessaire 

d’empêcher 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 

mutagenèse dirigée en « rolling-circle », en utilisant des oligonucléotides 

complémentaires. La matrice PCR utilisée était le pBG102-LkcE. Suite à la PCR 

(Figure 57), 1 µL de DpnI Fast digest (Thermo Fisher Scientific) a été ajouté à 30 µL 

de produit PCR dans les conditions recommandées par le fournisseur. La réaction a 

alors été placée 30 minutes à 37°C. Cette étape a permis d’éliminer l’χDN parental et 

de ne conserver que l’χDN muté pour la transformation bactérienne. χprès 

transformation, les cellules DH5α d’E. coli ont été étalées sur milieu sélectif. Les 

plasmides ont été extraits par minipréparation d’χDN plasmidique et ensuite analysés 

par séquençage.  
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Oligonucléotides :  

- Y182F sens : GACTACAACCTCATGTTCGTCGCGCTGTCGTT 

- Y182F anti-sens : AACGACAGCGCGACGAACATGAGGTTGTAGTC 

- R326Q sens : ATGGGCAGCCTGACCCAGAACTGCAACGTGCTC 

- R326Q anti-sens : GAGCACGTTGCAGTTCTGGGTCAGGCTGCCCAT 

- R326L sens : ATGGGCAGCCTGACCCTCAACTGCAACGTGCTC 

- R326L anti-sens : GAGCACGTTGCAGTTGAGGGTCAGGCTGCCCAT 

ADN polymérase utilisée : Phusion (Finnzymes Ozyme) 

Additif utilisé : 10% Diméthyl sulfoxyde (DMSO) 

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

 

 Production et purification de la LkcE et de ses mutants  

 Culture permettant l’expression de la LkcE 

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

plasmide pψG10β contenant la séquence codant l’enzyme. Elle a donc été exprimée 

sous forme de protéine de fusion avec une protéine SUMO tagguée His6 en C-terminal. 

Après une pré-culture en milieu Lψ, d’une nuit à γ7 °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 FχD. Pour induire l’expression de protéines chaperonnes 

x18 cycles 
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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 à γ7 °C jusqu’à l’obtention d’une DO600nm de 

0,6. Un choc chimique et thermique a été alors réalisé en ajoutant γ% d’éthanol à la 

culture qui a été alors placée à 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 à 15 °C sur la nuit.  

La culture a été ensuite centrifugée durant 30 min à 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 

à nouveau, le surnageant a été éliminé, et les culots bactériens ont été congelés à 

20 °C.  

 

 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 à raison de 10 mL par unité de DO600nm en 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.) à 15 kPsi (1000 bars) à 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 à 17 000 g 

pendant 40 min 

b. Chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose 

χprès filtration sur filtre de 0,ββ µm, et addition de 70 mM d’imidazole, le 

surnageant de lyse a été injecté à 3 mL/min sur colonne Ni-Sépharose (GE Healthcare 

Life Sciences) couplée à un système Äkta 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 l’étiquette His6 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 

à β50 mM d’imidazole, à 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 µg de 

protéase du rhinovirus humain h3C et mises à dialyser sur la nuit contre 5 L de tampon 

de lyse pour éliminer l’imidazole. 

Après clivage de la protéine SUMO tagguée His6, l’échantillon a été injecté à 

nouveau sur colonne Nickel-Sépharose (GE Healthcare Life Sciences) à 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 β0 mM d’imidazole. La LkcE a donc été éluée dans 

la fraction non retenue. Après 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 à un système Äkta Avant (GE 

Healthcare Life Sciences) a été équilibrée avec du tampon HEPES 30 mM, NaCl 

100 mM, EDTχ 1 mM, pH 7,5. L’échantillon dilué a été injecté à un débit de 5 mL/min. 

Un gradient croissant de NaCl (de 100 mM à 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 stérique  

χfin 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 à l’aide d’un concentrateur χmicon Ultracel-30 (Merck Millipore) par 

centrifugation à 4000 g jusqu’à un volume inférieur à 8 mL. La protéine a été ensuite 

injectée à l’aide d’une boucle d’injection de 10 mL sur une colonne Superdex β00 β6/60 
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prep grade (GE Healthcare Life Sciences) couplée à un système Äkta FPLC (GE 

Healthcare Life Sciences). La colonne a été préalablement équilibrée avec du tampon 

HEPES γ0 mM, NaCl 150 mM, EDTχ 1 mM, pH 7,5. L’élution a été réalisée avec un 

volume colonne de ce même tampon à un débit de 2 mL/min. Les protéines ont été 

séparées suivant leur diamètre 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 à 4000 g avec un concentrateur Amicon Ultracel-

30 (Merck Millipore) et congelée en fractions aliquotes de 50 µL dans l’azote liquide. 

Elle est ensuite stockée à 80 °C.  

Un dosage spectrophotométrique en UV-visible permet d’estimer le pourcentage 

de protéine ayant incorporé le co-facteur flavinique. Pour cela l’absorbance de la 

protéine (β80 nm, ε = 4λ γγγ,5) et l’absorbance du FχD (450 nm, ε = 11 300 nm) ont 

été mesurées à l’aide d’un spectrophotomètre SχFχS (UVmc²).  

 Production de la SeLkcE 

χfin de produire la LkcE sous forme séléniée (SeLkcE) en forçant l’incorporation 

des sélénométhionines, nous avons utilisé un protocole de double répression de la 

production de méthionine. Pour cela, la souche ψ8γ4 pRχREβ 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 à celui de la LkcE native et de ses mutants. 

 

III. Production, extraction et purification du substrat de la 

LkcE. 

χfin d’isoler le substrat de la LkcE, il a fallu tout d’abord inactiver l’enzyme qui le 

métabolise. Le Dr. C Jacob a réalisé une délétion du gène codant la LkcE dans la 

souche productrice de la lankacidine C : S. rochei. Pour ce faire, un couple 

d’oligonucléotides a été conçu pour amplifier la cassette de résistance à l’apramycine, 
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avec en 5, 39 nucléotides situés en amont du gène codant la LkcE, et en 3, 39 

nucléotides situés en aval du gène codant la LkcE. Une PCR en utilisant comme 

matrice le plasmide pIJ773 (Figure 58χ) a permis d’amplifier la cassette contenant le 

gène de résistance à l’apramycine tout en incorporant les séquences flanquantes du 

gène 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 ψWβ511γ d’E. coli ont été co-transformées par le cosmide Lc2B12, le 

plasmide pIJ790 (Figure 58D) et le fragment PCR. Le plasmide pIJ790 permet 

l’expression de la recombinase Red qui rend possible une recombinaison homologue 

entre les extrémités du fragment PCR et le cosmide Lc2B12 au niveau de la séquence 

codant la LkcE. Les clones pour lesquels une recombinaison homologue a eu lieu ont 

été sélectionnés sur milieu supplémenté en apramycine. Le cosmide ayant incorporé 

la cassette de résistance à l’apramycine a été alors extraite par minipréparation d’χDN 

plasmidique puis envoyé en séquençage.  

Des bactéries ET1β567 d’E. coli ont été ensuite co-transformées par le cosmide 

et le plasmide pUZ8002 (Figure 58E) aidant à 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 gènes de la PKS synthétisant la 

lankacidine C. Ceci entraîne par conséquent le remplacement du gène codant la LkcE 

sur le plasmide PSLA2-L par la cassette de résistance à l'apramycine.  

La souche ainsi a été mise en culture dans le milieu YMG (4 g de glucose, 4 g 

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 à 30 °C sous agitation à 200 rpm. Trois cultures de 10 

litres chacune ont été nécessaires à l’obtention du substrat. χprès centrifugation à 

4000 rpm durant 30 min, le milieu de culture a été extrait à l’acétate d’éthyle (γ fois 1 

équivalent volume). La phase organique a été conservée et évaporée sous vide à l’aide 

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

χ partir de 10 L de milieu de culture, entre 100 mg à β00 mg d’extrait total ont été 

récupéré. Le produit de l’extraction a ensuite été envoyé au laboratoire du Pr. χ 

Kirschning à Hanovre afin de purifier le substrat.  
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Figure 58 : Constructions utilisées pour déléter le gène codant la LkcE chez S. rochei. 
A : Plasmide pIJ773 ayant servi comme matrice PCR pour l’amplification de la cassette 
de résistance à l’apramycine.  
B : Fragment amplifié par PCR : Les séquences en bleu correspondent aux 39 et 38 
nucléotides apportés par les oligonucléotides, correspondant respectivement à la 
séquence en amont et en aval du gène codant la LkcE. FRT (flippase recognition target) 
est une séquence permettant l'excision de la cassette de résistance, si besoin.  
C : Plasmide pIJ790 favorisant la recombinaison homologue chez E. coli. 
D : Cosmide SuperCos1 ayant servi de base à l’obtention du cosmide Lc2B12 par 
l'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 

 Homogénéité en solution 

La diffusion dynamique de la lumière (DLS) permet de déterminer l’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, l’échantillon a été centrifugé à 15000 g pendant 30 min pour éliminer les 

éventuelles poussières. Les mesures ont été effectuées sur un appareil Zetasizer 

NanoS (Malverne) et chaque mesure comportait une dizaine d’acquisitions de 1 s à 

25 °C. 

 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, 

Äkta Explorer, GE Healthcare) sur une colonne en phase inverse C8 (Grace) et élué 

en gradient croissant d’acétonitrile, contenant du TFχ 0,1%. Le pic correspondant à la 

protéine et celui correspondant à la flavine ont ensuite été analysés par spectrométrie 

de masse (F. Dupire, Service Commun de Spectrométrie de masse de la Faculté des 

Sciences et Technologie de l’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 à l’échelle atomique. Cette 

technique se divise en trois phases μ 1) la cristallisation de la protéine. En effet, l’étude 

cristallographique nécessite d’obtenir des cristaux de protéine d’une taille et d’une 

qualité suffisante pour obtenir une diffraction ; β) l’enregistrement et le traitement de 

données de diffraction des rayons X ; et 3) la résolution de la structure à partir des 

données de diffraction, qui nécessite une étape de phasage et un processus itératif 

d’affinement de la structure.  
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 La cristallisation de la LkcE  

 Principes et techniques de cristallisation  

La cristallisation consiste à faire passer la protéine d’un état libre en solution à un 

état cristallin qui est un état solide et ordonné périodiquement. En effet dans un cristal, 

les molécules sont orientées et disposées à l’identique d’une maille à l’autre. Pour 

aboutir à un état cristallin, la solubilité de la protéine est diminuée lentement grâce à 

des agents précipitant afin de favoriser les interactions spécifiques intermoléculaires 

(Figure 59). 

 

Figure 59 : Diagramme de phase d’une protéine.  
χfin de faire passer la protéine de l’état soluble à un état cristallin, on augmente peu à peu sa 
concentration, de même que la concentration en agent précipitant. Ainsi la protéine, qui est en 
solution sous-saturée (χ), va passer progressivement vers une zone de nucléation (ψ). C’est 
à cette concentration que vont se former les premiers germes cristallins. La protéine passant 
petit à petit d’un état libre en solution à un état cristallin, la concentration de celle-ci va diminuer 
dans la solution. χinsi la croissance du cristal va se poursuivre dans la zone que l’on appelle 
métastable, qui est une solution sursaturée, qui ne permet pas la formation de germes 
cristallins mais uniquement leur croissance (C). 



Matériel et méthodes 

 
100 

 

Le but va donc être 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 paramètres qui influencent la cristallisation (McPherson, et Gavira, 2014) :  

- la pureté de la protéine : dans le cas général, la solution protéique doit être le 

plus parfaitement homogène possible. Un autre facteur important est le temps 

de purification de la protéine, pendant lequel la protéine peut se dégrader.  

- la concentration en protéine μ 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 μ qui va à la fois déterminer la stabilité de la protéine (l’intégrité de la 

structure) mais aussi l’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 à la cristallisation. 

- l’ajout d’additifs : leur nature peut être très variée (ions, alcools, détergents, 

peptides, sucres, etc…). Ils 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 être 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 polymères organiques qui agissent par exclusion du solvant au voisinage 

de la protéine (le polyéthylène 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 à 

des concentrations de l’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 l’amener à 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 à déposer dans 

un récipient (appelé couramment puit), un volume (1 mL) de solution contenant l’agent 

précipitant. Sur une fine lamelle est ensuite déposé un volume (de 1 µL à 5 µL) de 

solution protéique, auxquels est ajouté un volume de solution précipitante (1 µL à 5 

µL). La lamelle est ensuite posée au-dessus du récipient et est scellée 

hermétiquement. La solution précipitante est donc diluée sur la lamelle par rapport à 

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 boîte Linbro pour la 

reproduction des cristaux et l’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 diffère de la goutte 

suspendue par le fait que la goutte de cristallisation est déposée sur un support situé 

au-dessus ou à côté du puit.  
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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 µL). 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. χinsi la concentration 
en protéine et en agent précipitant dans la goutte va progressivement augmenter jusqu’à 
atteindre un état d’équilibre. 
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 Recherche et amélioration des conditions de 

cristallisation de la LkcE 

a. Criblage de conditions de cristallisation 

Les premiers tests de cristallisation ont été réalisés avec des screens 

commerciaux afin d’obtenir les premiers cristaux et de connaître le comportement de 

la protéine dans différentes conditions de pH et de force ionique mais aussi l’agent 

précipitant à utiliser de préférence. Ces screens commerciaux sont composés de 

conditions ayant déjà permis l’obtention de cristaux de protéines et offrent l’avantage 

d’explorer une grande variété d’agents précipitants (sels, polymères, 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 à trois cupules permettant 

la réalisation de trois ratios différents : 1/2, 1/1, et 2/1 (Figure 61). Ces boites ont été 

remplies à l’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 l’utilisation de très 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/Ion 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/Ion Screen (Hampton research) ont été effectués. Les 

boites ont été ensuite scellées hermétiquement à l’aide d’un film plastique transparent, 

placées à β0 °C et l’évolution des gouttes a été suivie à l’aide d’une loupe binoculaire.  

b. Amélioration des cristaux  

Lorsqu’une condition de cristallisation entraine l’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 à pas les concentrations des différents 

composants (agents précipitants, sels, additifs) de la condition du screen commercial 

ou le pH ont été effectuées, permettant soit l’amélioration des cristaux, soit de 

comprendre quels sont les composants influençant favorablement la cristallisation.  

Une autre méthode consiste à 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 

manière aléatoire mais de façon à 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 à prélever des cristaux obtenus en sursaturation pour ensemencer 

des gouttes en sous-saturation. Les germes cristallins servant à ensemencer peuvent 

être 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 légèrement 
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plus élevée que celle de la condition dans laquelle les cristaux ont été obtenus. Ils sont 

ensuite broyés à l’aide du kit Seed ψeadTM (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 contrôler 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 l’enzyme (LC-KA05), 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 à β0 minutes). Pour cela, le substrat a été dissous dans l’éthylène 

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-KA05 et 30% 

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

 Congélation et enregistrement des données de diffraction  

 Congélation des cristaux 

Lors de l’enregistrement des données de diffraction au synchrotron, les cristaux 

sont soumis à des rayons X très intenses. Ces rayonnements induisent la formation 

de radicaux libres (radiolyse de l’eau) ou des phénomènes 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 à 70% généralement). Il est donc primordial de protéger 

le cristal contre la formation de glace, qui pourrait à la fois endommager le cristal, et 

donc affecter son pouvoir de diffraction, mais aussi conduire à la présence d’anneaux 

de glace sur le cliché de diffraction. Ces couronnes de glace parasites sont dues à la 

diffraction des rayons X par les cristaux de glace et entraine un bruit très élevés sur 

les mesures des taches de diffraction à 3,5, 3,7 et 3,9 Å de résolution.  



Matériel et méthodes 

 
106 

 

Afin de protéger les cristaux de la formation de glace, ils ont été trempés quelques 

secondes dans une solution stabilisante supplémentée avec γ0% d’éthylène glycol. 

Les cristaux ont ensuite congelés sous flux d’azote à 100 K.  

 Enregistrement des données de diffraction 

Les ondes diffractées par le cristal peuvent être décrite selon deux paramètres : le 

module │F(hkl)│ et la phase Φ(hkl). Ainsi, chaque réflexion est associée à un facteur de 

structure F(hkl) qui dépend de la nature des atomes à travers le facteur de diffusion 

atomique fj et 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 l’ensemble des atomes, à 

travers leurs électrons, à la diffraction selon l’Équation 1 :  

 

Équation 1 : relation de calcul du facteur de structure.  
χvec │Fhkl│ μ amplitude ou module de l’onde diffractée, ϕhkl μ phase de l’onde diffractée, fj le 
facteur de diffusion atomique, (xj,yj,zj) les coordonnées de l’atome j, et hkl les indices de Miller 
(ou coordonnées dans l’espace réciproque).  

 

Il existe une relation mathématique, la transformée de Fourier, entre les 

amplitudes diffractées, c’est-à-dire les facteurs de structure Fhkl dans le réseau 

réciproque, et la distribution de la densité électronique du cristal ρ(xyz) dans le réseau 

direct : 

 

Équation 2 : Transformée de Fourier. 
χvec (xyz) les coordonnées dans l’espace réel, hkl les indices de Miller, et V volume de la 
maille.  

Cependant, lors de l’enregistrement d’un cliché de diffraction, l’information de 

phase est perdue. Seule l’amplitude de l’onde diffractée est mesurée. La phase devra 

donc être 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 tête 

goniométrique dans le flux d’azote et de rayons X. L’expérience consiste à irradier le 

cristal par les rayons X avec un temps d’exposition choisi (de 0,1 s à 0,5 s), sur un 

secteur angulaire dépendant du groupe d'espace, et avec un pas d’oscillations choisi 

par l’expérimentateur de 0,1 à 0,5° en fonction des caractéristiques propres au cristal 

(maille, mosaïcité, etc...). 

 Traitement des données de diffraction et phasage 

 traitement des données 

Les spectres de diffraction ont été indexés et intégrés en utilisant le logiciel XDS 

(Kabsch, 2010) et mis à l’échelle avec XSCχLE (Otwinowski, et Minor, 1997). La 

qualité des jeux de données enregistrées a ensuite été évaluée en fonction de 

plusieurs paramètres 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 :  

 

Équation 3 : indice d’accord entre les intensités équivalentes par symétrie et leur 
moyenne. 
<Ih’k’l’> est l’intensité moyenne de la réflexion unique h’k’l’ et Ihkl est l’intensité mesurée de la 
réflexion hkl. 
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 Résolution du problème de phase 

Comme nous l’avons vu précédemment, toute information de phase est perdue 

lors de l’acquisition des données. Pour cela, il est nécessaire d’utiliser des méthodes 

indirectes afin de résoudre le problème 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, l) est équivalente à 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 phénomène de diffusion anomale qui rompt la loi de Friedel 

(Blundell, et Johnson, 1976). En effet, au voisinage de ce seuil, il y a un phénomène 

de résonance entre les photons X et le nuage électronique de l’atome anomal. Il en 

découle un déphasage entre l’onde incidente et l’onde réémise par l’atome. Le facteur 

de diffusion atomique s’écrira alors f( ) = f° + f’( ) + if’’( ) avec f° le facteur de diffusion 

en absence de diffusion anomale, f’( ) la partie anomale réelle (dispersive) et f’’( ) la 

partie anomale imaginaire due à 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 à déterminer la position de l’atome 

lourd dans la maille cristalline. 

i. La diffusion anomale simple (SAD) 

En SχD, une seule longueur d’onde est utilisée au cours de l’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 à 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 être 

déterminée par la fonction de Patterson (Patterson, 1935) . Etant donné que les 

amplitudes des deux contributions réelle (f’) et imaginaire (f’’) de l’atome lourd sont 
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connues, il est maintenant possible de déterminer le facteur de structure grâce à la 

méthode de Harker (Figure 63). Cependant, celle-ci donne une ambigüité 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 à une carte de Fourier qui est la superposition de deux cartes μ l’une 

représentant la densité électronique de la protéine et l’autre représentant du bruit 

attribuable à aucun atome particulier. χfin d’améliorer cette carte, et donc de lever 

l’ambigüité, une procédure itérative d’amélioration de densité est effectuée en utilisant 

des algorithmes comme l’aplatissement de solvant (Wang, 1985) et en effectuant la 

moyenne des symétries non-cristallographique (NCS) à l’aide du programme PχRROT 

(Zhang, et al., 1997).  

 

Figure 62 : Scan de fluorescence du sélénium sur une protéine séléniée (adapté de 
Duke, et Johnson, 2010). 
χ proximité du seuil d’absorption les parties réelle et imaginaire f’ et f’’ varient rapidement. 
Pour un jeu SχD, seule une acquisition à une longueur d’onde du pic d’absorbance du 
diffuseur anomal (peak ou pk) est enregistrée. Pour l’acquistion d’un jeu MχD, les longueurs 
d’onde du pic, du point d’inflexion (ip), avant le pic d’absorbance (rm1) et après 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 ambiguïté de phase dans lesquels 
deux solutions (appelées « mains ») sont possibles, solutions qui correspondent aux 
intersections entre les deux cercles. 

 

ii. Le MAD 

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 à 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 même cristal pour éviter des problèmes de non-

isomorphisme. Contrairement au SAD, le fait d’avoir un jeu de données à plusieurs 

longueurs d’onde permet de lever l’ambiguïté de phase.  
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iii. Phasage expérimental de la LkcE 

ψien qu’un jeu MχD ait été enregistré sur la ligne de lumière Proxima β, le phasage 

pour la SeLkcE a été effectué par SAD sur le jeu de données du peak, enregistrés à 

une longueur d’onde de 0,λ7λγ Å. Pour cela, nous avons utilisé le logiciel HKLβMχP 

(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 à γ,γ Å, et d’estimer les facteurs de structure anomale. La suite SHELX a 

ensuite permis d’ajouter et d’affiner la position de βγ atomes de sélénium dans la 

maille. Parmi ces βγ atomes, 16 ont un taux d’occupation supérieur à 0,7. χinsi les 

sites de 16 des 18 atomes de sélénium incorporés dans la SeLkcE ont pu être 

déterminés sans ambiguïté. 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,γ74 à 0,867 et une corrélation de 0,6λ0 qui augmente jusqu’à 0,λγλ au terme de β1 

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 première structure pour la LkcE.  

b. Phasage par remplacement moléculaire 

La résolution du problème de phase en utilisant le remplacement moléculaire est 

la technique la plus utilisée à l’heure actuelle. En effet, cette technique nécessite un 

modèle tridimensionnelle suffisamment proche de la structure de la protéine étudiée 

pour pouvoir résoudre le problème de phase (Rossmann, 1990). Etant donné le 

nombre croissant de structures au sein de la Protein Data Bank (PDB) (>111 000), 

nous pouvons aisément comprendre l’intérêt croissant de cette méthode de phasage 

simple et rapide à mettre en œuvre. Pour phaser par remplacement moléculaire, il est 

conseillé de disposer d’un modèle présentant au minimum γ0% d’identité de 



Matériel et méthodes 

 
112 

 

séquence. Le but du remplacement moléculaire est de positionner une ou plusieurs 

molécules modèles dans la maille cristalline afin de pouvoir calculer une première 

estimation des phases pour les facteurs de structure. Il faut pour cela déterminer les 

fonctions de rotation et de translation permettant de positionner au mieux le modèle 

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 problème de phase des jeux de données enregistrés sur 

les protéines natives en utilisant le modèle construit à partir du modèle 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 

modèle 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 

homodimère, le remplacement moléculaire a été effectué par une recherche à corps 

rigide de deux copies du monomère reliés par une NCS.  

 Construction et affinement des structures 

Après avoir résolu la phase par SAD, un modèle pour la SeLkcE a été construit à 

l’aide du programme ψucaneer (Cowtan, et Zhang, 1999). Ce programme est 

particulièrement adapté pour construire un modèle protéique à partir de la séquence 

de la protéine au sein d’une densité électronique à une faible résolution (>β,5 Å). 

Bucaneer construit un modèle partiel de la protéine qui est ensuite complété et modifié 

manuellement à l’aide du logiciel Coot (Emsley, et al., 2010). Deux tours d’affinement 

ont été réalisés à l’aide du programme REFMχC (Murshudov, et al., 1997).  

Après phasage par remplacement moléculaire à partir du modèle construit pour la 

SeLkcE, la structure de la LkcE native a été construite à l’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.O. (2016). BUSTER version X.Y.Z. 

Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Ltd). Nous avons utilisé ce programme 

d’affinement car il présente l’avantage d’être particulièrement efficace sur les basses 

résolutions et d’améliorer la densité électronique des boucles flexibles. De la même 

façon, BUSTER améliore également la densité correspondant aux analogues de 

substrat ou au substrat naturel, dans les cas de co-cristallisation ou de trempages. Le 



Matériel et méthodes 

 
113 

 

but de l’étape d’affinement est de réduire l’écart entre les facteurs de structures 

observés (Fobs) et ceux calculés à partir du modèle (Fcalc). Ce processus est réalisé par 

une alternance de construction manuelle du modèle dans Coot et des cycles 

d’affinements numériques des paramètres des atomes. χinsi 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 être apportés au modèle.  

Le modèle construit a été évalué à chaque cycle d’affinement. Pour cela, le facteur 

Rfactor permet de juger de l'accord entre le modèle et les facteurs de structure observés. 

Un facteur Rfree, calculé à partir d’un échantillon de réflexions (5%) non utilisées au 

cours de l’affinement, permet également d’éviter une surinterprétation de la carte de 

densité. Ces deux facteurs doivent être le plus faible possible et l’écart entre les deux 

facteurs doit rester de l’ordre de 5%.  

La qualité de la structure est enfin vérifiée grâce 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 modèle. 
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VI. Test d’activité et détermination des paramètres 

cinétiques de la LkcE 

 Test d’activité de la LkcE avec analogues de substrat  

χfin de tester l’activité de LkcE, ainsi que la co-cristallisation, nous disposions de 

deux analogues de substrat mimant chacun une partie du substrat naturel de l’enzyme 

(Figure 64).  

 

Figure 64 : Analogues du substrat naturel de la LkcE.  
L’éthyl β-méthylacétoacétate (EMAA) mime la partie lactone du LC-KA05 (en vert), tandis que 
le N,N’-diallyl-L-tartardiamide (DATD) mime la partie amide (en rouge).  

 

La LkcE (50 µM) a été incubée dans différentes concentrations des deux 

analogues de substrats. Le mélange réactionnel a été placé à 25 °C durant 1 h. 0,1% 

d’acide trichloroacétique (TCχ) a été ajouté pour stopper la réaction. χprès 

centrifugation 5 min à 15 000 g, 100 µL ont alors été injectés sur colonne C8 Vydac 

208TP52, 2.1 x 250 mm, 5 µm (PerkinElmer Life Sciences). Les molécules ont alors 

été éluées par un gradient croissant d’acétonitrile (de 0% jusqu’à 80%).   

LC-KA05 
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La réaction a également été reproduite de la même façon, mais a cette fois-ci, été 

arrêtée 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 à la spectrométrie de masse) par C. Paris (LiBio, Université de Lorraine). 

 Test d’activité de la LkcE avec son substrat naturel (LC-

KA05)  

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

en LC-KA05 (10 à 250 µM) et placée à 25 °C. La réaction a été arrêtée à différents 

temps en prélevant 100 µL du mélange réactionnel et en le mélangeant à 100 µL 

d’acétate d’éthyle. La phase organique a été conservée. La phase organique a alors 

été extraite une seconde fois avec 100 µL 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 µL 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 même façon, en utilisant des 

concentrations allant de 5 à β50 µM, mais en absence d’enzyme. Cette gamme étalon 

a ensuite permis de quantifier la quantité de substrat transformée par l’enzyme en 

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

 

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

 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 à l’étude d’objets qui présentent une certaine flexibilité en solution, ce qui rend 

leur cristallisation très difficile. Le SAXS constitue de cette façon une approche 

complémentaire à la cristallographie, mais aussi à la RMN puisqu’il n’y a pas de 

limitation de taille pour l’objet étudié. Les données enregistrées sont en revanche à 

faible résolution. Il est difficile d’estimer une résolution en SχXS, puisque cette 

méthode permet de déterminer l’enveloppe globale de la protéine, mais aussi la 
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construction de modèles tout atome à partir des structures à haute résolution, mais il 

est généralement admis que les données enregistrées présentent une résolution limite 

supérieure à la dizaine d’χngström (Rambo, & Tainer, 2013).    

Le SχXS, 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 , va 

alors être diffusé au contact de la protéine, et les rayons diffusés aux petits angles (0,1 

– 3°) vont être analysés sur un détecteur. Les données diffusées à angle nul sont en 

revanche non mesurables dû à la présence d’un beam stop pour protéger le détecteur 

du faisceau direct. Nous avons effectué nos mesures sur la ligne de lumière SWING 

du synchrotron SOLEIL, qui permet de réaliser des mesures de SEC-SAXS (SAXS 

couplé à une chromatographie d’exclusion stérique en HPLC) (Putnam, et al., 2007 ; 

Pérez, & Koutsioubas, 2015) (Figure 65). Ceci permet une dernière purification de 

l’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 délétère étant donné que la diffusion des particules en solution est 

proportionnelle à la masse des solutés au carré.  

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

du vecteur de diffusion q ( = � ���� , avec 2l’angle entre le faisceau direct et le 

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

généralement en Å-1 ou nm-1 (Figure 66)   



Matériel et méthodes 

 
117 

 

 

Figure 65 : Description du principe du SAXS.  
A : Sur la ligne SWING de SOLEIL, le capillaire de mesure est couplé à une colonne de type 
SEC 3 ou 5 (Agilent) couplée à un système HPLC, ce qui permet de séparer les agrégats de 
la protéine d’intérêt. Le faisceau X incident k0 (en violet) interagit avec l’échantillon protéique. 
L’échantillon va alors diffuser les rayons X dans toutes les directions. Le détecteur est placé à 
une distance variant de 1 à 4 m de l’échantillon pour enregistrer le rayonnement diffusé aux 
petits angles (0,1° à γ°).Un "beam stop" en amont du détecteur permet d’arrêter le faisceau 
incident direct de trop forte intensité. 

B : Le vecteur q de diffusion est tel que : ⃗ =   �⃗⃗�� � é −  �⃗⃗0 , et dont la longueur vaut 
q  = 4πsinθ/ . 

 

  

A 

B 
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Figure 66 : Description de l’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. 

 

 Traitement des données  

 Loi et Représentation de Guinier 

La loi de Guinier permet d’approximer l’intensité I(q) par la relation : ln � ≈ ln � 0 − ² � ². Elle n’est valable qu’aux très petits angles (pour des valeurs 

de q faibles), définis pour des valeurs telles que qRg < 1,γ. L’application de cette loi, 

représentant ln I(q) en fonction de q², nous permet ainsi de déterminer le rayon de 

giration Rg de la protéine à partir de la pente de la droite ainsi que d’extrapoler 

l’intensité diffusée à angle nul I(0). Cette représentation, appelée représentation de 

Guinier, nous permet d’autre part de déterminer la qualité des mesures et de 

l’échantillon, la linéarité étant un gage de la qualité des données et la preuve de 

l’absence d’interactions intermoléculaires (Figure 67).  

Sur la ligne de lumière, cette représentation de Guinier nous permet de calculer le 

Rg et le I(0) pour chaque image enregistrée. Ainsi seules les images consécutives 

ayant un Rg constant et une valeur de I(0) assez élevée seront moyennées. En effet, 

la valeur de I(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 l’espèce présente en solution 

et des agrégats vont donc présenter une valeur de I(0) importante. Ceci nous permet 

de sélectionner les images enregistrées sur une seule et même espèce protéique, et 

de moyenner celles-ci afin d’augmenter le ratio signal/bruit (Figure 68).  

 

Figure 67 : Représentation de Guinier des données SAXS (adapté de Putnam, et al., 
2007).  
La loi de Guinier est valable pour des valeurs de qRg<1,3. Elle se calcule donc aux très petits 
angles, ce qui permet d’étudier les dimensions de la particule en solution mais également les 
interactions intermoléculaires. χinsi, lorsque dans cette représentation, l’intensité 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 q² (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.   

 

 



Matériel et méthodes 

 
120 

 

 

Figure 68 Représentation du rayon de gyration et de l’intensité de diffusion à angle nul 
en fonction des images enregistrées.  
Une représentation de Guinier est effectuée grâce au programme Foxtrot sur chaque image 
enregistrée sur la protéine. Seules les images pour lesquelles le Rg (en vert) est constant sont 
moyennées. La valeur de I(0) (en bleu) reflète, quant à elle la concentration protéique et donc, 
le pic d’élution en HPLC. 

 

 Fonction de distribution de distance  

Cette fonction est calculée grâce à la transformée de Fourier de la courbe de 

diffusion : � = �(� ) = ∫ � −� ⃗⃗ ⃗ . Elle constitue un histogramme des 

distances inter-électroniques au sein de la protéine dans l’espace réel. Elle représente 

ainsi la probabilité de trouver une distance entre deux électrons au sein de l’objet 

étudié en solution, en fonction de la distance elle-même (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-à-dire la distance 

maximale entre deux électrons au sein de la protéine étudiée. En effet, au-delà 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 

l’objet en solution. La fonction de distribution des distances constitue une deuxième 

méthode de détermination du Rg. En effet, le Rg peut être déterminé à partir de 

l’équation suivante : Rg =  ∫ r P r dr/ ∫ P r drDmax0Dmax0 . La valeur de I(0) peut 

également être déterminée à partir de la fonction de distribution de distances : I 0 =4 ∫ P r drDmax0 . Ces valeurs de Rg et I(0) sont ainsi déterminées sur toute la gamme 
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de q (contrairement à la loi de Guinier). Ceci permet d’atténuer la contribution des 

interactions attractives ou répulsives dans la détermination de ces deux valeurs. Il 

s’agit alors d’une méthode efficace pour confirmer les valeurs de Rg et de I(0) 

déterminées par la loi de Guinier.  

 

 

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

 

 Représentation de Kratky 

Le graphique de Kratky est une façon particulière de représenter les données 

SAXS. Elle représente q²I(q) en fonction de q (Kratky, & Porod, 1949). Cette fonction 

peut ensuite être normalisé en multipliant le vecteur d’onde q par le Rg, ce qui permet 

de rendre l’angle de diffusion indépendant des dimensions de la protéine étudiée, et 

I(q) peut être divisée par le I(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).  

 

Figure 70 : Représentation schématique de Kratky obtenu sur divers types de protéine 
(figure réalisée par SSRL, Stanford). 
L’allure de cette représentation dépend du caractère ordonnée ou non de la protéine, de sa 
composition en domaine et de la flexibilité de la protéine ou des linkers la composant.  

 

 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 à corréler les courbes de diffusion calculées pour les modèles qu’ils 

proposent, à la courbe de diffusion expérimentale. Pour cela, un facteur d’accord est 

alors calculé μ le chiβ ( ²). Ce test du chiβ, bien qu’étant représentatif de l’accord entre 

les données calculées et les données expérimentales (comme peuvent l’être les 

facteurs R pour la cristallographie) présente certaines limites. En effet la valeur de ² 

est forcément sensible à l’erreur sur la mesure de la courbe SχXS. Or il se trouve que 

sur certaines lignes de lumière, 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 modèles 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 à une brève 

description des différents programmes utilisés dans les publications jointes à cette 

thèse.   

 Calcul d’enveloppe ab-initio 

Le SAXS permet de déterminer l’enveloppe de la protéine à basse résolution, et 

ce, grâce notamment à deux programmes majoritairement utilisés : DAMMIN 

(Svergun, 1999) et GASBOR (Svergun, et al., 2001).  

DAMMIN crée un modèle à partir de pseudo-atomes de rayon variable 

(typiquement de 3 Å à 10 Å). Cette valeur dépend de la taille de la protéine étudiée, le 

programme utilisant environ 1500 pseudo-atomes par unité asymétrique pour le 

volume étudié. χ partir d’une forme compacte de pseudo-atomes définie par 

l’utilisateur (ellipse, sphère, etc…) d’un diamètre correspondant au Dmax de la protéine, 

le programme va procéder à 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 même façon, 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 à partir 

du modèle à chaque cycle et va tenter de la faire correspondre au mieux à la courbe 

de diffusion expérimentale. DAMMIN utilise seulement une partie de la courbe de 

diffusion allant jusque des valeurs de q de 0,25 Å-1. Le programme MONSA permet 

quant à lui de réaliser des calculs d’enveloppe en utilisant le même algorithme que 

DAMMIN mais il peut prendre en compte plusieurs courbes de diffusion différentes de 

façon simultanée. Son utilisation permet ainsi de discriminer la position d’un sous-

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

GASBOR se base sur les mêmes algorithmes que DAMMIN, mais utilise quant à 

lui des pseudo-résidus au lieu de pseudo-atomes, dont le diamètre correspond à la 

distance entre deux acides aminés consécutifs, soit 3,8 Å. χinsi l’utilisateur détermine 

le nombre de pseudo-résidus utilisés, qui doit être équivalent au nombre de résidus 

présents dans la protéine étudiée. GχSψOR présente aussi l’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 à plus haute résolution que DχMMIN, allant ainsi jusque 10 Å 

de résolution dans la pratique et jusque 1,2 Å-1, soit 5 Å de résolution dans la théorie 
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(les données SAXS sur des échantillons biologiques sont rarement enregistrées à plus 

de 0,6 Å-1).  

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 filtrées 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 l’enveloppe afin de rendre celle-ci 

plus compacte (Volkov, & Svergun, 2003) (Figure 71). DAMSTART peut également 

être utilisé suite à DAMAVER pour générer un ensemble servant de point de départ à 

DχMMIN, ce qui permet d’affiner le calcul d’enveloppe. 

 

Figure 71 : Illustration 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 DχMFILT. L’enveloppe obtenue traduit une moyenne des conformations 
correspondant aux données SAXS.  

 

 Comparaison de structures tout atome aux données SAXS  

Un des points très intéressants du SAXS est de pouvoir comparer les structures à 

haute résolution résolues par cristallographie aux données en solution. En effet, il 

arrive parfois que les structures cristallographiques de certaines protéines ne reflètent 

pas leur état physiologique en solution. Les contacts avec les symétriques induits par 

l’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 à haute résolution et la superpose ensuite à la 

courbe de diffusion expérimentale. Si un désaccord apparait, des programmes de 

dynamique moléculaire ou d’utilisation de mode normaux peuvent être utilisés pour 

générer de la diversité dans les modèles, permettant ainsi d’améliorer l’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 à des changements conformationnels important, le programme OLIGOMER 

peut calculer une courbe théorique d’un ensemble de conformères et l’ajuster à la 

courbe expérimentale. Il permet ainsi de déterminer la proportion des différentes 

espèces présentes en solution.   

 

 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. 

χ partir de plusieurs fichiers PDψ source, il va les réorganiser dans l’espace et calculer 

à chaque cycle une courbe de diffusion de l’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 PDψ différents, ce qui permet à la fois de positionner et d’orienter 

initialement les différentes structures tout atome afin d’aider le programme à 

converger. Il est ainsi possible de positionner les structures à haute résolution de 

partenaires lors de l’étude d’un complexe ou les différents domaines entre eux lors de 

l’étude de systèmes multi-domaines.  
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 Détermination de la masse moléculaire sans utilisation du 

I(0) 

Déterminer la masse moléculaire de la protéine en solution peut être nécessaire 

pour connaître l’état oligomérique de la protéine lors de l’enregistrement des données 

ou vérifier si un complexe est bien formé. Une des méthodes consiste à enregistrer au 

moins deux jeux de données à des concentrations différentes (Plestil, et al., 1991). 

Une autre technique consiste à utiliser une protéine standard de concentration connue 

(Mylonas, & Svergun, 2007) comme référence, ou à comparer les intensités absolues 

mesurées à celle de l’eau pure. Cependant ces méthodes de détermination de la 

masse moléculaire nécessitent de connaître la concentration de l’échantillon protéique 

étudiée. Or, lors de l’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 à 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 I(0). Dans la première version du logiciel, cette 

valeur de I(0) était déterminée grâce à GNOM, à partir du tracé de la fonction de 

distribution de distance. Ensuite, le programme calcule l’invariant de Porod Q : 

Q =  ∫ I q q dq = 2 ² ∆ ²NV∞
0  

où N est le nombre de molécules de protéine par unité de volume, V est le volume 

de la protéine, et ∆� 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 V = 2 I 0Q   et d’en déduire sa masse moléculaire via sa densité.  
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I. Structure en solution d’un module de PKS trans-AT : un 

premier pas dans la compréhension de la 

communication intra-modulaire 

Ce travail a fait l’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 à la fois à tenter d’élucider le fonctionnement des tandems d’χCP, 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 synthèse 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 système d’injection couplée à un système HPLC, ce qui 

permet de séparer la protéine à étudier d’éventuels agrégats, afin d’obtenir une 

solution monodisperse idéale pour l’enregistrement de données SAXS. Par ailleurs, 

les données sont enregistrées directement à 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 SχXS l’ensemble du module 5. Pour cela nous avons utilisé plusieurs 

constructions : KS5-linker, ACP5a-ACP5b, le tridomaine KS5-ACP5a-ACP5b, et le module 

entier. Nous avons donc analysé les constructions d’une part pour résoudre la 

structure à faible résolution du module mais aussi pour avoir accès à des informations 

concernant les aspects dynamiques des domaines et des linkers flanquant et donc du 

module en lui-même. Afin de placer les différents domaines au sein des enveloppes 

SAXS, nous avons également eu recours à des méthodes permettant de disposer de 
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modèles à 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 modèle pour le KS5-linker par homologie de 

séquence avec la structure cristallographique du KS-AT du module 5 de la PKS 

synthétisant l’érythromycine χ (PDB : 1GH5 ; Tang, et al., 2006). Plusieurs logiciels de 

modélisations par homologie de séquence avaient permis de générer une dizaine de 

modèles. Ces modèles ont ensuite été discriminés en calculant leur courbe de diffusion 

théorique qui a été comparée à la courbe de diffusion expérimentale enregistrés pour 

le KS5-linker. Ainsi un modèle en adéquation avec les données SAXS a pu être généré 

( ²= 1,58) (χrticle, Fig γ). Le modèle montre que le domaine KS est bien structuré et 

sous la forme d’un homodimère 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 systèmes 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. Grâce aux calculs 

d’enveloppe et à de la modélisation en corps rigide, nous avons mis en évidence une 

rotation du linker KS-χT 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 l’utilité du SχXS pour l’étude de systèmes dynamiques. 

Nous avons également analysé par SAXS la construction ACP5a-ACP5bB où les 

deux ACP semblent être indépendants. Pour pouvoir interpréter les données, les 

structures des deux ACP du module 5 (ACP5a et ACP5b) 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 Å, ce qui est conséquent 

pour une protéine de 187 résidus. Ceci confirme que les deux χCP sont distants l’un 

de l’autre, et n’interagissent pas ensemble. Ce résultat a  été conforté par une analyse 

RMN du didomaine ACP5a-ACP5b 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 ACP5a et ACP5b à celui de l’χCP5a-ACP5b. L’analyse par SχXS nous a 

également permis de constater que l’un des deux χCP adopte plusieurs conformations 

et subit un mouvement de ressort grâce au linker qui les relie. Cela donne naissance 

à une conformation où les deux ACP sont  distants et une conformation dans laquelle 

les deux χCP se rapprochent l’un de l’autre (χrticle, Fig 4). Nous avons ainsi démontré 

la flexibilité du linker reliant les deux ACP.  

Nous avons ensuite analysé par SAXS la construction KS5-ACP5a-ACP5b, c’est-à-

dire le module 5 sans le domaine C-terminal de dimérisation putatif. Nous avons 

obtenu la structure à faible résolution d’un module arborant une conformation « bras 

ouvert ». Dans ce module, le domaine KS5 occupe une position centrale, l’χCP5a est 

adjacent au domaine KS5, et l’χCP5b est situé au bout du long linker flexible, et semble 

ainsi plus accessible aux enzymes de la cassette de -méthylation que l’χCP5a. 

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 SχXS ont montré que ce domaine n’est pas dimérique dans le contexte du 

module entier. Nous avons donc émis l’hypothèse qu’il s’agisse d’un domaine de 

docking (Broadhurst, et al., 2003 ; Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al., 2013) 

nécessaire pour l’interaction du module 5 porté par la chaîne 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 ψ. Chagot et H. Rabeharindranto. J’ai pour ma part réalisé les études SχXS 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

shape of the module renders the second ACP highly accessible, which may be critical for its interaction

with multiple in trans catalytic partners. Finally, our analysis redefines the function of a putative

dimerization motif of tandem ACPs as a docking domain, suggesting that the module likely adopts a

more closed form in order to affect transfer of the chain extension intermediate to the subsequent module.

Introduction

A multitude of bioactive polyketide natural products are bio-

synthesized using a division-of-labor strategy, in which the

discrete steps in assembling the chains are carried out by

individually-folding protein domains.1 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

dedicated thioesterase (TE) at the end of the last PKS multien-

zyme liberates the fully-processed chain either by macro-

cyclization or hydrolysis. The efficacy of this assembly-line

strategy is augmented by the covalent tethering of the chain-

extension intermediates to non-catalytic acyl carrier protein

(ACP) domains, via a phosphopantetheine (Ppant) prosthetic

group.2

Presumably in reection 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),3 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).4 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.5
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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

modication 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-

tatins6 and the clinically-used antibiotics mupirocin7 and

virginiamycin M.8

There is signicant 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.9 Resolution of the crystal or NMR structure of

each of the domains of cis-AT PKS10 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 monomeric11). 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,11 by extrapolation from the

3.2 Å resolution crystal structure of porcine FAS.12 No such

model exists for trans-AT PKS, however, as only the structures of

a trans-AT domain,13 an ACP–ACP didomain,14 and a KS-

branching (B) didomain15 have been solved to date. We report

here the rst solution structure of a complete apo module from

a model trans-AT system comprising KS and tandem ACP

domains, obtained by small-angle X-ray scattering (SAXS)16 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 exibility of the

proteins.12 We thus aimed to use SAXS to solve the structure of a

representative module from a trans-AT PKS. SAXS has recently

come to the fore as a powerful means to analyze large, exible

multidomain proteins and macromolecular complexes in

solution due to advances in data collection and analysis, which

allow molecular shapes to be identied accurately.16

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 (ACP5a and ACP5b), and a putative C-terminal dimer-

ization motif (DD) (see ESI, Fig. S1†),8 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 VirI, the phosphopantetheinyl transferase VirK, the proof-

reading thioesterase VirJ, 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,4,17–22 and such duplicated ACPs are notably common in

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.8 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 (VirI), 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; KSo, inactive ketosynthase.
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modules of trans-AT PKS in which the intermediate undergoes a

b-methylation.23 Our results are also likely to be relevant to

simpler KS–ACP modules (see for example module 7 of VirFG

(Fig. 1b)).4

In order to reconstitute the structure of the entire module

from SAXS data,16 we used a ‘dissect and build’ strategy, using

SAXS to study rst KS5 and a portion of the downstream linker

(KS5–linker), then the tandem ACPs (ACP5a–ACP5b), the trido-

main KS5–ACP5a–ACP5b, and nally the complete module (KS5–

ACP5a–ACP5b–DD) (Fig. 2). Each of the proteins was expressed in

its apo form in E. coli and puried to homogeneity (Fig. S2†).

Attempts to obtain KS5–ACP5a were unsuccessful, due to poor

solubility (data not shown).

Structural analysis of the KS5–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 KS5 was chosen to lie within this linker, just

upstream of the conserved domain as identied in the crystal

structures of the KS–AT didomains from DEBS modules 3 and

5.24,25 The region downstream of the KS, which is conserved

among trans-AT PKS,26 has previously been described as a non-

functional remnant of an AT domain, and suggested to play a

role in docking the trans-AT with the PKS. Our reanalysis of the

298 amino acids separating the KS from ACP5a revealed

consecutive regions within the rst 139 amino acids with

convincing homology to the so-called KS–AT and post-AT

linkers identied in the DEBS KS–AT didomain structures24,25

(Fig. S3†). In these didomains, the KS–AT linker which adopts

an ab 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 x 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�1), and shown to be homodimeric

as expected27 by native mass spectrometry (calculated dimer

MW ¼ 129 461.2 Da; found ¼ 129 480 Da; monomer MW by

denaturing mass spectrometry ¼ 64 730.0 Da (calcd ¼ 64 730.6

Da)).

The SAXS data on the KS5–linker were collected on the

SWING beamline at the Synchrotron SOLEIL, which allows for

online sample purication by gel ltration 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.28–30 Guinier's plot of the SAXS data

acquired on the most abundant conformer of the KS5–linker

gave an Rg of 33.1 � 0.5 Å, while calculation of the distance

distribution function (P(r)) using GNOM31 yielded a maximum

particle diameter (Dmax) of 105 Å (Fig. 3a and b; all SAXS data are

summarized in Table S1†). These data and a molecular weight

of 137.2 kDa calculated using SAXSMOW32 are consistent with a

globular, homodimeric protein (monomer MW ¼ 64.8 kDa).

We then derived ab initio three-dimensional envelopes from

the experimental data using the program DAMMIN31 with

imposition of second-order symmetry (Fig. 4a). In order to place

the KS domain within the average envelope using SUPCOMB33

in the absence of its high-resolution structure, we generated a

homology model of the domain and adjacent linkers (Fig. 3c)

with MODELLER34 using KS5 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–

AT5 didomain (PDB: 2HG424). (During preparation of this

manuscript, the crystal structure of the didomain KS-branching

(B) enzyme from the RhiE subunit of the rhizoxin trans-AT PKS

was published.15 However, this KS was not a better model for the

VirA KS5, and so all analysis was based on the VirA KS5–linker

model derived fromDEBS as template (for further discussion on

this point, see the Methods)).

For values above 0.125 Å�1 (Fig. 4a), there is a minor

divergence between the calculated and experimental curves,

which suggests that a portion of the KS5–linker construct

adopts multiple orientations in solution. Specically, 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 exible.

To validate this idea, we aimed to determine whether changing

the position of the KS–AT linker relative to KS5 would improve

the agreement between the calculated and experimental data.

Fig. 2 Schematic of the constructs studied in this work. Six different

constructs were evaluated by SAXS, including the entirety of module 5

(KS5–ACP5a–ACP5b–DD), the KS and a portion of the downstream

linker (KS5–linker), the tandem of ACP domains and their intervening

linker (ACP5a–ACP5b), and a construct encompassing all three domains

but missing the putative dimerization region (KS5–ACP5a–ACP5b). In

order to further define the role of the dimerization domain, we also

analyzed by gel filtration and SAXS, the tandem of ACPs and ACP5b in

the presence of the dimerization region (ACP5a–ACP5b–DD and

ACP5b–DD, respectively). All ACP-containing constructs were studied

in their apo forms. The number of residues comprising the various

domains and linkers is indicated.
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To this end, we performed with SASREF35 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

DEBS24 and RhiE15 shows that their positions superimpose.

Taken together, these data underline the power of SAXS rela-

tive to crystallography to reveal protein conformational exi-

bility in solution.

Structural analysis of ACP5a–ACP5b 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 exible

linkers36 (Fig. S4a†). SAXS analysis of a construct encompassing

the two ACPs in their apo forms yielded an Rg of 29.0 � 0.2 Å,

and a Dmax of 103 Å, which are large for a 187-amino acid

protein. The distance distribution function (Fig. S5a†) revealed

two peaks, consistent with a dumbbell-like architecture, in

which two independent domains are joined by an unstructured

region. Independent conrmation of this overall shape was

provided by the recent publication of the NMR structure of an

apo ACP–ACP didomain from subunit MmpA of the mupirocin

trans-AT PKS, which also incorporates a 28-residue ACP–ACP

linker (Fig. S4a†).14

We also solved the NMR solution structures of the two apo

ACP domains (Fig. 5 and Tables S2 and S3†). The structures of

the ACP5a and ACP5b domains exhibit a typical ACP fold

composed of three major antiparallel a helices (I, II and IV)

and a short perpendicular a helix (III). The helices in ACP5a
and ACP5b are as follows: helix I, R6734–V6749/A6837–T6850;

helix II, S6770–A6783/S6871–Y6885; helix III, A6792–D6795/

I6893–D6896; and helix IV P6799–L6810/L6900–R6910. The

long loops between helix I and II of ACP5a and ACP5b include

two short helical regions (P6754–R6756 and F6763–L6766 for

ACP5a and P6855–D6857 and F6864–D6857 for ACP5b). 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

Å, which when taken together with the SAXS results, reveal

that the intervening linker is approximately 33 Å in length.

Analysis of 19 additional sequences separating ACP domains

in trans-AT PKS (Fig. S4a†) shows that these regions vary in

length from 12 to 72 residues, and exhibit no strong

homology. However, in common with the Vir ACP5a–ACP5b
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 ve tandem ACPs of the polyunsaturated fatty

acid (PUFA) synthase of Photobacterium profundum also show

this biased amino acid composition (Fig. S4b†), and the

overall protein adopts an elongated, ‘beads-on-a-string’

architecture.37

Using SUPCOMB, we next tted the NMR structures of the

two apo domains into the average of ten ab initio molecular

envelopes (c2 ¼ 1.785) (Fig. 4b). This analysis showed that the

position of one of the ACPs is well-dened, 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 exible. Structural

superimposition of one ACP on the didomain using PyMOL

(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4

Schrödinger, LLC) conrms 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 congurations were estimated

at 80% and 20%, respectively, using OLIGOMER (http://www.

embl-hamburg.de/biosaxs/manuals/oligomer.html). Notably,

this nding is consistent with the form of the P(r) function, in

which the second peak presents two maxima (Fig. S5a†).

Our SAXS results additionally suggest that the ACPs do not

interact at least in their apo forms. In order to conrm this

result, we analyzed the apo ACP5a–ACP5b didomain by NMR.

Comparison of the [1H, 15N]-HSQC spectrum of apo ACP5a–

ACP5b with those of the individual apo ACPs revealed no

signicant differences in chemical shi 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

Fig. 3 SAXS analysis of the KS5–linker. (a) Superimposition of the

experimental SAXS data (red dots) with the theoretical curves for the

KS5–linker, calculated on the basis of the solved structures of the DEBS

KS5 (orange) and RhiE KS (cyan) domains as templates for the

homology model. The curve in black corresponds to the theoretical

curve for the KS5–linker model derived from DEBS KS5 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 KS5–linker calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (c)

Superimposition of the homology models of the KS5–linker (orange)

generated using DEBS KS5 (orange) and RhiE KS (cyan) as template. (d)

Superimposition of the DEBS-derived homology model of the KS5–

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).
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consistent with the absence of any direct contact between the

tethered ACPs, as found for the ACPs of MmpA14 and the PUFA

synthase.37

Structural analysis of KS5–ACP5a–ACP5b 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 Rg of 56.5

� 0.7 Å and a Dmax of 230 Å (Fig. S5b†). An average ab initio

three-dimensional envelope was then calculated from the

experimental data with DAMMIN, with imposition of second-

order symmetry (Fig. 4c). This parameter is justied 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,35 then allowed us to t simultaneously the

obtained diffusion data on the KS5–linker and the apo KS5–

ACP5a–ACP5b constructs into the molecular shape, clearly

identifying the position of the dimeric KS domain at the

center of the protein (c2
¼ 1.885). The two apo ACP NMR

structures were then placed into the envelope using as a

constraint the Dmax value of 103 Å obtained for the apo ACP5a–

ACP5b didomain.

Fig. 4 SAXS profiles and domain organization within module 5. (a) Fit between the ab initiomodel computed with DAMMIN (solid blue line) and

the experimental SAXS data obtained on the KS5–linker (red dots). The fit to the data of the KS5–linker model generated by rigid body modeling

using SASREF is represented in black. Inset, the ab initio envelope of the KS5–linker construct calculated from DAMMIN (grey mesh) is shown in

superimposition by SUPCOMB with the KS5–linker model obtained using the DEBS KS5–linker as template (orange), and the model calculated

from SASREF (cyan). (b) Fit between the ab initiomodel computed with DAMMIN (solid blue line) with the experimental SAXS data for apo ACP5a–

ACP5b (red dots). Fit to the data of the apo ACP5a–ACP5b 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

ACP5a–ACP5b di-domain (black). Inset, the ab initio envelope of apo ACP5a–ACP5b calculated fromDAMMIN (greymesh) 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 KS5–ACP5a–ACP5b (red dots). Inset, the ab initio envelope of

the apo KS5–ACP5a–ACP5b construct calculated from DAMMIN (grey mesh) is shown with superimposition by SUPCOMB of the KS5–linker

(orange), apo ACP5a (blue) and apo ACP5b (red). (d) Fit between the ab initiomodel computed with DAMMIN (solid blue line) and the experimental

SAXS data obtained on apo KS5–ACP5a–ACP5b–DD (red dots). Inset, the ab initio envelope of the apo KS5–ACP5a–ACP5b–DD construct

calculated using DAMMIN (grey mesh) with superimposition of the KS5–linker (orange), apo ACP5a (blue) and apo ACP5b (red).
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This analysis revealed that, together, the KS and the two ACP

domains form an ‘open arms’ structure, wherein ACP5a is

located directly adjacent to the KS, and ACP5b lies at the

extremity of the arm. The respective locations of the two ACPs

suggests that the position of ACP5a is relatively xed, whereas

that of ACP5b is much less well-dened, consistent with the

inherent mobility observed for one of the two ACPs of ACP5a–

ACP5b. Nonetheless, as ACP5a sits at a distance of approximately

50 Å from the KS (as measured from the KS active site Cys to the

Ser of the ACP which is modied by phosphopantetheine),

which is out of reach of the 20 Å 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;38 102/159 residues), an analysis supported by disorder

prediction using PONDR–FIT39 (Fig. S6a and b†). Such regions

oen adopt a dened fold only in the presence of other

proteins, and are implicated in molecular recognition processes

with multiple partners.40 To evaluate the generality of this

nding, we analyzed the comparable region from 35 additional

trans-AT PKS modules containing consecutive KS and ACP

domains (Fig. S6c†). 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

metabolite41 (Fig. S6d†)) nor any mutual sequence similarity, a

large proportion of the regions also are predicted by PONDR–

FIT to adopt an unfolded state (Fig. S6e†).

Analysis of KS5–ACP5a–ACP5b–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. S1†). Notably, CurA

contains a triplet of ACP domains and is also the site of b-

modication 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,42 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 apomodule (KS5–ACP5a–ACP5b–DD) to that of the apo

KS5–ACP5a–ACP5b construct. Guinier's plot yielded an Rg of 69�

1 Å, while the distance distribution function produced a Dmax of

279 Å (Fig. S5c†). As both parameters are higher than that of

KS5–ACP5a–ACP5b, the SAXS analysis revealed that, contrary to

expectation, the major conformer of the apomodule 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 (c2¼

2.204), with imposition of second-order symmetry (Fig. 4d). The

structures of the KS5–linker and the two apo ACPs were then

placed within the obtained form by comparison to the data

obtained on apo KS5–ACP5a–ACP5b. 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,

Fig. 5 NMR analysis of apo ACP5a, apo ACP5b and apo ACP5a–ACP5b. (a) The three-dimensional solution structures of the apo ACP5a and ACP5b

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 ACP5a (blue) and apo ACP5b (red), depictedwith all heavy atoms. As expected based on their sequence

identity (52%), apo ACP5a and ACP5b have similar structures (RMSD over 72 residues is 1.2 Å). (b) Average 15N–1H chemical shift changes (Ddav)

plotted as a function of ACP5a–ACP5b residue number (sequence of VirA). The secondary structure elements present in apo ACP5a and ACP5b are

shown above the plot (the linker is indicated by a dotted line as its secondary structure is unknown). 15N–
1H chemical shift differences are

calculated between chemical shift of equivalent residues in apo ACP5a–ACP5b and ACP5a (blue) and between the chemical shift of equivalent

residues in apo ACP5a–ACP5b and ACP5b (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.
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comparison of the structures of apo KS5–ACP5a–ACP5b and apo

KS5–ACP5a–ACP5b–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

(ACP5a–ACP5b–DD) or the second ACP alone (ACP5b–DD). Both

constructs were analyzed in their apo forms. Analysis by analyt-

ical gel ltration demonstrated that while apo ACP5a–ACP5b is a

monomer, both apo ACP5b–DDand apo ACP5a–ACP5b–DD elute as

oligomers (Fig. S7a–d†). Independent analysis, however, by native

mass spectrometry (Fig. S7e–h†) showed that both constructs

incorporating the DD domainmaintained the largely monomeric

structure of apo ACP5a–ACP5b. To understand this discrepancy,

we analyzed apo ACP5b–DD and apo ACP5a–ACP5b–DD by SAXS

(Fig. 6). This experiment yielded an Rg of 37.0� 0.3 Å and a Dmax

of 140 Å for ACP5b–DD (relative to Rg ¼ 11.1 Å and Dmax ¼ 36.4 Å

for apo ACP5b alone, calculated with CRYSOL43 based on the NMR

structure), and an Rg of 43.5 � 0.2 Å and a Dmax of 170 Å for

ACP5a–ACP5b–DD (Fig. S5d–g†).

We calculated the ab initio molecular forms of the two

proteins using DAMMIN with and without imposition of

second-order symmetry; the calculation performed in the

absence of symmetry yielded a signicantly better t 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 SAXSMOW32 (apo ACP5b–DD: calcd

MW ¼ 14.3 kDa, found ¼ 31.4 kDa; apo ACP5a–ACP5b–DD:

calcd ¼ 24.5 kDa, found ¼ 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 signicant hydrophobic

character, as such contacts are oen lost under the gas-phase

conditions of the analysis.44

Although the DD was shown to dimerize small, uncon-

strained proteins such as ACP5b, it had no effect on the much

larger KS5–ACP5a–ACP5b 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 identies 70 residues upstream of the

conserved KS domain (Fig. S8†). While the end of this region

shows sequence characteristics of an intrinsically disordered

protein (see the Methods for the sequence of VirFG), the rst

28 residues exhibit convincing sequence homology to the VirA

DD region (Fig. S1a†). Thus, the non-native self-association

observed for the VirA DD in the apo ACP5b–DD and apo ACP5a–

ACP5b–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, identied in PKS subunits from a

range of cis-AT systems in both cyanobacteria and myxobac-

teria45,46 (Fig. S1a†). 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 classication. The

crystal structures of two such pairs of docking domains from

the curacin system were recently reported,46 revealing three

important ndings with relevance to our study: rstly, 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 nally, that the

docking interface consists of a complementary hydrophobic

surface, surrounded by electrostatic interactions that mediate

Fig. 6 Molecular envelopes of apo ACP5b–DD and ACP5a–ACP5b–DD.

(a) The ab initio envelope of the apo ACP5b–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 ACP5a–ACP5b–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 ACP5b–DD portion of ACP5a–ACP5b–DD

assumes a conformation similar to that in the structure of ACP5b–DD

alone, the ACP5b–DD/DD–ACP5b distance is reduced (70 vs. 140 Å).

Similarly, the ACP5a–ACP5b distance (77 Å) shows that this region of the

structure is also compacted relative to ACP5a–ACP5b alone (103 Å)

(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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specicity. 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,47 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.10

In particular it has been shown that the KS domains of KS–AT

didomains adopt their native homodimeric structures,24,25 so we

anticipated that our model tridomain protein apo KS5–ACP5a–

ACP5b–DD would also reect 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 specic 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 Kd values for interactions between several cis-AT PKS

subunits are in the range of 2.6–23.7 mM,46,48,49 placing them in

the class of transient protein–protein interactions which char-

acteristically exhibit a mixture of oligomeric states.50,51 Indeed,

the three subunits of the erythromycin (DEBS) PKS do not form

a stable complex, at least in vitro.52 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 mM for the PksR

subunit of the bacillaene trans-AT system,53 and more generally,

1 nM–10 mM average concentration for E. coli proteins54), this

weak binding argues that a signicant 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,53 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

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 trans-AT PKS has previ-

ously been investigated by gene inactivation experiments in

vivo.55 For the doublet ACP of this system, the data suggest that

the two domains play essentially equivalent roles, while for the

triplet cluster, the rst ACP appears to be arranged in series

relative to the following two. The non-equivalent locations of

ACP5a and ACP5b 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, ACP5a would participate in chain extension with the KS,

while ACP5b would serve as the site for modication reactions

on the extended unit, with direct transfer of the intermediate

between the two ACPs.55,56 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 rst

portion of its downstream linker, the sequence of which is

conserved among many trans-AT systems (Fig. S3†),26 form a

structural unit. As this linker additionally shares an interface

with the AT domain in cis-AT PKS,24,25 it may serve as a docking

point for the trans-acting AT, as previously proposed.26 Thus,

despite the distinct evolutionary origin of the cis- and trans-AT

PKS,5 these key operational aspects appear to be common to the

two systems. The short linker joining the two ACP domains is

relatively extended and exible, allowing a signicant mobility

of ACP5b. In contrast, the remaining 159 residues of the KS–ACP

linker, which exhibit convincing sequence characteristics of a

natively-disordered region,38 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. S6†), their global properties appear to be

shared. Taken together, these data have clear implications for

attempts to recongure 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 a-helices (Fig. S1†). 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.42 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 shi in the monomer–dimer

equilibrium towards dimer. Given these data, our nding 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

3088 | Chem. Sci., 2014, 5, 3081–3095 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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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 PKS46

(Fig. S1†).

Modules in which b-processing reactions occur are posi-

tioned at the termini of trans-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

PKSs4,18–21,57). 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 b-

modication modules to the downstream KS domains are on

average signicantly longer than the corresponding linkers

following non-modifying modules (ca. 63 vs. 46 residues;

Fig. S9a†). 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. S9b†). Given that the average size of an amino acid is 3.4 Å

in a maximally-extended polypeptide,57 these ACP–KS linkers

would appear to be compatible with an open conformation of

the preceding b-modication 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.46 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 ACP5b 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 exibility 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 specicity of the receiving KS,5

could aid in programming the biosynthesis, ensuring that the

full set of modication 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 frommodels

proposed for the cis-AT PKS systems (compare Fig. 7a and b) in

which chain assembly occurs in two discrete reaction cham-

bers,11,59 underlining the necessity to study the two types of

systems independently.

Methods
Cloning, expression and purication

Eight constructs (ACP5a, ACP5b, ACP5b–DD, ACP5a–ACP5b,

ACP5a–ACP5b–DD, KS5–linker, KS5–ACP5a–ACP5b, and KS5–

ACP5a–ACP5b–DD) were amplied from S. virginiae genomic

DNA using forward (f) and reverse (r) primers incorporating

BamHI and HindIII restriction sites, respectively, and were

ligated into the equivalent sites of vector pBG-106 (KS5–linker,

KS5–ACP5a–ACP5b, and KS5–ACP5a–ACP5b–DD) or pBG-102

(ACP5a, ACP5b, ACP5b–DD, ACP5a–ACP5b, and ACP5a–ACP5b–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) 50-tttccgggatccGCGATCGCCGT-

GATCGGCGTTG-30 (used for KS5–linker, KS5–ACP5a–ACP5b,

KS5–ACP5a–ACP5b–DD); KS r (HindIII) 50-tttccgaagctttca-

CAGGTGGGCGATCTGCAGGTCGTACCAG-30; ACP5a f (BamHI)

50-tttcgcgggatccGCGGGCCGTCAGGAGGAG-30 (used for ACP5a–

ACP5b, ACP5a–ACP5b–DD); ACP5a r (HindIII) 50-

tttccgaagctttcaGGCTCCGAGCGACTCGGC-30 (used for ACP5a);

ACP5b f (BamHI) 50-tttcgcggatccGCCGTGGCCGTCGACCCCG-30

(used for ACP5b, ACP5b–DD); ACP5b r (HindIII) 50-

tttccgaagctttcaGACCGGGGCGGCGCGTCC-30 (used for ACP5b,

ACP5a–ACP5b); DD r (HindIII) 50-tttcgcaagcttTCAGCGC

CGCGGGGTGAGCAG-30 (used for ACP5b–DD, ACP5a–ACP5b–DD,

KS5–ACP5a–ACP5b–DD). Vector pBG-102 codes for a SUMO-His6
tag, while vector pBG106 codes for a His10 tag and a exible

linker containing the H3C precision protease cleavage site (Dr L.

Mizoue, Center for Structural Biology, Vanderbilt University).

Following cleavage of the SUMO-His6 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 His10 tagged (KS5, KS5–ACP5a–ACP5b, and KS5–

ACP5a–ACP5b–DD) or SUMO-His6-tagged (ACP5a, ACP5b, ACP5b–

DD, ACP5a–ACP5b, and ACP5a–ACP5b–DD) fusions by growth in

LBmedium at 37 �C to an A600 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 ltration (0.45 mm). 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-His6 tagged

constructs (ACP5a, ACP5b, ACP5b–DD, ACP5a–ACP5b, and ACP5a–

ACP5b–DD) 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 5

mL column (GE) followed by elution in buffer 1 containing 20

mM imidazole. Size exclusion chromatography on a Superdex

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014 Chem. Sci., 2014, 5, 3081–3095 | 3089
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75 26/60 column (GE) in buffer 1 resulted in a homogeneous

preparation of each protein (Fig. S2†). Following the HisTrap

column, the His10-tagged KS construct was puried to homo-

geneity by size exclusion chromatography on a Superdex 200 26/

60 column (GE) in buffer 1 (Fig. S2†). The His10-tagged

constructs KS5–ACP5a–ACP5b and KS5–ACP5a–ACP5b–DD were

puried 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

250mMNaCl. The constructs were then eluted in 400mMNaCl.

Size exclusion chromatography on a Superdex 200 26/60 column

(GE) in buffer 1 resulted in a homogeneous preparation of each

protein (Fig. S2†). Production of 13C,15N-enriched ACPs (ACP5a,

ACP5b, ACP5a–ACP5b) for NMR structure elucidation was carried

out by growth in M9 minimal medium. The minimal medium

was supplemented with 15NH4Cl (0.5 g L�1) and glucose or 13C6-

glucose (2.0 g L�1) 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 (50-

tttcggaagctcTCAGCACCGCGCGGCCGG-30; 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 (50-aaaaaaccatggatgCCGCCG-

GAGCGCTGGC-30; 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 frameshi 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 virE

sequence (50-aaaaaaccatggcCCGCCGGCCTCCGACACCCCTG-30;

the capitalized bases correspond to nucleotides 32 615–32 636

of GenBank AB283030.2), and a reverse primer complementary

to the original virF gene (50-tttccgaagcttTCA TGTGACGG

GGGCGGGGCGTTC-30; the bases in bold correspond to the

complement of nucleotides 30 514–30 534 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,

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.
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Chemical Science Edge Article

P
u
b
li

sh
ed

 o
n
 0

7
 A

p
ri

l 
2
0
1
4
. 
D

o
w

n
lo

ad
ed

 b
y
 U

n
iv

er
si

te
 d

e 
L

o
rr

ai
n
e 

o
n
 1

9
/0

9
/2

0
1
6
 1

8
:3

3
:0

6
. 

View Article Online

http://dx.doi.org/10.1039/c3sc53511h


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 snaE3).41

The nal sequence of the translated VirFG is provided in

Fig. S8.†

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 lter 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 mL min�1. 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 nal concentration of 20 mM. The ESI needle voltage was set to

4.5 kV, the nebulization gas (Ar) pressure was 1.7 bar, the drying

gas ow was 6 L min�1, 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 H2O–ACN–FA (50 : 50 : 1 volume) at a

nal concentration of 10 mM. The ESI needle voltage was set to

4.5 kV, the nebulization gas (Ar) pressure was 0.8 bar, the drying

gas ow was 4 L min�1, the source temperature was 190 �C and

the capillary exit voltage was set to 155 V. The acquisition range

was m/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 q ranging from 0.0005 to 0.5 Å�1. The scattering vector is

dened as q ¼ 4p/l sin q, where 2q 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

purication system that delivers the eluted fractions into the

measurement cell was developed on the SWING beamline.60

Aer 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,28–30 presumably through effects

on the structural integrity of the proteins. Similarly, the buffers

used for recent enzymatic analysis of KS domains from trans-AT

PKS contained both salt and glycerol61 while that for activity

experiments with a trans-AT contained phosphate.13 80 mL of the

protein sample (at 15 mg mL�1) 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�1), the fact that data

collection is coupled to a gel ltration 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).60 Each acquisition frame of the experiment yields

a scattering spectrum which is then analyzed by the dedicated,

in-house program Foxtrot, yielding a Rg (radius of gyration) as

well as an I(0) value (which depends on the protein concentra-

tion at that location in the elution peak) from the Guinier law

(approximation I(q) ¼ I(0)exp(�q2Rg
2/3) for qRg < 1.3). It is thus

the fact that the concentration naturally varies across a gel

ltration peak that provides a full range of dilutions as used in

classical SAXS experiments. Under our experimental conditions

(buffer, dilution over the gel ltration step, etc.), the fact that we

observed a constant Rg for a signicant proportion of the

concentrations present in our gel ltration peaks means that

these measurements were independent of concentration, and

thus, that we were effectively under conditions of innite dilu-

tion. In the following step of data analysis, all the frames that

exhibited the same Rg as a function of I(0) were averaged, thus

ensuring that the data reected 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.62 The distance distribution function

P(r) and the maximum particle diameter Dmax were calculated

by Fourier inversion of the scattering intensity I(q) using

GNOM.31

Ab initio shape determination

The overall ab initio protein shapes were calculated from the

experimental SAXS data using the bead-modeling program

DAMMIN.31 At least ten to een independent ts were carried

out without imposition of symmetry for the monomeric apo

ACP5a–ACP5b construct, and with a 2-fold symmetry restraint for

the KS5–linker, apo KS5–ACP5a–ACP5b and apo module 5

proteins; in the absence of such an imposed symmetry, the t

between the experimental and model SAXS curves was poorer

(greater c2). The results of several DAMMIN models were then

compared using the program SUPCOMB33 in order to determine

a consensus model. Low-resolution models were then averaged

using the DAMAVER and DAMFILT packages.63 In addition, ab

initio shape determination by a multiphase dummy atom mode

using MONSA35 which permitted the simultaneous tting of

scattering data sets obtained on KS5–ACP5a–ACP5b and KS5–

ACP5a–ACP5b–DD constructs and the individual KS5–linker

domain, allowed for the localization of the domains within the

various multienzymes.

In the case of the apo ACP5b–DD and apo ACP5a–ACP5b–DD

constructs, the calculation of the ab initio molecular forms was

carried out without imposition of symmetry (P1) because this

yielded a better t to the data than when second order symmetry

was imposed (P2) (c2¼ 1.21 vs. 1.6 for ACP5b–DD; 1.3 vs. 1.55 for

ACP5a–ACP5b–DD). We attempted to determine using MONSA

the individual contributions of the apo ACPs to the calculated

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014 Chem. Sci., 2014, 5, 3081–3095 | 3091
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molecular forms (that is, to try to place the ACPs into the forms),

by tting the diffusion curves of the two ACPs (calculated from

the NMR structures using CRYSOL) and ACP5a–ACP5b in the

case of ACP5a–ACP5b–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 exibility, and to the fact that the inclusion

of ACP5a and the ACP5a–ACP5b linker changed the relative

orientations and distances between ACP5b and the DD.

Molecular modeling

A three-dimensional structural model of the KS5–linker was

generated by pairwise comparison of prole hidden Markov

models using the HHpred server (http://toolkit.

tuebingen.mpg.de/hhpred).64 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 KS5–

linker within the Protein Data Bank are the DEBS KS5–AT5

didomain (40% sequence identity; PDB: 2HG424) and a dido-

main KS-branching (B) enzyme from the subunit RhiE (37%

identity; PDB: 4KC515). Three-dimensional models of the KS5–

linker were then constructed using either PDB 2HG4 or 4KC5 as

template, using MODELLER.34 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. CRYSOL43 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 c2, dened according to Konarev and colleagues.62

The theoretical scattering curves predicted by CRYSOL43

from the DEBS-derived and RhiE-derived models of the VirA

KS5–linker gave an equally good t to the experimental data (c2

¼ 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. S3†).

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.33 Rigid body

modeling against SAXS data was performed using SASREF.35 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, Schrödinger, LLC)

and the low-resolution bead models from DAMMIN were con-

verted into mesh.

Analysis of the relative positions of ACP5a and ACP5b was also

attempted using SASREF. However, ten independent rounds of

calculation produced divergent results that yielded poor ts to

the experimental data for angles between 0.0005 and 0.2 Å�1,

with c
2 between 25.0 and 25.3. Furthermore, the Rg 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 mL of protein

solution was loaded into a 4 mm NMR tube and the tube was

inserted into a 5 mm NMR tube containing 150 mL D2O.
65 The

apo ACP5a and ACP5b domains were analyzed at a concentration

of 1.0 mM and the apo ACP5a–ACP5b didomain at a concentra-

tion of 0.3mM. 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
15N–1H and 13C–1H 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. 1H

chemical shi 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 15N–1H HSQC.67 To collect NOE-

based distance restraints for the ACP5a and ACP5b structure

calculations, 2D 1H homonuclear NOESY experiments were

carried out on unlabelled samples of apo ACP5a and ACP5b,

while 3D 15N NOESY-HSQC and 13C NOESY-HSQC were recor-

ded on uniformly 13C,15N-enriched apo ACP5a and ACP5b
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 shi changes

To express the chemical shi variations of the corresponding

amide groups in apo ACP5a vs. apo ACP5a–ACP5b and apo ACP5b
vs. apo ACP5a–ACP5b, the chemical shi change was dened as

Ddav ¼ ({DdH2/2}+{DdN2/10})1/2.68 The most signicant changes

were observed for Arg6734, Gln6735, Gly6811 and Ala6812 of

ACP5a (Fig. 5). Consideration of the apo ACP5a structure strongly

suggests that the changes can be attributed to the presence of

the linker in the didomain. In the ACP5a structure, the b-methyl

group of Ala6812 is located in proximity to the Arg6734–Gln6735

amide (measured distance less than 4 Å). However, when the

linker is present (residues 6811–6828), Ala6812 is displaced

from its position near Arg6734 and Gln6735, affecting not only

its chemical shi, but those of the two previously neighboring

residues. The chemical shi of Gly6811 is altered by the change

in covalent linkage. This interpretation, in combination with

the fact that the chemical shis of ACP5b 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 rst round of structure calculation was performed with

CYANA 3.69 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.70 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 ACP5a, while 1846 NOE-

based distance and 114 backbone angle restraints were used for

apo ACP5b. The angle restraints were obtained from 13Ca,
13Cb,

13C0, 15N, 1HN and 1Ha chemical shis using TALOS+,71 with an

assignedminimum range of�20�. No hydrogen-bond restraints

were used for structure calculation. The second stage consisted

of the renement of the 50 lowest CYANA target function

conformers by rMD simulations in Amber 1172 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 eld, 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 ¼ 0.4), 15 ps of cooling to 0 K

with 13 ps of slow cooling (loose coupling, TAUTP ¼ 4.0–1.0)

followed by 1 ps of faster cooling (TAUTP ¼ 1.0), and a nal 1 ps

of very fast cooling (TAUTP ¼ 0.1–0.05). During rMD, the

restraints were slowly ramped from 10–100% of their nal

values over the rst 3 ps. Force constants for distance and angle

restraints were set to 32 kcal mol�1 Å�2 and 50 kcal mol�1 rad�2,

respectively. The nal apo ACP5a and ACP5b 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-NMR73

and the MolProbity74 server. The Ramachandran statistics for

apo ACP5a and ACP5b 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 ACP5a and ACP5b are 0.99

(100th) and 0.88 (100th), respectively.

Sequence analysis

The sequences of the analyzed cis- and trans-AT PKS4 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/soware/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,24 while the

boundaries of the structured ACP domains were determined by

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 shis for apo ACPs 5a and 5b of VirA module 5 have

been deposited in the Biological Magnetic Resonance Bank with

accession codes 19 536 (ACP5a) and 19 539 (ACP5b). Protein Data

Bank coordinates have been deposited under accession codes

2MF4 and 4CA3, respectively.
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the manuscript.

Notes and references

1 S. Smith and S. C. Tsai, Nat. Prod. Rep., 2007, 24, 1041–1072.

2 J. Crosby and M. P. Crump, Nat. Prod. Rep., 2012, 29, 1111–

1137.

3 L. Katz, Methods Enzymol., 2009, 459, 113–142.

4 J. Piel, Nat. Prod. Rep., 2010, 27, 996–1047.

5 T. Nguyen, K. Ishida, H. Jenke-Kodama, E. Dittmann,

C. Gurgui, T. Hochmuth, S. Taudien, M. Platzer,

C. Hertweck and J. Piel, Nat. Biotechnol., 2008, 26, 225–233.

6 S. Sudek, N. B. Lopanik, L. E. Waggoner, M. Hildebrand,

C. Anderson, H. Liu, A. Patel, D. H. Sherman and

M. G. Haygood, J. Nat. Prod., 2007, 70, 67–74.

7 C. M. Thomas, J. Hothersall, C. L. Willis and T. J. Simpson,

Nat. Rev. Microbiol., 2010, 8, 281–289.

8 N. Pulsawat, S. Kitani and T. Nihira, Gene, 2007, 393, 31–42.

9 K. J. Weissman and P. F. Leadlay, Nat. Rev. Microbiol., 2005,

3, 925–936.

10 A. T. Keatinge-Clay, Nat. Prod. Rep., 2012, 29, 1050–1073.

11 J. Zheng, D. C. Gay, B. Demeler, M. A. White and

A. T. Keatinge-Clay, Nat. Chem. Biol., 2012, 8, 615–621.

12 T. Maier, M. Leibundgut and N. Ban, Science, 2008, 321,

1315–1322.

13 F. T. Wong, X. Jin, I. I. Mathews, D. E. Cane and C. Khosla,

Biochemistry, 2011, 50, 6539–6548.

14 A. S. Haines, X. Dong, Z. Song, R. Farmer, C. Williams,

J. Hothersall, E. Płoskoń, P. Wattana-amorn,
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                                           -------   -------------------

CurL         3 ----EG---QEEEEVDLDDSQ-----NTQNLDSAQIETQGKVDHAIAAE-LQEIKNLLKEGN-----------

CurI        10 ---ESN---LPE--------RKEVDVDEQILPVIEDISEEEFEALAAQQ-LEKIKSML---------------

CurJ         9 ---ASE---AETLDDMVDEGSLESELSESLAAEINQLSEDEMDLAVSQA-VSQLDQLL---------------

CurG        13 ---D------QQEDDSL---------EAKLLDEIKQSSNQELESSIDQI-LESIIN-----------------

CurH        12 ---IEN---LEQEEID----------NTFR---FQEMSEDEMANILARK-LESLEGKKS--------------

CurK        12 ---TEK---ALDEEDVVAD-------GSSQLSDITELSEIELEASVLQE-IEALEKLI---------------

RhiC        30 -EPPHPLDHQLEKQFLSG--------ELSIDSLLNLVSIGTVER-----------------------------

MmpA         1 ------VQVVHSS-------------DDLLDTILNQVQSGALAADSACAVVEDV----LAQR-----------

CurA        23 --LPNNGSPVNSSEEMDP--------KLRLRAILNKVAKKELTIQEANKLVQQI----KKQVTV---------

JamE        24 --SPNHASQGDSSEEMSQ--------KVRLRAILNKVANNELTVQEANQLVQQL----KQQVTV---------

StiB        19 KDSAPTIEPQV---DALS--------GTA----LAELFDEQLSAIDAL--IDN----T---------------

TaiE        39 ---PA----HT---DAAA--------HTDTDALLRAIERGELDAGDADAIWRR----MQSRAARPEPLAQP--

Ta1         10 ---P----------AQGE--------PPSLDELLRQVEAGELDPSVAQQFLTN----SQS-------------

AjuA        21 ------VR-------SML--------GEPLD-----LPAEELSDSEAEALLVE----ELERLNY---------

ElaK         4 ---ISTYEPVQ---SLQQ--------EFSLDDVVRQVEKGEMDAEAANLLLAV----LSKQ------------

AjuE        17 ---------------SRD--------RAALDAALHEV--EQLSEEDALAALMK----GT--------------

VirA        15 ---PLPVT-GA---GEPS--------QADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTP----RR--------------

SnaE2        5 ---PAGAV-PA---GSVS--------AADLDALLAAVRDNRLTVEQALALLPQ----HT--------------

TaiL        76 ---PATLA-NP---APGG--------GVPLDDVLARVHRGELSVEAAEALLAG----ALG-------------

VirFG        1 ---------------------------MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAG----RT--------------

StiA        21 EEDGAAMLKML---EQFQ--------ELSNEDLLGMLSD-DKED------------EVSS-------------

StiE        23 GDLEALAEGLL---DELE--------GLSDDESG----------------------RLASGTAQRSPREDINE

StiG        10 TPVGNPSRGIP---DELE--------GLPEEELIALFRD-EMAALERET-SGEKS------------------

AjuB        16 TPSPVTALPAL---PSLE--------NLSEAELSDLLAA-ELSASAALM-GPGMD------------------

AjuG        17 APSPTGSETAP---DPLD--------ALTEDELVALLAA-ELWPARAGL-SDARSGTLSEGPQRPEPHTA---

consensus   81    .     .    . ..        ........  ........  .....  .   .               
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               ------------------------   --------------------------

CurL         1 -----------MNLKQEQEKE--QSLSAL-QRALIALKDARSKLEKYETQSKE

CurH         1 ---MLNKFTKKEQILSEKQQI--KQLSPL-QRAALALKKLETKLNNTLHE---

AjuF         1 ----MSRST---------ARE--GRISAV-KLALLAQQVRSKIEGAELLGSE-

StiF         1 ----MSSFL---------ERV--AELSPE-KRAALAELLRLAPE---------

StiB         1 MSDMMKQLA---------RMI--RDLPPD-RRAFLADLLRPEPE---------

VirFG        1 -----------MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRT--------------

CurJ         1 -----------MEPTTNKEQL-----SLSK-QMFLALKQAEAKLEMMELAKSE

CurK         1 -----------MELSSQTTQL-----SNQQLLLLLKIQQATAKLHEIETAATE

AjuB         1 --------MNSGEKREEATT---ASAPTVVKRALAAVQDLRARLAAAEQEKHA

CurM         1 -------------MSNVSKT---TQQDVSSQEVLQVLQEMRSRLEAVNKAKTE

StiH         1 -------------MSESAQP---IDYPARLRRALRVVRELQAELKSGRRARAE

AjuH         1 -------------MSSPPLP---LDRHAVLKHALREIQQLRARVDTSERRERE

CurI         1 -----------MKKSQSSRT---IDYKALMENAFLQIETLQSKLEAFENQEKE

AjuC         1 -------------MSNSTET---PDPQARLREAILAIHKLRTRLDAVERQKT-

consensus    1     .      ....  ....  ............................ .

                                                     H      HH   C  C

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 red), with those of cis-AT 
PKS1 (black, except for those of subunit CurA and the closely-related JamE (in pink)). The sequences 
from the trans-AT PKS (with the exception of VirFG) shown lie downstream of the conserved 
sequences of single (Ta1) 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 -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.1 (b) Multiple alignment of the N-
terminal regions from the partner cis-AT PKS subunits to those shown in (a), alongside that of VirFG 
(in red).  The positions of the two -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.1 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) ACP5a (calc’d: 8.9 
kDa); ii) ACP5b (calc’d: 9.2 kDa); iii) ACP5b-DD (calc’d: 14.3 kDa); iv) ACP5a-ACP5b (calc’d: 19.4 kDa); v) 
ACP5a-ACP5b-DD (calc’d: 24.5 kDa); vi) KS5-linker (calc’d: 62.2 kDa); vii) KS5-ACP5a-ACP5b (calc’d: 98.5 
kDa); viii) KS-ACP5a-ACP5b-DD (calc’d: 103.6 kDa). The molecular weights of the markers are indicated.
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                               KS
VirA_Module5     1 AIAVIGVAGRFPEADGL-DRLWRNLTEGRDSITEVPADRWDAEALYDADKTRVDRTHTKWGGFVDGVENFDAALFNISPREAGIVDPQARLFLESCWAAL

SnaE2_Module5    1 AVAIIGVAGRFPQAEGL-DELWANLLAGRDSITEVPRERWDAEALYDPDRSRVDRTYTKWGGFLQGVENFDAPLFSISPREAGTVDPQARLFLEACWAAL

RhiE_Module11    1 YIAVIGLGGYYPGADSI-DELWQNLANGVDCMSDFPADRWDHSKIYYKNRKVLGKTTCINGSFIKDVDKFDYSYFKMPKVYADHMSPEVRLFLQVAVHTF

MmpA_Module7     1 DVAIIGLAGRYPQARTL-EEFWQVLSQGRDCISEIPTERWDHSRYYSADEDAPGKTYARWGGFIDGVAEFDPAFFGISPREAMAMEPQERLFLQTAHEAI

BaeL_Module6     1 DIAIIGISGRYPQAENL-QEFWKNLSEGTDCITEIPNDRWDHSLYYDADKDKEGKTYGKWGGFLKDVDKFDPQFFSISPRDAKLMDPQERLFLQCVYETM

PksL_Module6     1 EIAIIGISGRYPQADNI-DELWEKLRDGRDCITEIPADRWDHSLYYDEDKDKPGKTYSKWGGFMKDVDKFDPQFFHISPREAKLMDPQERLFLQCVYETM

EtnE_Module6     1 AIAIIGLSGRYPQANDL-AEFWENLRSGKDCITEIPRDRWDHRAYFDAERGKPGKSYSKWGGFLEGIDQFDPLFFNISPREAQLMDPQERLFLLCAYQTL

EtnD_Module1     1 DVAVVGVGGRFPQARGP-EQLWENLRSGRCAITAVPPGRWSD--A--------ARAGEFRGGFVEDADCFDAAFFKISPKEAELMDPQQRMLLEVLWHTL

DifL_Module14    1 PIAIIGMSGRFAESENL-HEFWEHLAAGRDLIKKADR---WD--V--------SDSQCQYGSFIEDIECFDPVFFHISGREATYMDPQQRLFLEESWKAL

LnmJ_Module5     1 EIAVIGIAGVFPGSADT-DEFWEHLAGGVDLVRPVPKDRTAIRAN--------PATRELRGGFLDSVDTFDARLFGISPNEAALMDPQQRLFLQTAWRVF

DEBS_Module5     1 PIAIVGMACRFPGDVDSPESFWEFVSGGGDAIAEAPADRGW---E--------PDPDARLGGMLAAAGDFDAGFFGISPREALAMDPQQRIMLEISWEAL

VirA_Module5   100 DDAGYTPDRLVSAAEDPVHRRDVGVFVGAMYGEYQLHEAEERLR-GNPV-LANSAYWSIANRVSYFFDFQGPSVAVDTACSSALTAVHLAVESLRAGTSR

SnaE2_Module5  100 DDAGYTPDTLVST-ADPVHRKDVGVFVGAMYGEYQLHEAEERLR-GNPV-LANSAYWSIANRVSYFFDFQGPSTAVDTACSSALTAIHLAVESLRAGSSK

RhiE_Module11  100 EDAGYSKETLLSR-----YNGDVGVLLGTMSNDYHYYGFESNVF-RGSM-ASGSGMATIPMTVSYFYGLTGPSLFIDTMCSSSSTCIHTACQMLKHDETK

MmpA_Module7   100 EDAGYTRQGLAASARHEDAEGMVGVFVGVTYEEYQLYGAQQTAE-GRPL-VLSMSPSSIANRVSFVNGFHGPSMAIDAMCASSLTTIHLACQSLHSGECQ

BaeL_Module6   100 EDAGYTRKKLTEK-SGDLLGANVGVYVGVMYEEYQLYGAEEQAR-GKSL-ALTGNPSSIANRASYVFGFNGPSMALDTMCSSSLTAIHLACQSLRNGECE

PksL_Module6   100 EDAGYTREHLGRK-RDAELGGSVGVYVGVMYEEYQLYGAQEQVR-GRSL-ALTGNPSSIANRVSYYFDFHGPSIALDTMCSSSLTAIHLACQSLQRGECE

EtnE_Module6   100 EDAGYTREALS----GPAVRGRVGVFAGVMYEEYHLYSTPSAEV-AQPY-IPGGTLSSIANRVSYFCDFHGPSLTLSTMCSSSLTAIHLACQSLQQGECE

EtnD_Module1    90 EDARVKPSSLE--------GRKIGVFMGVCNDDYAELLHEHDAYDASLYGSTGTSGSILSNRVSFFFDFRGPSVTVDTACSSSLVAVHLAARAIRAGECE

DifL_Module14   87 EDAGYAGDSVR--------GRECGVYAGSCGGDYQAIFKQQGPA-QA---FWGNHNSVTPARIAYHLNLQGPAITVDTACSSSLTAIHLACQGLWTKETE

LnmJ_Module5    92 EDAGYRPADLA--------GAPCGLFVGVATHDYDDLLKENGVA-VQAHTATGIAHSVLANRVSYLFDLNGPSEAVDTACSSSLVAIHRALRAIQDGECE

DEBS_Module5    90 ERAGHDPVSLR--------GSATGVFTGVGTVDYGPRPDEAPDE-VLGYVGTGTASSVASGRVAYCLGLEGPAMTVDTACSSGLTALHLAMESLRRDECG

VirA_Module5   198 VAIAGGVNVLIHPNKYFMLGQGRFASSDG-RCRSFGAGGDGYVPGEGVGAVLLKPLRDALRDGDHIHAVIRGTAANHGGRTNGYTVPNPRAQADLVTKAL

SnaE2_Module5  197 VALAGGVNVLIHPNKYFMLGQGRFAAGDG-RCRSFGAGGDGYVPGEGVGAFVLKPLADAVRDGDHIHAVIRGTAANHGGRTNGYTVPNPRAQADLVTKAL

RhiE_Module11  193 MVLAGGLNLMYHPYTTVNTSQGNFTSITSESVNSYGVGADGTVIGEGIGAVLLKRLDRAIADRDQIYGVIKGSAMTNAGERNGFNVPNPDLQTLAIRQAM

MmpA_Module7   198 VALAGGVNVSIHPAKFLMLGAGKFASRRG-RCESFGASGSGYVPSEGVGAVLLKPLHQAQADGDRIYGVIRGSAINHGGRTNGYAVPNPAAQAAVISRAL

BaeL_Module6   197 AAFAGGVNVSVHPNKYLMLGQNRFLSSKG-RCESFGEGGDGYVPGEGVGAVLLKPLSKAKADGDHIYGLIKGTAVNHDGKTNGYSVPNPNAQAAVIKQAL

PksL_Module6   197 AAFAGGVNVSIHPNKYLMLGQNKFMSSKG-RCESFGQGGDGYVPGEGVGAVLLKPLSKAVEDGDHIYGIIKGTAINHGGKTNGYSVPNPNAQADVIKKAF

EtnE_Module6   194 LALAGGVNASIHPNKYLGLSQGQFVSSTG-RCESFGAGGDGYVPGEGVGAVLLKPLSRAIADRDHIYGVIKGTSINHGGKTNGYTVPNPTAQTDLILAAI

EtnD_Module1   182 AALAGGANLCWTESRFLAFRSAGMLSKDG-VCRTFDARANGYLRGEGAGAVLLRPLRDALRDGDYIYGVIKGGAINHGGRTRGLTVTSPAQQRQLLIDAY

DifL_Module14  175 MAVAGGVFIQSTPAFYQSSNKANMLSPTG-RCHTFDQSADGFVPGEGVGAVVLKRLSDAVSDGDHVYGVIKGSAMNQDGATNGITAPSALSQERLERHVY

LnmJ_Module5   183 LAVAGGVNVILTPGLLESFTQSGMLSPDG-RCKTFDADADGYVRGEGVGAVLLKPLARAEADGDHIYAVVKGTAVNHGGRSNSLTAPNPESQARVVAAAV

DEBS_Module5   181 LALAGGVTVMSSPGAFTEFRSQGGLAADG-RCKPFSKAADGFGLAEGAGVLVLQRLSAARREGRPVLAVLAGSAVNQDGASNGLTAPSGPAQQRVIRRAL

VirA_Module5   297 RDAGLTARDLDYIEAHGTGTALGDPIEIRGLASAFARDG-------IKG-PGSLPIGSVKSNVGHLESAAGSVALAKVLLQLRHRTLVPSLHATPPNPEI

SnaE2_Module5  296 RDAGLTAGDLDYVEAHGTGTALGDPIEIRGLVSAFARDG-------VKG-AGDLPIGSVKSNVGHLESAAGAVALAKVLLQMRHRTLVPSLHATPANPEI

RhiE_Module11  293 DQAKVHPSSISYIEGHGSGTKLGDPIEVLGLNNAFRWAT-------DD--KQFCYLGSIKSNIGHLLAASGIAGLTKTLLQFKHKQIAPSIHSSQLNQDI

MmpA_Module7   297 RQANVQPRQIGYVEAHGTGTVLGDPIEVAGLSRAWRAYT-------PD--RQFCALGSVKSNIGHCESAAGIAGLTKVLLQMKHGLLVSSLHAETLNPNI

BaeL_Module6   296 KDAGTDPRAVSYIEAHGTGTSLGDPIEITGLTKAFSEQT-------QD--KQFCAIGSAKSNIGHCESAAGIAGLTKVLLQMKHKQLAPSLHSRTLNPNI

PksL_Module6   296 VEAKVDPRTVSYIEAHGTGTSLGDPIEITGLSKVFTQET-------DD--KQFCAIGSAKSNIGHCESAAGIAGVTKVLLQMKYRQLAPSLHSNVLNPNI

EtnE_Module6   293 EKARVDPRAISYVEAHGTGTSLGDPIEIAGLSKAFQRAS-------GEAIVQTCAIGSVKSNIGHCESAAGIAGVTKVLLQLKHRQLVPSLHSRTLNPYI

EtnD_Module1   281 RDAGVHPDTVGYIETHGTGTSLGDPIEFLGLKQAFEALREQGSERRVR--PGTCALGALKTNIGHLEAAAGVAGLIKVLLSLKHGAIPGNLHFDELNSRI

DifL_Module14  274 DTFHIDPETIQMVEAHGTGTALGDPIEFGALTRAFRRYT-------DK--KGYCAIGSVKTNLGHAAAAAGMAGLFKILLSLKHRQIPASLHFHQANQHI

LnmJ_Module5   282 REAGVEPDTITYIEAHGTGTRLGDPIEIEGLKKAFTTLHEERGEAVPD--TGRIAIGAVKTNIGHLETASGIAGVLKVVQSMRHRVLPASLHLRRLSPYL

DEBS_Module5   280 ENAGVRAGDVDYVEAHGTGTRLGDPIEVHALLSTYGAER-------DP--DDPLWIGSVKSNIGHTQAAAGVAGVMKAVLALRHGEMPRTLHFDEPSPQI

                                                                               KS-AT linker RhiE
VirA_Module5   389 DFDGVPFSVQQQLAPWRTHDG------AARPLRAGISSFGAGGGNAHLIVEEAPAPAPRP-ATGRREPQVLFLSARTDTALAAYARDLRDHLLRARSAGE

SnaE2_Module5  388 DFGRIPFTVQQSTAPWHTRDG------AARPLRAGISSFGAGGANAHIVVESPPPSAPRT-PGG-PQQVVVFLSARTDQALADTARRLHSHLTAARARGQ

RhiE_Module11  384 DFADTPFVVPQQLIEWRQPERIINGRKQVFPRRAGLTSIAAGGMNAHMIVEEYPEPADSAGQ-ISEDQLVFVFSVHKLALLAQNLTSFRD-WL----ASS

MmpA_Module7   388 DFSETPFRVQRTLAPWERPLGSDG---VPGLRMAAISSFGAGGANAHLIVSEAPLAQAAHAAMTVTAPLPIVLSARSREALLEVAQRLVDWWLDA-AANR

BaeL_Module6   387 DFLATPFKVQQTLEEWKRPVINENGVNKELPRTAGLSSFGAGGVNAHIVIEEYSADEDKETAFAAPHPSMIVLSAKNEQRLQKRAKRLLDA-LRS-GRYR

PksL_Module6   387 DFLNSPFKVQQELEEWKRPIISVNGKDIELPRIAGVSSFGAGGVNAHILIEEYAPEPVEERLPARKQPAVIVLSAKNEERLQKRAERLLHA-IRE-QTYV

EtnE_Module6   386 DFGSTPFRVQQELEAWRRPRLRVDGVEREAPRIAAISAFGAGGSNAHLIIEEHVELDD-APTSVSDAPVVIVLSAATEAQLRAQARNLLAA-IRR-EGYT

EtnD_Module1   379 SLDGTSFYFPTSTRAWPAGEPGD----GAPPRRAGVSAFGYGGAYAHVVVEEHCAPPPEASA-PAPGPHLVALSAPTPARLRAWAEALVEH-IGARAVEA

DifL_Module14  365 QFADSPFFVNEKLIPWERN--------PDAPRRAAISSFGFSGTNAHLVIEEAPQTVRRSPA-KP--VCLIPLSARTERQLEIQAERLLDS-LSKN---K

LnmJ_Module5   380 RLDGTPFTVNDRHRPWEPALTPD----GRQVLRAGVSSFGFGGSNAHVVLEAYPARTAPA-V-QDFAPHTVPLSAGDPDDLRGYAARLARH-LART---P

DEBS_Module5   371 EWDLGAVSVVSQARSWPA---------GERPRRAGVSSFGISGTNAHVIVEEAPEADEPEPA-PDSGPVPLVLSGRDEQAMRAQAGRLADH-LAPE---P

                                                                        KS-AT linker DEBS 3
                                                                                                                     GV

VirA_Module5   482 EPSAADVAFTFAVGRVDLARRAVLPADSLDLLLAGLEALAEGRPRPVPP---------------------------------------AGEEIAAWLSGR

SnaE2_Module5  480 EPRLADIAHTFAVGRPALERRAALAADSLDALLASLEALAAGRPRPWRR----------------------T-------------EAAADDPVRLWLDGG

RhiE_Module11  478 EAPLAQIAYTLQVGKNNLRNRLAIRCRTRQALSRALNACIDGHYQSSAD--------SKI----F--YRFQES-DAVQPLESDL-NDPLAPLLTQWLNGD

MmpA_Module7   484 EPDLQALAYTLQVGREAWEWRVALLVTSGDELVRELRAFIDGALEGPSWWSGCLPEAHSL----A--T--RPSEQACAAIRQMFDQADLGGILRRWVQGE

BaeL_Module6   485 EADLSRIAYTLQVGREPMEERLGMIVSNLRELEEKLDEFTGGKESIDQLYRGQVKQNKDT----M--ALFTADEDMEKTIEAWLEKGKAAKVLELWVKGL

PksL_Module6   485 EADLHRIAYTLQVGREAMKERLAFVAETMQELEEKLYECISGTENREYVYRGQVKSNKEA----I--AAFAADEDMSKTIEAWLQKGKYAKVLDLWVRGL

EtnE_Module6   483 QRDLPSIAYTLQVGREPMQERMATTVTTMSSLLERLERACSEPPDLGDWVRGVAEGRGEL----V--SVFAQDDDFRGLVRAWLERGKLSRLVELWVKGL

EtnD_Module1   473 PVALSELAYSLQTTREEFEERLALIAEDSAALSEQLRAFVSGVDPAGCFR-GNVRTAKGAPVDAA-------------VVDAHIGGRALSSLAELWVRGQ

DifL_Module14  450 DSDLGNISYTLLLGRKHLHHRFACIVSSADELKRVLSEWLVKRELPGVFV-SNLKDQKPAEEAGMKTFGMECIEQCRSAASPAQYRENLAHIADLFCRGY

LnmJ_Module5   470 EADLARVAYTLQTGRTGHRHRFAVRVRDRDELIGALEAFAAG-ELPDHAA----------------------TGTARRDAPSVQSDEDPALLRKSWCEGA

DEBS_Module5   457 RNSLRDTGFTLATRASAMEHR-AVVVGDRDEALAGLRAVADR-RIADRTA----------------------TGQGPNSPRR------------------

                   

                    post-AT linker DEBS 3
                    EVDWSPAFADAR-P--VELPVYPFQRQRYWLP

VirA_Module5   543 -RIDREAACGAASVGRRIPLPHYPFERVRCWYDLQIAHLHRQGLGSAGQEPAFARDHLRDFGRAPSDRPQAMPGTAPAPAAVPVSAAEGAQVS--APTGV

SnaE2_Module5  545 -RVDRATVSGAGPGARRIPLPHYPFERIRCWYDLQIEHLHHKGLGTATAEPALSRPHLRDFGRPHTPAPAAAPAPSPAADPAPTPAPRRAPEAAPAPAPV

RhiE_Module11  562 SQVDWASLYA--QPPVRISLPAYRFEKTRCWYTEEGYESSI-----------------------------------------------------------

MmpA_Module7   576 -AVDWSPLYHS-HRPARLGLPTYPFARQRYWAPSEVAVSVESVASVA------------------------QGGK------IRLRALD--------TLPV

BaeL_Module6   579 -PLNWDKLYQM-GRPQKISLPAYPFAKDRYWIDTSADAAVKRPAETQS--------------AP--IAPAAAPE------------------------PV

PksL_Module6   579 -RIDWSTLYQD-QKPRRISLPAYPFARDRYWIDVNAKAEEKRTEEPF---------------AP--VQ------------------------------PV

EtnE_Module6   577 -TFDWDQVPPAGVRPRRVSLPPYPFAMKRYWGPWPAPSAAPPA----T--------------AP--SRPASPPTS------IALAGADAA-VRSDAASPP

EtnD_Module1   559 -SIPWRGLYAG-AVPRTIALPLFSFERRRYWVTRRQVAPAPEVSPT---------------VAPPGPAAIEKPS------GIALRAPGEERFAAPAVSSG

DifL_Module14  549 -DLPFTRLFDG-GQYYKTPLPAYPFLKERYWAADVNSSLPGQAMKKSE---------TQT-VLPSSPQPEHEGL-------ISL---------SPLTEIE

LnmJ_Module5   547 -DVPWHTWWPK-T-PGRVPLPTAPFARTRHWFPTPDAEPTAPAVPARK---------EATMTARSEAQPTRRGP------KIRLA--------APRSAGG

DEBS_Module5       ----------------------------------------------------------------------------------------------------

                               Long linker connecting KS and B domains, RhiE
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VirA_Module5   640 -PARAAVRPA-VPAPTAVPTL-TLRG---AAEPARRPATDPMEKPQM--TSDRKISLRPLAPATAATRPAAPA-TPATPAAPAAVP--------------

SnaE2_Module5  644 -PRRVEPAPALVPRPAPASAP-AAPG---AVTPPATDRPDPQETPPM--TRDRKISLRPLGTAPTPAPAPAPAPAPVSVAAPAPVPATPTPAAAPAAPVA

RhiE_Module11      ----------------------------------------------------------------------------------------------------

MmpA_Module7   636 -----------A-------------------------DS-------------A-----PIVPPA-----------------PR-ILSQPAPLAAKA----

BaeL_Module6   637 -----------IE------------------------VT----------------------------T----LHEETVKEKPSNITLQTLSGAKPKRTV-

PksL_Module6   630 -----------IP------------------------KP----------------------------S----V-DREASGKPANITLQPLMTNQDRLER-

EtnE_Module6   649 -----------IA------------------------RSAPKERAAEIRADAAPISLVALVPPAAMDT----AASSAARSAPVAISLSPLRAEPASAAV-

EtnD_Module1   636 VEHTVSL----SPVGAAVNQAAVVAGSAMGAAPYGGGSPAGGAASSA------IAGV----------ERVTPRATEGGVGGHMPGTTATARDRRAS----

DifL_Module14  621 MT---------------------------A---------FE------------------------------PET------LQKPIVLQPLDCTVSV----

LnmJ_Module5   621 AS---------------------------ATAPTREPVPAP------------------------------PAP------APAPATTAPQPVRADV----

DEBS_Module5       ----------------------------------------------------------------------------------------------------

                                    ACP
VirA_Module5   717 APPAAPAPAAVPAGRQEEIAEEVARLLAGVLYLEPDRLDPEETFLTLGVDSILGVEFVAAVNAAYPVGVKATALYDHPTPAAFARHIAESLGAPAPAP--

SnaE2_Module5  737 APSVAPVAGAVDPAVADRVAEEVGEVLAGVLYMEPADLDPEQSFQMLGVDSILSVEFIALVNAKYAIDIKATELYDHPTPAAFARHVAATLGGTPPPAPA

RhiE_Module11      ----------------------------------------------------------------------------------------------------

MmpA_Module7   660 --------APVVPVADDECAQFLRQSLAAMLYCEPGQIRDGSRFLELGLDSVIAAQWIREINKHYQLKIPADGIYTYPVFKAFTQWVGTQLQPTQATA--

BaeL_Module6   669 ---Q-P--ASRPAVSAEKVSAVLTESLADVLYMDADDIDADDTFIDIGMDSITGLEWIKSVNKAYGTSLTVTKVYDYPTIRQFAAFLQKELGTEPILEEA

PksL_Module6   661 ---V-PSDTETETITAEALCDELTAGLAEVLYMDQNEIDPDEAFIDIGMDSITGLEWIKAINKQYGTSLNVTKVYDYPTTRDFAVYLAHELSTQAGEKKQ

EtnE_Module6   709 ---ARRASDEPPASGGEPLTGRLRASLARALCTDEADLDQDAVFNDLGLDSVIGVEWARSIERELDVPLTASTLYDHPTLTRLSAHVSGLMTSARADLRA

EtnD_Module1   712 -----PVDNAAGGRSLAALEQELTGSLAEALFMDRADVEPDRPFMELGLDSIVGVEWVRVINTTYGLSLPATCVYDHPTIRRLAAHLSSIAPRTEVSAVA

DifL_Module14  645 -----QQPEKAVSEDNRTLLEELRTSLADILFLSPEDIDADEPFIDMGLDSIIGVEWIQSVNKTYHTEVTANKVYEHPTLEELAEYIAGQIKKPEYAEAE

LnmJ_Module5   654 -----PPPALPEAAAASTVVGLLRGELSKILGMPSEEIENDAPFGELGLDSIYRMDLVRTLNEAFGLDLKATELYNYDTIGKLTEFVAPLVGPAGAAPAA

DEBS_Module5       ----------------------------------------------------------------------------------------------------

                                                                              ACP
VirA_Module5   815 ------------TFAPAVPASPAVP---------------------------AVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFV

SnaE2_Module5  837 -----------PHATTPAPAAPAATAPA---------------AA----APVAAGERTAAVLETLREQLAQTLYCDVWDIDTDATFNSLGLDSILGVEFV

RhiE_Module11      ----------------------------------------------------------------------------------------------------

MmpA_Module7   750 -----APVQREPVATAP-------Q------------------------PGAQASAQRESIQDYLKQSLGELLFLDPGQLRSGAQFLDLGMDSVTGTQWM

BaeL_Module6   763 -TEP------QKTEAVKKPSNIMLQPLNAHKQHVIQAEADILEAMSETAASAEPEEPIEAVHDELSKALADVLYMERHEVDIDEAFIDLGMDSITGLEWI

PksL_Module6   757 -TETYTPIRQKTVVPAAKPANISLQPLEHHQPVQEEAEETIQYAAAEISASRQYTVAIETLHENLRESIADVLYMEPYEVDIDEAFIDIGMDSITGLEWI

EtnE_Module6   806 APGPAPEV-------PEAPASPALP---------------ARGAQHEISIPEVAPRPVEELVAGLTQTLAAALYADASDIDPDRLFVDHGVDSVISVEWV

EtnD_Module1   807 HRRPRG-------------------------------------GAAEA--GRARAHDLGALEEGLTSSLAEALYTDRAEIDPDRPFTELGLDSIVGVEWI

DifL_Module14  740 ETAVRP-------------------------------------QIPEA-ETPLAGISDGTLRKELKDSLADILFLKPEDIDEHEAFIEMGLDSIIGVEWV

LnmJ_Module5   749 EPVMAE-------------------------------------APQQS-SASLEDLVQDVIERELG-----------RTADPAKSFVDNGFGSFDMLRVV

DEBS_Module5       ----------------------------------------------------------------------------------------------------

VirA_Module5   876 AFVNQTYGLDEKAGILYDHPSLAALSRHVAGR

SnaE2_Module5  907 AFLNNAYGLDEKAGVLYDHPSLAALAAHITSR

RhiE_Module11      --------------------------------

MmpA_Module7   814 RGVSRHFSIQLAADAIYTWPTLKSLADEVDRR

BaeL_Module6   856 KAVNKRYGTDCNVTKVYDYPTIRQFADFLRAQ

PksL_Module6   856 KAVNKQYGTSFTVTRVYDYPTIRDFAEMLKSE

EtnE_Module6   884 RRINATFHLDLKATVLFDHPTIHQLAEHLATL

EtnD_Module1   868 RAINKAYGLSLPATCVYDHPTIGRLARHLSPM

DifL_Module14  802 QSINKTYQASITANLVYEYPTIATLAGYLTGS

LnmJ_Module5   800 ASLERVFG-ALRKTLLFDHPTIGALAAHLAET

DEBS_Module5       --------------------------------

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,2 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 RhiE3 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 KS5-AT5 didomain of DEBS2 and the 
NMR structures of VirA ACP5a and ACP5b (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 
case, the subunit name and module number are indicated.
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a

                                ACP
MmpB_Module8_ACP-ACP-ACP_2    1 ALLDELVALVCQLLKTVAGDIDPHTDLHDFGFDSVLLTQLLAQISSTYGVELDPGSVLEDATVAGLVAQVQAQRHGAEPASLRVPQVQ--ERPA------

MlnB_Module2                  1 SLKSTLTRIITGVLKIEEREFDFELPISEYGFDSIMFTMLGNELNETLGISMMPSDFFGLTDFNELLEFLKSEYSEELHLCGSFSSDE---SAA------

MmpB_Module8_ACP-ACP-ACP_1    1 DPSDTLRGLVGQILKVDAQEIDDTTAFSDMGFDSVMLTELATAINRTYTLELGTAALFEHPTLQALAAHLQGARTAESQPP--APG--------------

BaeJ_Module2                  1 KWHGALIRLVSSILKVGQDEIDIDTELSEYGFDSVSFTVFTNQLNEAYQLKLAPTIFFEHGTIRSLADYLTDEAEAGL-PS--QPEEK---HDA------

MlnH_Module11                 1 TLTDELSSIIGEATNTPSNKADKHQSFYELGLDSKQLLHISKMLEERLDTQLYPTLLFDYNNIHDLAAYLEEKYDVRNTPAAAFKEKTQTKEP------S

AlbI_Module1                  1 SPLDLVKKLLGRILKMDPVTLDTSHPLEYYGVDSIVAIELAMALRETFPG-FEVSELFETQSIDTLLGSLEQAP---LLA-----------------T--

XabB_Module1                  1 SPLDLVKKLLGRILKMDPATLDTSHPLEYYGVDSIVAIELAMALRETFPG-FEVSELFETQSIDTLLGSLEQAP---LLA-----------------T--

DifF_Module1                  1 KSVELLKKVIGEALKVPAHRLLAHEPLTAYGLDSILVVRLTNALKDVFGS-VSSTLFFEYQTIDELADYFLSSRKEALERQFG--NGRAHPENA---G--

DifI_Module6                  1 KTAAFLIKAAAKVLKMPAEEINPLAPLDEYGIDSILIVQLTNELRDLVPD-ISSTLFFEYRTIEELAAFLAETKERELHAQFS--EEVRHTEAA---S--

MlnF_Module8                  1 ITEGDIQQLIADIKGTAPETLSVVKGFYEQGLDSVTLMQAVKALEEKTGRELYPTLLFEYPTIQKLANYFAESGEKTSVEKD------LPLH----YGEN

ChiC_Module5                  1 ALKARLRQLVAGRLGRDPESVPTERGFYELGLESTDLLDLVRELEALLGEQLYPTLLFEHATIDELAAYLRRAHPDRLAAAPT--T--ASAAPSDAAGPA

ChiC_Module4                  1 RALAGLRELFARELKLAEHELHDNTRFEELGVDSVLLIGLIAKVEKRVGSKIDPSLFFEYPTLARLAAQLGSSWKEPAPAPSA--AALAARPPAASAGHA

LkcC_Module2                  1 AVEGFVREVIAGTMRLDVSEVECDRPFRDMGIDSLISMELLKPLRERVGY-VPATVWFEYPTVDRLVEFLVTEYADAVAESFG--AATATATA-------

DisA_Module2                  1 AVEDKIIDSLASTLQIDRSKLSSDVPFTTFGVDSIFAVEVAGVIGRELSIDLRTTALFNYPTARALAEHIAATFAPSEAAPAR--APEPAAQPREQL-PS

MmpA_Module7                  1 ECAQFLRQSLAAMLYCEPGQIRDGSRFLELGLDSVIAAQWIREINKHYQLKIPADGIYTYPVFKAFTQWVGTQLQPTQATAAP--VQREPVAT-------

OnnB_Module2_ACP-ACP-ACP_1    1 QVRQELRRFLAEELHMTPDMVEEDIEFVKMGLDSIIAVSWVQKINQAFGLALGATIVYTYTNLLDLLQHIFPEIAKAPSSTIP--EPELAVSS-------

OnnB_Module                   1 DVHVKLRQLLAEELHMTPEAVEDDVSFVEMGLDSIIAVSWIQKINQAYGLSLEATVVYTYTTLLDLAQHIFPETATTVFTSTT--R--------------

VirA_Module5                  1 EIAEEVARLLAGVLYLEPDRLDPEETFLTLGVDSILGVEFVAAVNAAYPVGVKATALYDHPTPAAFARHIAESLGAP-----------------------

OnnI_Module7                  1 QVTQLVLSQLAQTLEVPENCIDLDVPFSDYGVDSILGVNFITQINDHMGIEMNTTVIFDHTTVHDLTAHITRTYSDRI-------------------GLS

RhiC_Module9                  1 ALTAVALNGLAKTLQLEPERIMTDQPFADYGIDSILGVSFVGDLGEALGIELNTALLFDYPTLDSLVDYLLGQYPAESARLAG--GQRGDVESANGLGSA

consensus                     1  . . ...... .......... . .....*..*.................. .................. .. . . .             .   .  

                                                                                                                  ACP
MmpB_Module8_ACP-ACP-ACP_2   93 ----------------PQR--VVT-----------LAEPEQRADRQSPVVVLLSAGSAAQLRQVADNLLHLIDGQADHDVDLHTLARVTQAGSGLMPVRL

MlnB_Module2                 92 ----------------KDR--REN-----------LIE---------------------GIAKMMSSILKIDRKEIEEETSF---------------GEY

MmpB_Module8_ACP-ACP-ACP_1   85 -----------------LT--RAQ-----------VAQ---------------------GVREVVAEALKVRLEDIGDDDPW---------------SDY

BaeJ_Module2                 89 ----------------DKS--LQT-----------LHT---------------------ALTAMVSGILKVDREDIETDTEL---------------SEY

MlnH_Module11                95 EKPVL-----ESLYLQKEW-------------------------IESPLKSGEVPKENTLIFDFDSSLSD---------EIR---------------KYI

AlbI_Module1                 78 -----------------------------------L-------------TAPPQQDMLQQLKQLLARTLKLDITQIDTSKTL---------------ESY

XabB_Module1                 78 -----------------------------------L-------------TAPPQQDMLQQLKQLLARTLKLDITQIDTSKTL---------------ESY

DifF_Module1                 93 ----------------------------------RVQAPAE----SAAPIPNVRERGITYLTELIGKTLKIPSGRMDPSVSL---------------TAY

DifI_Module6                 93 -------------------------------------------------SGSLLEKSTEYLKQIVSAILKMPIEDVQVHTPL---------------EEY

MlnF_Module8                 91 HTAL--------TYLTPHWRQKA------------------AAWDPNC---GNKKKRTCLLFQYDRELFHFMREN----------------------AEN

ChiC_Module5                 97 -------GA------AGALD-----------------TPDTLVTLDTPGSTFATAPLEDALRRKIAGLLGVPPAQVRSDSGF---------------YEL

ChiC_Module4                 99 -------AA------APAR---------------------------------EGSATLQWVRGQLAGLVKVPEAELDASTPI---------------EEL

LkcC_Module2                 91 --------A------VPA--------------------------SEAAGAVGVRGAVEGFVREVIAGTMRLDVSEVECDRPF---------------RDM

DisA_Module2                 98 SPPQPAPGAPPR----PA---QAT---------SQVQAP-APERPPAPQPAGAQQRVRQLALGALAEVMAIDVRELDPSATL---------------AEC

MmpA_Module7                 92 ---------------AP---------------------------QPGAQASAQRESIQDYLKQSLGELLFLDPGQLRSGAQF---------------LDL

OnnB_Module2_ACP-ACP-ACP_1   92 SDSDIYPGFKP-IALQPTVAAKKTGNANGSSLHAEKQKPTPAGRPDGAIGQGDLKDVHVKLRQLLAEELHMTPEAVEDDVSF---------------VEM

OnnB_Module                  85 ---------------QPSA--------------------NAVGEPE-----EKAVAMMAELRQLLAEELHMAAEAIEDDVNF---------------VEM

VirA_Module5                 78 ---APAPTFAPAVPASPAVPAV----------------------------AVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASF---------------NTL

OnnI_Module7                 82 NAPQLEVP-------------------------------------------DHGELVHRLVVSHLAKVLDVAESTIEGDVPF---------------SDY

RhiC_Module9                 99 HTPEPVSAHTPELVLAPTLDPVVT----------------------AQVNGASQEAAAALVVQGLASALQLDAAQIDNEQPF---------------SDY

consensus                   101                 .                  .          .   ..    .   ................. . ..                ..

MmpB_Module8_ACP-ACP-ACP_2  164 GLSVVSLEALAEQ------LRAYLQTDE-HSAYAQVGNAE-VDASVLNR

MlnB_Module2                127 GFDSITFTRLGNE------INQQYGTELLPSVFFECNSLAEMTDYVIEQ

MmpB_Module8_ACP-ACP-ACP_1  119 GMDSVSSVQMTGL------LNERFDIQLAADTFQAFGNVVELTTAIADI

BaeJ_Module2                124 GFDSVSFTVFTNQ------LNEAYQLELAPTIFFEHGTISGLAGYLAKE

MlnH_Module11               141 GSENVIYAEAAAE--YEMVNEKHYKFNPE-----QSAHYSRLLEDMKKS

AlbI_Module1                115 GVDSIVIIELANA------LRERYP-SLDASQLMETLSIDRLVAQWQAT

XabB_Module1                115 GVDSIVIIELANA------LRERYP-SLDASQLMETLSIDRLVAQWQAT

DifF_Module1                140 GLDSILVVRLTNA------FRNVFD-QMTSTLFFEYQTIEEIADYLLLS

DifI_Module6                129 GIDSILIVQLTNR------VREDVP-DISSTLFFEYPTIGGLAEYLVSS

MlnF_Module8                140 GFENTQIILVLSGNRFSYHGDGVYEIDHR-----EEAHFDRLAADLKKR

ChiC_Module5                152 GLESTDLLSLARE------LEALLGEQLYPTVLFEHPTIDALVAHLRRE

ChiC_Module4                138 GIDPTVLTSLRHH------IEASFEVALDPAQLFEHRTLERLCGWLDEA

LkcC_Module2                136 GIDSLISMELLKP------LRERVGY-VPATVWFEYPTVDRLVEFLVTE

DisA_Module2                166 GIDAQQAVVVVSR------MNQALGTSATAMDLLRCGTLADFVDHLLAS

MmpA_Module7                135 GMDSVTGTQWMRG------VSRHFSIQLAADAIYTWPTLKSLADEVDRR

OnnB_Module2_ACP-ACP-ACP_1  176 GLDSIIAVSWIQK------INQAYGLSLEATVVYTYTTLLDLAQHIFPE

OnnB_Module                 130 GLDYVMAGSWVQK------LNQAYGLSLEATVIYTYTNLLDLAGHLASE

VirA_Module5                132 GLDSILGVEFVAF------VNQTYGLDEKAGILYDHPSLAALSRHVAGR

OnnI_Module7                124 GLDSILGVNFITQ------INDDLGLEMNTTVIFDHTSVNALADHISKT

RhiC_Module9                162 GLDSILGASLVDH------LNEALGIELSAAILFDYPTVTTLSTYLVDH

consensus                   201 *....... ....      ........................ .....

b
                                    M LEVVAEKTGY PTEMLDLDMD MEADLGIDSI

1261 KRVEILGTVQ DQMPNLPELS PEDLAECRTL REIVTYMNSK MPAAAASAPV TSASNGLDAA

1321 QVQSTMLEVV ADKTGYPTEM LDLEMDMEAD LGIDSIKRVE ILGTVQDQLP TLPELSPEDL

1381 AECRTLGEIV SYMNSKLPAA SAVAAPVASA PVASASNGLD AAQVQTTMLD VVADKTGYPT

1441 EMLDLAMDME ADLGIDSIKR VEILGTVQDQ LPGLPELNPE DLAECRTLGE IVDYMNSKLP

1501 AVSTQNVAIQ TAAPVASASN GLDAAQVQGT MLEVVADKTG YPAEMLDFAM DMEADLGIDS

1561 IKRVEILGTV QDQLPGLPEL NPEDLAECRT LGEIVDYMNS KLPAASTQNV AVQTVAAPVA

1621 TAPATNGLDA AHVQNTMMNV VADKTGYPAE MLDLAMDMEA DLGIDSIKRV EILGTVQDQL

1681 PGLPELNPED LAECRTLGEI VAY

Linker 1 = 24 residues (P+A = 10; 42%)
Linker 2 = 29 residues (P+A = 14; 48%)
Linker 3 = 31 residues (P+A = 10; 32%)
Linker 4 = 34 residues (P+A = 13; 38%)
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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 ACP5a and ACP5b) 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; Mln, macrolactin; Bae, bacillaene from Bacillus amyloquefaciens; 
Alb, albicidin from Xanthomonas albilineans Xa23R1; Xab, albicidin from Xanthomonas albilineans 
Xa13; 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 
ACP5a-ACP5b construct calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (b) The distance distribution 
function derived for KS5-ACP5a-ACP5b calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. (c) The distance 
distribution function derived for KS5-ACP5a-ACP5b-DD calculated with GNOM. Inset is the Guinier plot. 
(d) The distance distribution function derived for the ACP5b-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 ACP5b-DD (red dots). (f) The distance distribution function 
derived for the ACP5a-ACP5b-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 ACP5a-ACP5b-DD (red dots).
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a

Amino acid bias of intrinsically disordered regions:4

Low content: C, V, L, I, M, Y, F and W
High content: Q, S, P, E, K, G and A

LQIAHLHRPGLGSAGPEPAFARDHLRDFGRAPSDRPPAMPGTAPAPAAVPVSAAEGAPVSAP

TGVPARAAVRPAVPAPTAVPTLTLRGAAEPARRPATDPMEKPPMTSDRKISLRPLAPATAAT

RPAAPATPTPAAPAAVPAPPAAPAPAAVPAGRQE

b
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c

BryC_Module11_ACP           1 ENYDRKKMMDHIVNEGCTMVSDIDDEL----IEST---Q----SLNTDATSFIPLDLNFIEE-------KNETDIYHIESYD------------DSYDDL

PksM_Module11_ACP           1 -----------------------------------------------------------------ISSGTQQSEAV--------KQ--------HSQDMK

BryD_Module13_ACP           1 ----------------------------------------------------------ISEQYGDVACQEDKVNIN----VNSEK--------SISQNEI

PedH_Module14_ACP           1 --------------------------------------------------------------------------------LGGNAGRVVLKA--------

BryX_Module16_ACP           1 ------------------------------IVKDRSTHT---------HCD--------------VMTSTKAISSK-QLPLGKNKEILKNNDSFVGQDDV

PksL_Module6_ACP-ACP        1 --------------------IDVNAKAEE-------KRT---------EEPFAPVQPVIPKPSVDREASGKPANIT-LQPLMTN-------------QD-

BaeL_Module6_ACP-ACP        1 ----------------------IDTSA-DAAVKRPAETQSAPIAPAAAPEPVIEVTTLHEETVKE-----KPSNIT-LQTLSGAKPKRTVQ---------

OzmQ_Module1_ACP            1 --------------------------------------------VEPEHRT---------------ARRTPEPDTL-TDRLGAAVGH----------ERV

OnnI_Module4_ACP            1 -----------------------------------------------------------------FSSQTQDVDLK-SQSIETPVETSAPQP-VLQQDNV

DifL_Module14_ACP-ACP       1 -------------------AADVNSSLPGQAMKKSETQTVLPSSPQPEHEGLISLSPLTEIEMTAFEPETLQKPIV-LQPLDCTVSVQQPEK-AVSEDNR

PedF_Module4_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

VirH_Module9_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

ChiC_Module9_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

MmpA_Module7_ACP-ACP        1 ----------------------------------------------APSEVAVSVE--------------------------------------------

MmpA_Module5_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

LnmI_Module2_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------LAAPA-

DszC_Module11_ACP           1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------L

AlbI_Module2_ACP            1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------L

ChiF_Module19_ACP           1 --------------------------------------------IGQGEAPFWSQPSQ--------QT---------RRGNGEAEEHAEPPP-RL-----

LnmJ_Module5_ACP            1 ----------------------------------------------------------IGG----WRS---------AQETGESREPVETA---------

EtnE_Module6_ACP-ACP        1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

EtnD_Module1_ACP-ACP-ACP    1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

KirAII_Module5_ACP          1 ---------------------------------------------------------------------------------------ITPGP-RFDQAQA

OnnB_Module3_ACP            1 ----------------------VARRKETGMLTEQNHEQREPTSEKADHEFFWKIEELIEE----WER---------QQQYGGHLTPETLTK-VFAYEVV

LmnJ_Module8_ACP-ACP        1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

ChiD_Module11_ACP           1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------V

DszB_Module8_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

SnaE2_Module5_ACP-ACP       1 --------------------------------------------------YDLQIEHL--------HH----------KGLG----TATAEP-ALSRPHL

DszC_Module10_ACP           1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

KirAIV_Module9_ACP          1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

OzmJ_Module10_ACP           1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

VirA_Module5_ACP-ACP        1 --------------------------------------------------YDLQIAHL--------HR----------QGLG----SAGQEP-AFARDHL

EtnI_Module20_ACP           1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

consensus                   1                                                                                                     

BryC_Module11_ACP          71 KDNDSNMSEM----SDDI----------------------------------------------------------------------------------

PksM_Module11_ACP          20 TEIDEPNGKT------------------------------------------------------------------------------------------

BryD_Module13_ACP          31 TQQ-------------------------------------------------------------------------------------------------

PedH_Module14_ACP          13 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

BryX_Module16_ACP          47 AETTLMVD--------------------------------------------------------------------------------------------

PksL_Module6_ACP-ACP       50 -RLERVPSDTETETIT-----AE-----------------------------------------------------------------------------

BaeL_Module6_ACP-ACP       63 --------------------PASRPAVSAE----------------------------------------------------------------------

OzmQ_Module1_ACP           31 D---------------------------------------------------------------------------------------------------

OnnI_Module4_ACP           34 LEKKPLPETRSTETS-----------------------------SCGSPREQQV----------------------------------------------

DifL_Module14_ACP-ACP      80 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

PedF_Module4_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

VirH_Module9_ACP            1 ---------------------------------------------LPVPAAASARP--------------------------EKEQQPD-----------

ChiC_Module9_ACP            1 ----------------------------------ITQAPVSAPAPEAPPAVTD----------------ANGTA-----------ASPSTLRAPQRGTSL

MmpA_Module7_ACP-ACP       11 ---------------------------------------------------------------------------------------SVASVAQGGKIRL

MmpA_Module5_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

LnmI_Module2_ACP            6 -------ARR----P--------------------DGAAGSAP-----------------------AAPESGQSAPP--------ASP--QVQDDRAD--

DszC_Module11_ACP           2 DDEALPHGAAWSATAAPPAQTAAWSATAAPPARAA-----------------------------------------------------------------

AlbI_Module2_ACP            2 RDD-------------------AAHAAEPAP---ADG-----------------------------------AAEDASADAPNAANAPTPDV-----ATL

ChiF_Module19_ACP          34 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

LnmJ_Module5_ACP           21 ------------------------HAPTAVPAAPV--------DQADLPEVREERPGLDPQ---------------------------------------

EtnE_Module6_ACP-ACP        1 ---------------------GPWPAPSAAPPATAPSRPASPPTSIALAGA---------------DAAVRSDAASPPIARSAPKERAAEIRADAAPISL

EtnD_Module1_ACP-ACP-ACP    1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

KirAII_Module5_ACP         13 EAAGLA----------------------------------------------------------------------------------------------

OnnB_Module3_ACP           65 KNLGPEQIHR----VDQLL--AATPKPATAPPPPVQQAAA-----------------VVPEPKLVRSED-------------------------------

LmnJ_Module8_ACP-ACP        1 -----------------------FPTPDAEP------------TAPAVPARKEA------------TMTARS-------------EAQ--PTRRGPKIRL

ChiD_Module11_ACP           2 REISRASGAA----PAPAAAPAPAPALAAAPAVAA--AFAAAPAPA--P---------------------------------------------------

DszB_Module8_ACP            1 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

SnaE2_Module5_ACP-ACP      28 RDFGRPHTPA----P--AAAPAPSPAADPAPTPAPRRAPEAAPAPAPVPRRVEPAPALVPRPAPASAPAAPGAVTPPATDRPDPQETP--PMTRDRKISL

DszC_Module10_ACP           1 ---------------------------------------------LGRPAGDAAAP-AVARGETAEEAPSRGET---------AEEAP--SRG-------

KirAIV_Module9_ACP          1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------I

OzmJ_Module10_ACP           1 -KLFTQPAAR----P--VAQPAA---------------------------------------------------EPAPAPRTEPVAEP--LAGAGAG---

VirA_Module5_ACP-ACP       28 RDFGRAPSDR----P--QAMPGTAPAPAAVPVSAAEGAQVS--APTGVPARAAVRP-AVPAPTAVPTLTLRGAAEPARRPATDPMEKP--QMTSDRKISL

EtnI_Module20_ACP           1 ------------------------------------------------------------------REAASGALDP------------------------

consensus                 101                                                                                                     
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BryC_Module11_ACP             ----------------------------------------------------------------------------------------------------

PksM_Module11_ACP             ----------------------------------------------------------------------------------------------------

BryD_Module13_ACP             ----------------------------------------------------------------------------------------------------

PedH_Module14_ACP          13 ------------------------------------------------------------------------------------------------SEHS

BryX_Module16_ACP             ----------------------------------------------------------------------------------------------------

PksL_Module6_ACP-ACP          ----------------------------------------------------------------------------------------------------

BaeL_Module6_ACP-ACP          ----------------------------------------------------------------------------------------------------

OzmQ_Module1_ACP              ----------------------------------------------------------------------------------------------------

OnnI_Module4_ACP           59 --------LAE-----------------------------------------------------------------------------------------

DifL_Module14_ACP-ACP         ----------------------------------------------------------------------------------------------------

PedF_Module4_ACP            1 --------------------------------------------------------------------VDSAVVEAERAPN----------SKAPASMLS

VirH_Module9_ACP           19 -----------------------------GPT--------GTGPT--------------------------------------PF---------------

ChiC_Module9_ACP           40 D---------------------------------------------------------------------------------------------------

MmpA_Module7_ACP-ACP       24 ------RALDTLPVADSAPIVPPAPRILSQPAPLAAKAAPVV---------------------PVADD--------------------------------

MmpA_Module5_ACP            1 ---------------------------YDAPAPMAAYPAPGTSRT------------GRRAWSPD-----------------------------------

LnmI_Module2_ACP              ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DszC_Module11_ACP          37 -----------------------------DPGGA--------------------APPEG--------------------------PGGAPPGGAARQ---

AlbI_Module2_ACP           40 VRRTVAQVLGYP----------------------------------------------------------------------------------------

ChiF_Module19_ACP          34 ----------------------------------------------------------------------------------------------------

LnmJ_Module5_ACP              ----------------------------------------------------------------------------------------------------

EtnE_Module6_ACP-ACP       65 VALVPPAAMDTAASSAAR----------SAP--------------------------VAISLSPLRAEPASAAV-ARRASDEPPASGGE-----------

EtnD_Module1_ACP-ACP-ACP    1 VTR---RQVAPAPEVSPTVAP-PGPAAIEKPSGIALR-APGEERFAAPA--VSSGVEHTVSLSPVGAAVNQAAVVAGSAMGAAPYGGGSPAGGAASSAIA

KirAII_Module5_ACP         19 ---------GTAQDEVTETWPEP-------AAAVP---APPAESAPAPAATAAGGDPES-----------------------------------------

OnnB_Module3_ACP              ----------------------------------------------------------------------------------------------------

LmnJ_Module8_ACP-ACP       39 AAP---RSAGGASATAPTREPVPAP---PAPAPAP---A-TTAPQPVRADVPPPALPEAAAAS-------------------------------------

ChiD_Module11_ACP          43 -------------------------ALAAAPAVAA---AFAAAPA--PAPVTPAGSQ------AEDGLLD------------------------------

DszB_Module8_ACP            1 --------LDPAPS------------DEASPSPAA---PPPEAPR--PAAAP-PAPPSAEAR--------------------------------------

SnaE2_Module5_ACP-ACP     120 ------RPLGTAPTPAPAPAPAPAPVSVAAPAPV------PATPT--PAAAP-AAPVAAPSVAPVAGAVD--------------------------PAVA

DszC_Module10_ACP          37 -----------ETAEEAPSRE-TAE---EAPAALA---PATADP---------ALRK-------------------------------------------

KirAIV_Module9_ACP          2 ------RSAAPRAATPTPTRP-AGSSGP------------------------------------------------------------------------

OzmJ_Module10_ACP          38 -------AVAEAAAGAEPY----------APERLA---A-------------------------------------------------------------

VirA_Module5_ACP-ACP      117 ------RPLAPATAATRPAAP-ATPATPAAPAAVP---APPAAPA--PAAVP-AGRQE------------------------------------------

EtnI_Module20_ACP             ----------------------------------------------------------------------------------------------------

consensus                 201                                                                                                     

BryC_Module11_ACP             -------------------------------------------

PksM_Module11_ACP             -------------------------------------------

BryD_Module13_ACP             -------------------------------------------

PedH_Module14_ACP          17 ERDAVEPEVERNGSA----------------------------

BryX_Module16_ACP             -------------------------------------------

PksL_Module6_ACP-ACP          -------------------------------------------

BaeL_Module6_ACP-ACP          -------------------------------------------

OzmQ_Module1_ACP              -------------------------------------------

OnnI_Module4_ACP              -------------------------------------------

DifL_Module14_ACP-ACP         -------------------------------------------

PedF_Module4_ACP           23 G-------------------------------------ER---

VirH_Module9_ACP              -------------------------------------------

ChiC_Module9_ACP              -------------------------------------------

MmpA_Module7_ACP-ACP          -------------------------------------------

MmpA_Module5_ACP              -------------------------------------------

LnmI_Module2_ACP              -------------------------------------------

DszC_Module11_ACP             -------------------------------------------

AlbI_Module2_ACP              -------------------------------------------

ChiF_Module19_ACP          34 ----------NGTNGAHAD------------------------

LnmJ_Module5_ACP              -------------------------------------------

EtnE_Module6_ACP-ACP          -------------------------------------------

EtnD_Module1_ACP-ACP-ACP   94 GVERVTPRATEGGVGGHMPGTTATARDRRASPVDNAAGGRSLA

KirAII_Module5_ACP            -------------------------------------------

OnnB_Module3_ACP              -------------------------------------------

LmnJ_Module8_ACP-ACP          -------------------------------------------

ChiD_Module11_ACP             -------------------------------------------

DszB_Module8_ACP              -------------------------------------------

SnaE2_Module5_ACP-ACP     179 D------------------------------------------

DszC_Module10_ACP             -------------------------------------------

KirAIV_Module9_ACP            -------------------------------------------

OzmJ_Module10_ACP             -------------------------------------------

VirA_Module5_ACP-ACP          -------------------------------------------

EtnI_Module20_ACP             -------------------------------------------

consensus                 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
EtnI_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
OnnI_Module 4 (KS-ACP) 61

MmpA_Module 7 (KS-ACP-ACP) 64
MmpA_Module 5 (KS-ACP) 26
OzmQ_Module 1 (KS-ACP) 31
KirAII_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
KirAIV_Module 9 (KS-ACP) 22

AlbI_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
LnmI_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     1 YDLQIAHLHRQGLGSAGQEPAFARDHLRDFGRAPSDRPQAMPGTAPAPAAVPVSAAEGAQVS--APTGVPARAAVRPA-VPAPTAVPTLTLRGAAEPARR

SnaE2_Module5_ACP-ACP    1 YDLQIEHLHHKGLGTATAEPALSRPHLRDFGRPHTPAPAAAPAPSPAADPAPTPAPRRAPEAAPAPAPVPRRVEPAPALVPRPAPASAPAAPGAVTPPAT

consensus                1 ***** ***. ***.*  ***  * *******  .  * * *.  **    *  *   *   ..**  ** *    **.** *         **  *   

VirA_Module5_ACP-ACP    98 PATDPMEKPQMTSDRKISLRPLAPATAATRPAAPA-TPATPAAPAAVPAPPAAPAPAAVPAGR------------QE-----

SnaE2_Module5_ACP-ACP  101 DRPDPQETPPMTRDRKISLRPLGTAPTPAPAPAPAPAPVSVAAPAPVPAT---PTPAAAPAAPVAAPSVAPVAGAVDPAVAD

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.4 (b) Disorder propensity analysis by PONDR-FIT5 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)n 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) ACP5a-ACP5b-DD (solid line) and ACP5a-ACP5b 
(dotted line), (b) ACP5b-DD (solid line) and ACP5b (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 (Ve) to column void volume (V0) against log 

molecular weight. The curve was described by the formula , with . � =  ‒ 1.53� + 3.74 �2
= 0.996

The calculated molecular weights are shown in the Table below. (e) Analysis by mass spectrometry of 
ACP5a-ACP5b 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 ACP5a-ACP5b-DD shows that the construct is exclusively monomeric under all 
conditions. (g) Analysis by mass spectrometry of ACP5b shows an estimated 18% of dimer under 
native conditions. (h) Analysis by mass spectrometry of ACP5b-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

ACP5b 9.2 14.1
ACP5b-DD 14.3 53.5 3.8
ACP5a-ACP5b 19.4 37.4
ACP5a-ACP5b-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 ACP5b gives a molecular weight approximately four-fold 
greater than the ACP5b alone, while that of the ACP5a-ACP5b 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.6 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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a

Ta-1_ACP-KS        1 -------------------TLVELWKNVLQV---NEVGVEDRFFEVGGDSVLAAVLVEEMNRRFDTRLAVTDLFKYVNIR

BonA_ACP-KS_2      1 -------------------------AELMQIPR-EAISAHTNLAEYGFDSLALTEFARRLARHFSIELTPTLFYSHPSLG

Bat2_ACP-KS        1 -------------------QLKEQARELLKLPY-DRLGQEVNLVDFGFDSIALVTFAKKLSQCFGFDVLPSVFFSHSTLG

VirA_ACP5b         1 ---------------PVARALREELARTLYCEP-GDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGLDEKAGILYDHPSLA

OocJ_ACP-KS        1 -----------------------------LKAK-VDIDETKAFSEYGIDSFAAINLAVKLNAAFSIKLPGTVLFDYGCVS

Ta-1_ACP-KS_M      1 ----------------LREELATSLAQALYIDR-AQVNAESTFVELGLDSIVGVEWIHAINKQYGLSLPVTKVYDHPNLS

EtnE_ACP-KS_M      1 ---------APRPVEELVAGLTQTLAAALYADA-SDIDPDRLFVDHGVDSVISVEWVRRINATFHLDLKATVLFDHPTIH

BaeL_ACP-KS_M      1 -----------------HDELSKALADVLYMER-HEVDIDEAFIDLGMDSITGLEWIKAVNKRYGTDCNVTKVYDYPTIR

OocL_ACP-KS       1 ----------------------------------DEIQNDRAFAALGLDSIIGAEWIHELNKTLGTELSATRLYDYPTIQ

BonA_ACP-KS_M      1 ------------------------------------IDVDRPFAELGLDSIIGVEWMRAINRRHGLALNATLVYEHPTVR

BonA_ACP-KS        1 -----------------RAVIRESIGQALKLGE-SQLDDDEAFSNYGVDSITGVALVETINARLGLDLPTTVLFDYVSIE

PedI_ACP-KS_M      1 -------------------------------------------VDVGLDSITAVTWIKAINQRYGLSIGATKVYSYSCLA

OnnB_ACP-KS_M      1 ---------------------------------------DVNFVEMGLDYVMAGSWVQKLNQAYGLSLEATVIYTYTNLL

PsyA_ACP-KS_M      1 ----------------LYKLLRETLARELHMAV-EDIDDDRPFLDMGLDSVIGVTWVRKLNERFGLSITVTKVYAHPTVC

EtnD_ACP-KS_M      1 PRDARVGAARSSELDALQVELAKSLADALYMEP-GDVDVDRPFVDLGLDSIVGVEWTRAINKAYGVSLPATRLYDHSTVR

Bat2_ACP-KS_M      1 ------ARSPAMSHEELSAELVQGLAKVLYLEH-DDIDRDTAFSELGLDSITGVEWVRDLNRRYQTSLGASRLYDYSTIK

Bat3_ACP-KS_M      1 --------------ADLRMELAESLAKVLYLEN-DDVDMDTAFSELGLDSVTGVGWIRELNQRYGTSLGASQLYDYPTIK

OocN_ACP-KS        1 ------------------------IGRLLGINGADDETCQQAFTDLGLDSVSVAAFVSRLVAAYPVKLRRSDVFSYTTPA

PedF_ACP-KS_2      1 -------ARRQDVAARVRELILDSLAQALSIGR-EQIEQDIPFSDYGIDSILGVGFVQRLNDELGLSLNTTLLFDYTTVQ

PsyD_ACP-KS_2      1 -------VPQPASEDQIASHVRDALTRVLRMEN-GRIDPHVAFSDYGVDSILGADFIDRVNNALGLALNTTILFEYTTLA

OnnI_ACP-KS_2      1 -------LEVPDHGELVHRLVVSHLAKVLDVAE-STIEGDVPFSDYGLDSILGVNFITQINDDLGLEMNTTVIFDHTSVN

BonD_ACP-KS_M      1 -----------------------------------AIDADTPFIDLGLDSITGVEWVRKINGRHGLSLTAMQMYEHPTLR

EtnE_ACP-KS        1 -------------REEALRQVKKLLAPVIKLPV-ERIDAAASFETYGIESVMAVELTDRLEA-VFGPLSKTLLFEAKTVR

EtnF_ACP-KS        1 ------AREGASLLHATLARLKELLAVVTTIEA-ERIDGAEPFEAYGLDSIMITQLNQRLEA-IFGAISKTLFFEHRTLE

EtnD_ACP-KS        1 ------------------------FADVTKLPS-SQIDPEESLELYGIDSLLIMRLNEALSK-VFGDISKTLWFEYQTLA

PedI_ACP-KS        1 --------------------LKKIVARILRMDS-GELAVREPLETYGIDSILIVQITNALRE-VFPEIPSTLLFECQTLD

PsyD_ACP-KS        1 ------------------DQLRRLFADVMRLSV-DDVDVQAPLESFGLDSVVVTYLNQRLRD-AFGEVSATLFYEYRTLA

OnnB_ACP-KS        1 -------------------YFQTLIGKVLRIES-QRIDPAESLEAYGIDSILIVQIIEALQE-IFEDVSSTLFFEVQTVD

PedF_ACP-KS        1 -------------------QLKRLLAQVIGRAV-ERIESCEPMDRYGLDSIAITQLNRKLEE-QFGGLSKTLFYQYQTVE

OnnI_ACP-KS        1 -----AEIDDQELATRTLQEMKTLLGSVIGLVP-DEIDAQKPLENYGLDSIAIIQLNEKLDG-VFADLSKTLFYEYQTLD

VirA_KS            1 --------------------------------------------------------------------------------

BaeM_ACP-KS        1 --------------------LKKLLADKLGQPW-ETLDVLAGYYELGLDSSSLLEIVQDISKKTGADLAPTLLFEYTNIK

Bat3_ACP-KS        1 -------------------FLQGLIADKLGVAP-EQIDRDSGYYELGVKSAGLLELVDDIEQKIDASLPPTLLFEYVTIG

OocL_ACP-KS_M      1 -------------------EVLAIISVILKLPV-EKIDSEEKISTYGVDSIVITEIMGRIAGALGVSLSAAIFFEARNIE

PsyD_ACP-KS_3      1 -----QTTAADGLLKEVGAHLVELVARVQKIQP-EKIRLNRELADYGFDSISFTTLANALNEAYDLSLMPTLFFETPNLA

Bat3_ACP-KS_2      1 -------------------ALMQAISRQLKVKV-ENVDVDAEISEFGFDSISLTTLGNHLNRTYGLELSPTIFFEYSTIR

Ta-1_ACP-KS_2      1 ------------------AVLLEGVSELLKVPR-EELDADTKLSDYGFDSITFTEFANLLNRQLSLGLSPVIFFEFTTAN

TaO_ACP-KS         1 ------------------QVLMSVVSKVLKIPF-EELDADAELKEMGFDSISLTDLAHQLAGEYRLDLAPTVFFEHPTIN

BaeJ_ACP-KS        1 --------DADKSLQTLHTALTAMVSGILKVDR-EDIETDTELSEYGFDSVSFTVFTNQLNEAYQLELAPTIFFEHGTIS

BaeN_ACP-KS        1 --------DADSLLEKVKHLLKQQTASLLKVNI-DKIDPHEEMTKYGLDSISMTEFTNQLNKTYRLTLTPTIFFDHPTIH
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Ta-1_ACP-KS       59 DMARHMEGATAQARTGATE-------------------------------------------------------------

BonA_ACP-KS_2     55 QFAAFLLASHGERLAAFYAAGGGVAALS------TAPASRTS-------------------VALPPEPRVDV-GAAAPLV

Bat2_ACP-KS       61 KLTSHFVAEHADLLRYRQQEHVGART---------RVTVRGE-------------------VSMP---AVDIPGLAREAV

VirA_ACP5b        65 ALSRHVAGR-----------------------------------------------------------------------

OocJ_ACP-KS       51 DLRRYLLANYRHEVAARMQPAQRQDAASA---------------------------GNAAPRAE---------------T

Ta-1_ACP-KS_M     64 LFADYLARQLGPTAPPPAPPP--------------------QVEAKT---------VRVAPVVSSPPP-----------S

EtnE_ACP-KS_M     71 QLAEHLATLDATAVRAAVDGISAAERAGAHESTARREREGAAEREAAARRAREDAAERQVAARHEPEASFEVEARRASDA

BaeL_ACP-KS_M     63 QFADFLRAQPSVRGRKKQA-VP-------VR-----PKPLTQQHAP----------QEKTPAE--PERLTI---------

OocL_ACP-KS      47 VLAEYIATQSHGATPR--------------------PKPNAAVSEPEA-----PC-SQDL-------------------K

BonA_ACP-KS_M     45 RMAARLALALGEATPAAAAPAPATESAPAPA-----PAPAPASVPAQA-----PAVARDLPAA--PGPLPAAAPASATDH

BonA_ACP-KS       63 QLSRHVASAYASRLRVPGTEPAPMPPRSPVP-------P--------------------E---AAAAPAVRV-------A

PedI_ACP-KS_M     38 EFSQYVRSLIAAAQPAAVASRAPAESDRAESLLLRRFEPDVTNQPRE---------EQEE-ASTQDEPIVRL-------L

OnnB_ACP-KS_M     42 DLAGHLASEMSHRLATA-RPLAKLERERPRRT--------------P---------RADA-------KPVVS-------P

PsyA_ACP-KS_M     64 AMGHFLLQEESVRKALA-DAGEPSRVEMAAS-------------------------IVEV-K------TSDD-------A

EtnD_ACP-KS_M     80 RLAAHLSGELDVRAAAG-RPVATERERPALG------------------------------------GDIAA-------R

Bat2_ACP-KS_M     74 MLASHLLSQEAFRSRDA-SMNAPAPGPTS-GWMATATASDKRNEPVS---------IAFV-KTLAPPQSWAP-------K

Bat3_ACP-KS_M     66 VLASHLLTRGSLRSREA-SEPAQALVATPLATLIQPVECNERVISTA---------ITTL-ETLAPLPPLAP-------K

OocN_ACP-KS       57 ALARAVAERMQTDAPAKEGRQNA---------------------------------------------------------

PedF_ACP-KS_2     73 RLAEHIVAEYGHTLDVPAALPGPE-------------------------------------LSV-SEPAMDIP------L

PsyD_ACP-KS_2     73 NLTQHIQGRIGETLRLRQMSGDA---------------------------------------------------------

OnnI_ACP-KS_2     73 ALADHISKTFQGDLNIREKVKETGDLK----------------------------------KGITDEPKWEPD------P

BonD_ACP-KS_M     46 ALAKLLAASTGERGHAGAAPTAAEA----PPA---------PT------------------RPADPEP-------SRSPQ

EtnE_ACP-KS       66 ELADYFVEHHAATLGSLLGGATAPAAPATAVSA-------G-A------------------GPA-----------RRRAR

EtnF_ACP-KS       73 GLAQHLAEEHREACQRWAGGPGDGAPDD-VARA-E--P-RG---------------------PS------------SAAQ

EtnD_ACP-KS       55 ALAGHLSARHAAACARWTGMDRLADAPVHANEP------GGAM------------------APLDAGA-------RRDEA

PedI_ACP-KS       59 ALSDYLIREHQERLIALTGLRAPSAGLDQSGRS-------GER------------------MV-------------SS--

PsyD_ACP-KS       61 DLADFLAATGVEV-------R------G----------------------------------P-------------SPIV

OnnB_ACP-KS       60 ALVTHFLQHQREALIALMGIDEFT---DSE--------------------------------P-------------SEEV

PedF_ACP-KS       60 ALAEYLVLNKTVSCRAWTGLRDESVLVADAAR-------RGLP------------------LP-------------ET--

OnnI_ACP-KS       74 ELVDSLLADCPHACRTWVGRFEAPPVREPEPET-E--TVNGLC------------------EP-------------ASQV

VirA_KS            1 --------------------------------------------------------------------------------

BaeM_ACP-KS       60 ELAAYLKKTVSFECAE--------RAAEPS----------------------------------------------RSEA

Bat3_ACP-KS       61 KLAAYLVERYPSELALGLKIDDTQRAKQPAAV----------------------------------VS--------RTTS

OocL_ACP-KS_M     61 ELTDIIITRFGQQVAARYDSPSHRSDGRQPPASAT--KPENGP------------------AAGEKSA-------RSIQA

PsyD_ACP-KS_3     75 ALAAHLVEYHGQTLQQMCAGEPEVCD-EFKVE---------A--------------------------------------

Bat3_ACP-KS_2     61 DFAVYLVEKHGEAFVGFT----PPVQTSGSKE---------QP------------------VPRAPVP-------VSV--

Ta-1_ACP-KS_2     62 ALAGYLCESHGPRLLDQLGAEAAAFEPASPPS---------AP------------------MPVEP--------------

TaO_ACP-KS        62 ALVGRLVSEHRPLLAERHRGVAGPVADTSP-E---------DT------------------LPTPPVS------------

BaeJ_ACP-KS       72 GLAGYLAKEH----PGRFGEKKKESPKK---E---------QP------------------KAQKPKM------------

BaeN_ACP-KS       72 EFAVHLISEYEEEFAGRFAVNTKTVQSARPVK---------ET------------------QITRPAV------------
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Ta-1_ACP-KS       78 PAR-----E------DTASERDYEGSLAVIGISCQLPGAADPWRFWKNLREGRDSVVAYRHEELRE--LGV-------PE

BonA_ACP-KS_2    109 PAP-----ADAPRAR--DAAVRDDEPIAIIGMSGRFPGARNVDELWTILRDGLDMVRPLPAQGP--------------AD

Bat2_ACP-KS      110 PAD-----SQASTVA--RRGLAPQEPMAIIGMSGRFPGARDVDEFWHVLLEGRDAVQEIPLTRFDWRNYYCAPDTSVGAQ

VirA_ACP5b           --------------------------------------------------------------------------------

OocJ_ACP-KS       89 PPP-----SPRREQAAEADKREHDGDIAVIGMSARFPGMANVDEFWAMLLASGDCISEVPADRWDIAAYYD-------ED

Ta-1_ACP-KS_M    104 VQA-----VQAPAIVKKEVAPAGTVRIAVIGMSGRYPGAENLRQYWDNLRDGVSGISELPYTRWDEATA----------K

EtnE_ACP-KS_M    151 VAC-----VAVRERVIAAGPGEAACRIAVIGASGRYPRAGDLDEYWSNLARGVDAVAEVPASRWSVERYYD-------PA

BaeL_ACP-KS_M    109 -QK-----EPEPVQAKREPKDEIADAIAIVGMSGKYPDAPELKTYWDNLARAKNAIRDIPLSRWDVNKYYD-------PA

OocL_ACP-KS     82 PAA-----SDAPAEAT-AASHRRDEKIAIIGMAGRYPDADNLDQYWDNLANGRNSVREVPRERWNVDQYFD-------AD

BonA_ACP-KS_M    113 ARP-----AASPVQGA-TPPHREHAPIAIIGIAGRYPGANGMDQYWDNLAAGRDSVEEIPPSRWNVADYYD-------AD

BonA_ACP-KS      106 PIA-----P--------AVPPSSLEPIAVIGMSGRFGRAGNLRELWAALAGGEDLIE--PVTRWDLSRHYA-------D-

PedI_ACP-KS_M    101 PCA-----PP-------VRQPTDIPAIAIIGMSGQFPQAPDVKAFWRNIVEGRDCVSEIPAERWSIEEYYD-------SD

OnnB_ACP-KS_M     84 PAS-----QPLTPVSKRWLPEQKTGRIAIIGISGKFPKASTLDQFWENIAEGRNCVSEVPESRWSVDEFYD-------AD

PsyA_ACP-KS_M    104 PIS---------------DVEGDMPAIAVIGMSGQFPQANNVEALWQNLVEGRDCISEVPLDRWPVDAYFD-------PT

EtnD_ACP-KS_M    116 PAR-----EPEARAP---RPAPEHEGIAVIGMSGAFPKARDLDEFWENIARGVDCVTEIPPDRWAIAEHYD-------PR

Bat2_ACP-KS_M    135 PAS-----PPEELVS--GTQQVLLDGIAVIGLSGAFPKARNAQVFWENLAQGLDCVSEIPSSRWSIEEHYD-------PN

Bat3_ACP-KS_M    128 PAS-----PPEESVP--GTQQVLLDGIAVIGLSGAFPKARNAQVFWENLAQGLDCVSEIPSSRWSIEEHYD-------PN

OocN_ACP-KS       80 ----------APG-----PLPGGSGDIAIIGLDINVAGADNAAEFWQLLREGRSSVGQVPQGRRQREDLS---------M

PedF_ACP-KS_2    109 PAV-----QAVPSSLPRREAVVQTDGIAVIGMAGQFPGADSVDALWQNMVAGVNPVTELSELYLPYHAYS---------P

PsyD_ACP-KS_2     96 --I-----AEVD------ASNPSHEGIAVIGMAGQFPGADNVDAFWENLVQGVDAVGELPARYLSREAYS---------S

OnnI_ACP-KS_2    113 PA-------DMSVEFGEKDFGSSSPRIAIIGMSGQFPGAKDMESFWQNLISGDDPIGELPPHYLPPESFS---------P

BonD_ACP-KS_M     88 PV------AASAAPSSLAGPAPDFEPIAVIAMSGRFPDADNLDEYWANLVAGRDCITEIPPHRWSLDGFYS-------ED

EtnE_ACP-KS      109 RLPS-----------RGRAGEAREAAIAIIGLSGRYPQANDLAEFWENLRSGKDCITEIPRDRWDHRAYFD-------AE

EtnF_ACP-KS      115 EARS------GERAPAEAALPAQELDVAIIGLAGRYPHARTLDEFWENLRAGKDCITEVPPDRWPIEGFYD-------GA

EtnD_ACP-KS      104 PLPR---------SEEAAGARPARGPIAIIGLSGRYPQAEDVGEFWEHLKAGRSCTREIPADRWSLDGFYE-------PD

PedI_ACP-KS       99 ---------------SISAPSSEQEAIAVIGMSGRFASAADLDEYWQLLAAGESCISEVPAERWAVEDFFH-------PD

PsyD_ACP-KS       81 TAPR------LA-VASQLPSRAEVEPIAIVGISGRYPGSPDLDAFWEHLKAGDDLVTEIPSDRWSLDGFFH-------AS

OnnB_ACP-KS       92 VAPA------AS-VRGAPSNRLEREPIAIIGMSGHYPMADTPDAFWEMLKNGQDCIREIPPDRWPLEGFYL-------AD

PedF_ACP-KS      100 -APV------VERNVLPVG-NAVQEPIAIIGLSGRYPQAETLEEFWENLQAGKDCVSEIPEDRWRLENFFH-------PD

OnnI_ACP-KS      120 PQPH------ARSAKKSCGNSVQQEPIAIIGISGRYAQADTLDDFWHNLKAGKDCVTEIPQERWSLDDFYL-------AD

VirA_KS            1 -------------------------AIAVIGVAGRFPEADGLDRLWRNLTEGRDSITEVPADRWDAEALYD-------AD

BaeM_ACP-KS       86 EAPD------------TPEHHKNTGDIAIIGMAGRYPKAKSVAEFWENLKAGTDCITEVPKSRWDWKTY-K-------NV

Bat3_ACP-KS       99 SDPE---AGVNAQRTLLSTGEPSQEAIAIVGMAGRFPAAQNVDEFWDNLKAGKDCITEIPASRWDWRRF-D-------SL

OocL_ACP-KS_M    114 LLAKSHQIRQKRQRPVVAPANGRYEPIAIIGMSGMFAQSSSVEALQRHLYQGRDCISEVPNARWDWKAVYG-------NP

PsyD_ACP-KS_3    107 ----------LDAQTPVEPVRTGPEPIAIVGMSGRFPGSPDLETFWRHLEANADLITEIPADRWNWRACYG-------DP

Bat3_ACP-KS_2    101 DAAVHRRSRLNDLPHPVPLRPQVPEPIAIVGISGRFPGARDLDDFWTNLQGGKDCISEIPPERWDWREIYG-------DP

Ta-1_ACP-KS_2    101 --ARSE---E----RVAPAQPRAREPIAVIGMAGRFPSADDLDAFWGNLVAGKDCIREVPNSRWDWRAYDG-------DP

TaO_ACP-KS       102 --RRSGRRSPGFSPAAVAKVPGQREPVAVVGMSGAFPGAPDLAAFWRNLAAGRDCIEEIPADRWNWRDYFG-------DP

BaeJ_ACP-KS      106 --QRKKRFATVMNASAATQEPRRFDPVAIVGISGRFPGAKDIEEFWRNLKEGKDSITTIPKERWDWQAFDG-------DP

BaeN_ACP-KS      113 --KRRRTLPETL--PQTVQRGQGPEPIAIVGISGIFPMAEDIEAYWQNLKEGKDCMTEIPKDRWDWRDYYG-------DP

PKS System Subunit name Length of linker following 
-modification module

Length of linker following 
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

OocJ 49

Oocydin OocL 69 45

OocN 24

EtnE 91 48

Etnangien EtnD 44 56

EtnF 52

BaeL 56

Bacillaene BaeJ 48

BaeN 53

BaeM 30

PedI 67 41

Pederin PedF 47

PedF 48

OnnB 53 41

Onnamide OnnI 49

56

PsyA 41

Psymberin PsyD 26

PsyD 29

PsyD 38

Average: 62.8 Average: 45.6
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b

DEBS1        1 -ASLPAPEREKALFELVRSHAAAVLGHASAERVPADQAFAELGVDSLSALELRNRLGAATGVRLPT--TTVFDHPDVRTLAAHLAAELGGATGAEQAAPA

DEBS3        1 LAALSTAERREHLAHLIRAEVAAVLGHGDDAAIDRDRAFRDLGFDSMTAVDLRNRLAAVTGVREAA--TVVFDHPTITRLADHYLERLVGAAEAEQAPAL

DEBS2        1 LAGLSPDEQQENLLELVANAVAEVLGHESAAEINVRRAFSELGLDSLNAMALRKRLSASTGLRLPA--SLVFDHPTVTALAQHLRARLVGDADQAAVRVV

AmphB        1 -QGVSAAEQDRIVLSVVREETAAVLGHASAETVPERRAFRDIGFDSVTAVDLRNRLVAATGLTLPS--TMVFDHPNAVALATFLKATALGTTGTAGDRPT

PIKS1        1 ---------TEILLGLVRAQAAAVLRMRSPEDVAADRAFKDIGFDSLAGVELRNRLTRATGLQLPA--TLVFDHPTPLALVSLLRSEFLGDEETADARRS

RAPA         1 --------------DLVRSSVTDILGLSAADRYAPDKTSREMGIDSLTSVELRNSLAKATGLRLPA--TLVFDYPTPAVLVVRLGELFTG-ESPAPERA-

RAPB         1 -----PEERAKALLKVVRDTAATVLGHADARTIPVTGAFRDLGIDSLTAVELRNGLAKVTGLRLPA--TLVFDYPTPAVLAARLGELFTG-ENPVLVRT-

RAPC         1 -----------ALLKLVSDGAATVLGHADTSTIPATTAFKDLGINSLTAVELRNSLAKATELRLPA--TLVFDYPTPAALAARLDELFTG-ENPVPVRGP

PIKS2        1 LGALTGAEQQRRMQELVREHLAVVLNHPSPEAVDTGRAFRDLGFDSLTAVELRNRLKNATGLALPA--TLVFDYPTPRTLAEFLLAEILGEQAGAGEQLP

AmphC        1 --------RREALLGLVRTQIAQVLGHADAGQVEAARQFQDLGFDSLTAVELRNGLNSATGLRLPA--TMVFDYPTPNALADHLSDELLGTGDNIPLPTP

AmphI        1 LARLDAESRDELVLDLVRGQVALVLGHATGAEIDAGRAFRELGFDSLTAVELRNRLNTVTGLRLPA--TLVFDYPTVSHLASYVLDELLGTEVEAEVV--

MtaB         1 VGASPR-ELRARLLSLLQVQAATVLGLPPSAPIDPRRPLQELGLDSLMALQFRNSLAASLGRSLPA--TLLFDHPTLEKLFEFLARDLTPASEASPAKSR

AjuB         1 LEAAPAAERMEVVLAFVRGQAAEVLGFDGSHPLPLHRGMFELGFDSLMAVELKNRLQAAVGDALPLSNTVVFDHPTLHALAEFLAGRVIKGE--AVI---

AjuG         1 -----------LLATHVASEVARVLGFDPARPLDPALGFFELGMDSLLSVELRGRLQKSLGCALPT--TVAFDYPSVDALTAHLARNVLDLEGRAPP---

consensus    1        .    .. ...  .. .*... .  .   ......*..*.........*  ........  ...** *.. .*. ..   ... .  .  .  

DEBS1       98 ---------------TTAPVDEPIAIVGMACRLPGEVDSPERLWELITSGRDSAAEVPDDRGWVPDELMASDAAG---TRRAHGNFMAG--AGDFDAAFF

DEBS3       99 V------------REVPKDADDPIAIVGMACRFPGGVHNPGELWEFIVGGGDAVTEMPTDRGWDLDALFDPDPQRHGTSYSRHGAFLDG--AADFDAAFF

DEBS2       99 ---------------GAADESEPIAIVGIGCRFPGGIGSPEQLWRVLAEGANLTTGFPADRGWDIGRLYHPDPDNPGTSYVDKGGFLTD--AADFDPGFF

AmphB       98 A------------AVTAGADDDLIVIVGMSCRFPGGANTPEELLRLALDGADVISEFPADRGWDAHGLYDPDPDRQGRTYSVHGGFLHE--AAGFDAGFF

PIKS1       90 AALPATVGAGAGAGAGTDADDDPIAIVAMSCRYPGDIRSPEDLWRMLSEGGEGITPFPTDRGWDLDGLYDADPDALGRAYVREGGFLHD--AAEFDAEFF

RAPA        83 V------------S--AVGQGEPLAIVGMACRLPGGVSSPEDLWRLVESGTDAISGFPTDRGWDVDGLFDPDPDASGKSYCVQGGFLDT--AAGFDASFF

RAPB        92 A------------S--VVGQDEPLAIVGMACRLPGGVSSPEDLWRLVESGTDAISGFPADRGWDAESLFDPDPDAVGKSYCVEGGFLDS--AASFDAGFF

RAPC        87 V------------S--AVAQDEPLAIVGMACRLPGGVSSPEDLWRLLESGTDAVSGFPTDRGWDVENLYDM----AGKSHRAEGGFLDA--AAGFDAGFF

PIKS2       99 V------------D--GGVDDEPVAIVGMACRLPGGVASPEDLWRLVAGGEDAISGFPQDRGWDVEGLYDPDPDASGRTYCRAGGFLDE--AGEFDADFF

AmphC       91 A------------GALPATTDDPIVIVGMACRYPGGVTSPEDLWRLVSEGADATGPFPVNRGWDVDNLYDPDPDRPGHTYVRAGGFLHD--AGSFDADFF

AmphI       97 Q------------RGTAAVADDPIVIVGMACRYPGGVTSPEDLWRLVTEGTDAVSGFPVNRGWDVENLYHPDPDHPGTAYTRSGGFLHE--AGEFDPGFF

MtaB        98 RP--------VKLPARDAEGAEPIAVVGMACRLPGSVRSPEEFWRLLANGVNAVREVPKDR-WSLDTWYDPDPETPGKMYSRHGGFLDE--VDPFDASFF

AjuB        96 ------------ASRIQAASDDPIAIVGVGCRFPGGADGPDAFWQVLRDGLDAIVEVPKER-WDIAAFHDPDPEAPGKMVSRSGGFLRD--IDQFDADFF

AjuG        85 ------------ITAAAIRRDEPVAIIGMACRFPGGANNVDAYWRLLRDGADATHEVPRDR-WDVDAYYDPDPDAPGKMISRRGGFVQGIGVDMFDASFF

consensus  101                 ..  ..........**.**.. ......... .* .... .* .*.*............ .... . *.*. .  .. **..**

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 ACP5b. 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 -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 alignment 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 ACP2.7 The average linker length is 20 residues. Key: DEBS, erythromycin; Amph, 
amphotericin; PIKS, pikromycin; RAP, rapamycin; Mta, myxothiazol; Aju, ajudazol.
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Supplementary Tables

Table S1 Summary of SAXS Data

Construct Rg (Guinier) (Å)a Rg (GNOM) (Å)a Dmax (GNOM) (Å)b 2 (DAMMIN)c 2 (SASREF)c 2 (MONSA)c

KS 33.1 ± 0.5 32.6 105 1.689 1.333 1.421

ACP5a-ACP5b 29.0 ± 0.2 30.7 103 1.785 24.981 nd

KS-ACP5a-ACP5b 56.5 ± 0.7 60.9 230 2.813 nd 1.885

KS-ACP5a-ACP5b-DD 69 ± 1 72.5 279 2.204 nd nd

ACP5b-DD 37.0 ± 0.3 37.7 140 1.231 nd nd

ACP5a-ACP5b-DD 43.5 ± 0.2 46.5 170 1.366 nd nd

a Rg is the radius of gyration derived from the atomic models using the program PRIMUS. For experimental data, 
Rg is given by the Guinier approximation8

b Dmax is the maximal particle diameter derived from the distance distribution function (P(r)) using the program 
GNOM9

c2 is the discrepancy between the experimental SAXS profile and the theoretical calculated curve using the 
programs DAMMIN,9 SASREF10 or MONSA10

nd: not determined
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Table S2 NMR and Refinement Statistics for ACP5a 

Protein

NMR distance and dihedral constraints ACP5a

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
     57
     57

Structure statistics

Violations (mean and s.d.)
    Distance constraints (Å)    0.092  0.012
    Dihedral angle constraints (º) 0  0
    Max. dihedral angle violation (º)    0
    Max. distance constraint violation (Å) 0.13
Deviations from idealized geometry
    Bond lengths (Å)    0.010  0.001
    Bond angles (º) 2.062  0.018

    Impropers (º) n/d
Average pairwise r.m.s. deviation** (Å)    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 ACP5b

Protein

NMR distance and dihedral constraints ACP5b

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
     55
     55

Structure statistics

Violations (mean and s.d.)
    Distance constraints (Å)    0.096  0.023
    Dihedral angle constraints (º) 0  0
    Max. dihedral angle violation (º)    0
    Max. distance constraint violation (Å) 0.17
Deviations from idealized geometry
    Bond lengths (Å)    0.010  0.001
    Bond angles (º) 2.054  0.018

    Impropers (º) n/d
Average pairwise r.m.s. deviation** (Å)    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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II. 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). 

χprès l’étude du module 5, nous nous sommes intéressés de plus près au rôle que 

pouvait jouer le domaine en C-terminale du module 5 en se basant sur l’hypothèse 

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 identifié 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/γ00) puis par RMN (HSQC 
1H-15N). L’interaction a ensuite été mesurée par ITC, ce qui a permis de déterminer un 

Kd de 5,8  0,β µM. Une affinité similaire a également été mesurée entre l’χCP-DD 

Virχ et le DD VirFG ainsi qu’entre le DD Virχ et le DD-linker VirFG (DD VirFG avec le 

linker entre le DD VirFG et le KS6  la construction incorporant le KS6 étant non soluble. 

Ceci montre que les domaines/linkers flanquant ne semblent pas intervenir dans 

l’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 révèle 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 intrinsèquement désordonnée. En effet, les spectres de dichroïsme 

circulaire (CD) sont caractéristiques d’une protéine désordonnée pour le DD VirFG 

alors que le DD Virχ est structuré en hélice α. 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 plutôt allongée, donc probablement désordonnée, présentant 

cependant quelques éléments de structures secondaires. 

Grâce à la structure RMN, nous avons mis en évidence trois couples de résidus 

polaires importants pour l’interaction. La nature polaire de ces résidus est de plus 

conservées parmi les DD pouvant appartenir à la même 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 

dichroïsme 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 à se replier en présence du partenaire. Ces trois mutants n’ont 

donc pas été utilisés. Après vérification de l’intégrité de la structure des trois mutants 

du DD Virχ 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 (L6λγλ, 

L6943, V6946, I6953, A6956, V6957, et L6960 pour le DD VirA et A3, L7, F10, A20, et 

Lβ4 pour le DD VirFG). La surface d’interaction entre les deux DD est d’environ 7γ0 

Å², ce qui est comparable avec les autres classes de DD (environ 1000 à 1100 Å² pour 

les DD de type 1a et 1b respectivement, et environ 1800 Å² pour les DD de type 2). En 

effet, l’interface entre les DD de Virχ/VirFG est monomérique, et l’ensemble de la PKS 

est dimérique. Deux interfaces de docking se formeraient donc simultanément (la 

surface d’interaction serait alors de 1460 Å 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 (Kd 

entre 2 et 50 µM). 

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 à faible résolution de la construction ACP5b-DDADDFG-KS6-linker. 

Les domaines de docking adoptent une position centrale et sont entourés de part et 

d’autre par l’χCP5b et le KS6. Nous avons également pu proposer un modèle 

d’interaction entre le module 5 et le module 6. Ce dernier se base sur les données 

SAXS obtenus précédemment sur le tridomaine KS5-ACP5a-ACP5b et celles de la 
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fusion ACP5b-DDADDFG-KS6-linker. En effet, les deux enveloppes se superposent 

parfaitement au niveau de l’χCP5b, commun aux deux constructions.  

Dans ce travail collaboratif au sein de l’équipe, j’ai participé à 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 SχXS avec 

le Dr. Arnaud Gruez. La purification des DD et des mutants a été partagée entre le Dr. 

T. Annaval et moi-même, Sabrina Collin nous a aidé pour la purification de la fusion 

ACP5b-DDADDFG-KS6-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
C-terminal partner (VirA CDD) or a downstream catalytic domain,
the N-terminal DD (VirFG NDD) exhibits multiple characteristics of
an intrinsically disordered protein. Fusion of the two docking
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.

■ INTRODUCTION

Synthesis of structurally complex, reduced polyketides in
bacteria occurs on gigantic multienzymes called polyketide
synthases (PKSs).1 These systems are likened to molecular-
scale assembly lines because each round of chain extension and
chemical tailoring of newly incorporated building blocks is
carried out by a specific module of enzymatic domains. Nature
has evolved two distinct classes of modular PKSs: cis-acyl
transferase (AT) and trans-AT. Within the majority of cis-AT
PKSs, such as the prototypical 6-deoxyerythronolide B synthase
(DEBS) responsible for assembling the core of erythromycin A,
all of the component domains are present within the gigantic
polypeptides.2 trans-AT PKSs, however, are characterized by
one or more free-standing enzyme activities (including notably
the ATs) that collaborate in trans with the PKS multienzymes
to accomplish both chain building and processing (Figure 1).3,4

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
polypeptide subunits.5 Thus, generation of native polyketide
products critically depends on the ability of the subunits to
arrange themselves in the correct order. Conversely, rational
manipulation of interpolypeptide interfaces to change the

sequence of the subunits represents an attractive strategy for
generating polyketide analogues because no modifications are
made to the component modules. Indeed, modules are
increasingly viewed as discrete operational units, given the
high interdependence of the functional domains.6,7

In cis-AT PKSs, it has been shown that communication at
intersubunit junctions is mediated by portable recognition
sequences called docking domains (DDs), located at the
extreme termini of the subunits, and these have already been
exploited to generate polyketide analogues.8−12 Three
evolutionarily related docking domain classes have been
identified to date in such PKS systems,13 as well as a fourth
class which operates at NRPS−NRPS/−PKS junctions in
mixed PKS-NRPSs.14 The NMR or X-ray crystal structures of
covalently fused complexes of the PKS docking domains have
been solved15−17 (Figure 2), and the N-terminal DDs were
shown to adopt the same structures when expressed together
with the downstream ketosynthase (KS) domains.17−19 The
close structural homology between the two actinobacterial
classes of DDs prompted their grouping into Class 1 (referred
to here as 1a and 1b), whereas the third class, which is present
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in myxo- and cyanobacteria, has been designated as Class 2.17

(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 α-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 α helices upstream of
the docking α helix which together form a dimerization motif.
Class 2 C-terminal docking domains, however, comprise only
two α 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 α helix; thus,
docking gives rise to an overall eight α-helical bundle (Figure
2C), in contrast to the four α-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/

downstream functional domains are present is remarkably
consistent, with Kds in the 2−20 μM range.16,17,20

We recently characterized by small-angle X-ray scattering
(SAXS)21 the structure of apo module 5 from the VirA subunit
of the virginiamycin hybrid trans-AT PKS-NRPS4 of
Streptomyces virginiae (Figure 1). In the course of this work,
we noted that the extreme C-terminal sequence (designated
“VirA CDD”) showed similarity to a region from the CurA
subunit of the curacin cis-AT PKS, which had been described as
a dimerization motif.22 However, comparison by SAXS of apo
module 5 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 CDD 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 CDD and VirFG NDD 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

Figure 1. Virginiamycin (Vir) trans-AT polyketide synthase. The PKS comprises three subunits, VirA, VirFG (whose N-terminal sequence was
recently revised by us),21 and VirH as well as additional modules that were not identified in the initial cluster description4 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 VirI, duplicated domains (acyl carrier proteins (ACPs) of modules 1
and 5; 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 β-methyl functionality. The experiments described here reveal the molecular details of the
interface between subunits VirA and VirFG (boxed).
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locate the immediate upstream acyl carrier protein (ACP) and
downstream ketosynthase (KS) domains in positions that are
fully compatible with our recent SAXS analysis of virginiamycin
module 5 (ref 21). Furthermore, modeling of the overall VirA/
VirFG interface strongly suggests that interaction between
successive subunits establishes a closed reaction chamber for
chain extension, a fundamentally different mode of operation
compared to that of cis-AT PKSs.

■ METHODS

Sequence Analysis. The sequences of the analyzed trans-AT PKSs
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 PsiPred23 and
displayed using BoxShade (http://www.ch.embnet.org/software/
BOX_form.html), or using PROMALS3D.24 The C-terminal
boundaries of the ACP domains were determined by multiple
sequence alignment of the subunit ends and comparison with domain
boundaries identified in the solved structures of ACPs 5a and 5b from
the virginiamycin PKS.21 Similarly, the start sites of the domains
downstream of the N-terminal docking domains were assigned by
alignment of the beginning of the subunits and comparison with the
sequences of the solved structures of KS,18,19 condensation (C),25 and
enoyl reductase (ER)26 domains.
Materials and DNA Manipulation and Sequencing. S. virginiae

genomic DNA was obtained from the National Institute of
Agrobiological Sciences Genebank, Japan. Biochemicals and media
were purchased from ThermoFisher Scientific (Tris, EDTA), Merck
(NaPi), Carlo ERBA (NaCl), BD (peptone, yeast extract), VWR
(glycerol), and Sigma-Aldrich (imidazole, IPTG). The enzymes for

genetic manipulation were purchased from ThermoFisher Scientific.
DNA isolation and manipulation in Escherichia coli was carried out
according to standard methods.27 PCR amplifications were carried out
on a Mastercycler Pro (Eppendorf) using Phusion high-fidelity DNA
polymerase (Thermo Scientific). Primers were obtained from Sigma-
Aldrich (France), and DNA sequencing was carried out by GATC
Biotech (Mulhouse, France).

Cloning, Expression, and Purification. Five constructs (VirA
CDD, VirFG NDD, VirFG NDD-linker, VirA ACP5b-

CDD, and VirFG
NDD-KS6) were amplified from S. virginiae genomic DNA using
forward and reverse primers incorporating BamHI and HindIII
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-KS6, an internal
BamHI site was removed by site-directed mutagenesis using Phusion
high-fidelity DNA polymerase, without introducing changes in the
amino acid sequence. Vector pBG-102 codes for a His6-SUMO tag.
Following cleavage of the SUMO-His6 tag, the proteins incorporated a
non-native N-terminal Gly−Pro−Gly−Ser sequence. From these
vectors and S. virginiae genomic DNA, covalent fusions (VirA
CDD−VirFG NDD, VirA ACP5b-

CDD−VirFG NDD, and VirA
ACP5b-

CDD−VirFG NDD-KS6) were constructed using overlap PCR.
Specifically, fragments encoding VirA CDD, VirFG NDD, VirA
ACP5b-

CDD, and VirFG NDD-KS6 were amplified and then used as
templates in a second PCR to amplify the fusion construct, and the
resulting fragments were ligated into the vector pBG-102. Site-directed
mutants of VirA CDD and VirFG NDD were obtained by site-directed
mutagenesis using Phusion high-fidelity DNA polymerase from vector
pBG-102 containing VirA CDD and VirFG NDD wild-type sequences.

The vectors were used to transform E. coli BL21 (DE3), and
constructs were expressed as His6-SUMO-tagged fusions by growth in
LB medium at 37 °C to an A600 of 0.8, followed by induction with

Figure 2. Three classes of docking domains from cis-AT PKSs. (A) NMR structure of a complex of covalently fused Class 1a docking domains
(Protein Databank (PDB): 1PZQ, 1PZR).15 The C-terminal DDs (red) comprise three α helices, of which the first two form a four α-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 α 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: 3F5H).16 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 α 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).17 The C-terminal DD does not incorporate a dimerization region. Instead, its two
α helices associate with two α helices provided by the N-terminal docking domain to form an overall 8 α-helical bundle. (D) NMR structure of a
class 3 N-terminal docking domain (PDB: 2JUG).14 Each protomer within the DD homodimer comprises three α helices and two β strands, which
adopt an overall αββαα 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.
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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 CDD, VirA ACP5b-

CDD, VirA ACP5b-
CDD−VirFG NDD

(covalent fusion), and all VirA CDD 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 CDD−VirFG NDD (covalent fusion), and all
VirFG NDD mutants, and in buffer 3 (50 mM sodium phosphate (pH
7.5), 400 mM NaCl, 10% glycerol) for VirA ACP5b-

CDD−VirFG
NDD-KS6 (covalent fusion). Cells were lysed by sonication, and cell
debris was removed by centrifugation and filtration (0.45 μm). The
cell lysates were loaded onto a HisTrap 5 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
ACP5b-

CDD−VirFG NDD-KS6 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 His6-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 5 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 ACP5b-

CDD−
VirFG NDD-KS6 (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 15N- or
13C,15N-enriched VirA CDD, VirFG NDD, and VirA CDD−VirFG
NDD (covalent fusion) for NMR structure elucidation was carried out
by growth in M9 minimal medium. The minimal medium was
supplemented with 15NH4Cl (0.5 g/L) and 13C6-glucose (2.0 g/L) as
the sole sources of nitrogen and carbon. Isotopically-labeled chemicals
were purchased from Eurisotop.
Analytical Gel Filtration. VirA CDD and VirFG NDD (initial

concentrations of 670 μM) 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 μM) 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 μL aliquot of VirA CDD
(wild type or mutant) at 60 μM was placed in the calorimeter cell, and
VirFG NDD (wild type or mutant at 600 μM) or VirFG NDD-linker
(at 1.4 mM) were added as follows: 0.4 μL over 0.8 s for the first
injection, followed by 19 injections of 2 μL over 4 at 120 s intervals.
For the experiment with VirA ACP5b-

CDD, the construct (900 μM)
was added to VirFG NDD (60 μM), as described above. The heat of
reaction per injection (microcalories/second) was determined by

integration of the peak areas using either the Origin (MicroCal)
software or Nitpic.28 These software provide the best-fit values for the
heat of binding (ΔH), the stoichiometry of binding (N), and the
dissociation constant (Kd). The heats of dilution were determined by
injecting VirA CDD and VirFG NDD alone into the buffer (initial
concentrations of 600 μM) and were subtracted from the
corresponding experiments before curve fitting. This experiment
additionally showed that VirA CDD 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 μM. No
such change was observed over the whole concentration range for
VirFG NDD (up to 78 μM).

NMR Data Acquisition. To minimize the amount of protein
needed, 300 μL of protein solution were loaded into a 4 mm NMR
tube. 15N−1H HSQC spectra of VirA CDD were recorded at a
concentration of 100 μM in the absence of partner and in the presence
of 200−400 μM 14N VirFG NDD. 15N−1H HSQC spectra of VirFG
NDD were recorded at a concentration of 100 μM either alone or in
the presence of 400 μM 14N VirA CDD or 200 μM 14N VirA
ACP5b-

CDD. Heteronuclear spectra were acquired on 13C,15N-VirA
CDD at a concentration of 1.2 mM in the presence of a 2-fold excess of
12C,14N-VirFG and on 13C,15N-VirA CDD−VirFG NDD 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
Universite ́ de Lorraine/CNRS).

Backbone and sequential resonance assignments were obtained by
the combined use of 2D 15N−1H and 13C−1H 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 13C−1H 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 CDD−VirFG NDD structure calculations, 3D 15N NOESY-
HSQC and 13C NOESY-HSQC were recorded on uniformly 13C,15N-
enriched VirA CDD−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.30 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.31 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 CDD domain, whereas 1372 NOE-based
distance and 98 backbone angle restraints were used for VirA CDD−
VirFG NDD. The angle restraints were obtained from 13Cα, 13Cβ, 13C′,
15N, 1HN, and 1Hα chemical shifts using TALOS+32 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 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 rMD 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−1 Å−2 and 50 kcal mol−1 rad−2,
respectively. The final VirA CDD−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 μL of protein sample at 100 μM was used for all the
measurements except that of 10 μM VirA CDD (100 μL 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 CDD into one cuvette and VirFG NDD into
another cuvette (30 μL each at 100 μM) and analyzing the two
cuvettes simultaneously. The same result was obtained by averaging
the spectra of VirA CDD and VirFG NDD acquired separately. We
then combined the two docking domains, and placed the mixture into
both cuvettes (30 μL at 100 μM), again analyzing the two
simultaneously. Spectrum deconvolution was carried out using the
CDNN software.35

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 Å−1. The scattering vector is defined as 4π/
λ sin θ, where 2θ 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.36 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,37,38 presumably by stabilizing the structure of
the proteins. A 50 μL 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−1), 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).36 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 Rg (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(−q2Rg

2/3) for qRg < 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 Rg 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 Rg 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

interactions. The distance distribution function P(r) and the maximum
particle diameter Dmax were calculated by Fourier inversion of the
scattering intensity I(q) using GNOM.39

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,40 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.41

Ab Initio Shape Determination. Ab initio protein shapes were
calculated from the experimental SAXS data using the bead-modeling
program DAMMIN.42 At least 20 independent fits were carried out
without imposition of symmetry for the monomeric VirFG NDD, the
VirA CDD/VirFG NDD and VirA ACP5b-

CDD/VirFG NDD non-
covalent complexes, and the VirA CDD−VirFG NDD and VirA
ACP5b-

CDD−VirFG NDD covalent fusions and with a 2-fold symmetry
restraint for the VirA ACP5b-

CDD−VirFG NDD-KS6 fusion protein.
(In the absence of such an imposed symmetry, the fit between the
experimental and model SAXS curves was poorer (greater χ2)). The
results of several DAMMIN models were then compared using the
program SUPCOMB43 in order to determine a consensus model.
Low-resolution models were then averaged using the DAMAVER and
DAMFILT packages.44,45 The quality of the 3D modeling was
determined using the discrepancy χ2, defined according to Konarev et
al.44 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
χ2 is inversely proportional to the measurement error, that is, the lower
the error in the measurement, the higher the χ2. Because the detector
at SOLEIL yields inherently low-error, high-quality data, the effect is to
raise the determined χ2 values above this standard range.46

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 χ2 of approximately 1, as has been suggested.46

High-resolution structures or models were then superimposed into
the ab initio protein shapes using SUPCOMB.43 Figures displaying the
protein structures were generated using PYMOL (Schrödinger, LLC),
and the low-resolution bead models from DAMMIN were converted
into mesh.

Molecular Modeling. A 3D structural model of the KS6-linker
region was generated by pairwise comparison of profile hidden Markov
models using the HHpred server (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/
hhpred).47 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 KS6-linker within the Protein Data
Bank is KS2 of PksJ (PDB: 2NA1) (35% sequence identity; 63%
similarity).48 This structure was then used to construct a model of the
KS6-linker using the associated MODELER software.49 The KS6
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.42 Twenty of the resulting low-
resolution models (χ2 of 2.321−2.489 vs the SAXS data) were
compared using SUPCOMB,43 revealing an extended shape that is not
consistent with the conformation of VirFG NDD adopted in the VirA
CDD−VirFG NDD fusion. Indeed, calculation of theoretical scattering
curves for VirFG NDD alone using CRYSOL50 based on the NMR
structure of the VirA CDD−VirFG NDD 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 Å−1 (χ2

= 6.61−10.39). Furthermore, the Kratky plot51 computed from the
experimental SAXS curve is consistent with an elongated shape/
flexible particle. Taken together, these calculations clearly show that
free VirFG NDD and VirFG NDD in complex with partner do not
adopt the same structure, consistent with an induced conformational
change.
Accession Numbers. Chemical shifts for VirA CDD in complex

with VirFG NDD and for VirA CDD−VirFG NDD have been deposited
in the Biological Magnetic Resonance Bank with accession codes
25721 and 25706, respectively. PDB coordinates for VirA CDD−
VirFG NDD have been deposited under accession code 2N5D.

■ RESULTS

In Silico Analysis of Docking in trans-AT PKSs. In
earlier work, we identified VirA CDD as comprising the 50
residues C-terminal of the conserved ACP5b domain of module
5 (Figure 1).21 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 BLAST52 analysis of this region returned no
homologues within the PDB, the first 28 residues of VirFG
NDD show low sequence homology to VirA CDD (28%
identity53) and to multiple Class 2 docking domains (e.g., 4−
21% to the six reported docking domains of the curacin PKS;17

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 CDD 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.6,15−17,54 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.e., 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 CDD (10−53% identity; avg.
22%)53 and VirFG NDD (8−39% identity; avg. 23%),53

respectively. All of the regions were predicted by secondary
structure analysis (PsiPred23 and PROMALS3D)24 to contain
two α helices or, more rarely, one long α 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

product is referred to as pristinamycin IIA), and as expected,
sequences with homology to VirA CDD and VirFG NDD were
present on the respective subunits SnaE2 and SnaE3.55

Nonetheless, the NDD 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 PKS56

begins some 300 residues upstream of a Met and the first
conserved α 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 CDD and VirFG NDD Serve as Docking Domains.
Having identified VirA CDD and VirFG NDD 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 His6-SUMO-
tagged proteins using plasmid pBG-102 (Vanderbilt University
Center for Structural Biology): VirA CDD, VirFG NDD, VirA
ACP5b-

CDD, VirFG NDD-linker (all 70 residues up to the
conserved KS6), VirFG

NDD-KS6, and a protein (VirA CDD−
VirFG NDD) in which the two docking domains were
covalently fused via the same eight-amino-acid linker
(G3SG3S) used previously to study the Class 2 docking
domains of cis-AT PKSs17 (Supporting Information Methods).
For the sequences of all constructs, see Table S4. To allow both
efficient monitoring of VirA CDD and VirFG NDD 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 inf ra) showed
that these additions had no effect on the native docking
interaction involving the opposite termini. Following cleavage
of the His6-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 NDD as the
G3SG3S sequence used to fuse the domains covalently, which
we also show by NMR (vide inf ra) to have no effect on the
docking interaction while in the case of VirA CDD, it lies
upstream of the added Y. In the case of VirFG NDD-KS6, we
designed the expression construct to include 179 residues
downstream of the KS6 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)18 because this choice of boundary previously allowed us
to obtain the KS of module 5 as a stable protein.21

As an initial demonstration that the docking domains
interact, we carried out analytical gel filtration in the presence
of VirA CDD, VirFG NDD, and a 1:1 mixture of the two
domains (all at an initial concentration of 670 μM). On their
own, VirA CDD 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 CDD, 11.8 kDa (monomer
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weight 4.3 kDa); VirFG NDD 7.4 kDa (monomer weight 4.1
kDa); and the VirA CDD/VirFG NDD 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
inf ra). Measurement of the affinity of the interaction by ITC
yielded a value of 5.8 ± 0.2 μM (from three independent
analyses, Figure S5), which is within the range measured for
Class 1 and 2 docking domains (4−20 μM);16,17 a similar Kd (4
μM) was measured for the VirA ACP5b-

CDD/VirFG NDD pair
(Figure S5). Inclusion of the 42-residue linker downstream of
VirFG NDD did not significantly alter the affinity (Kd = 5.5 μM
for the interaction between VirA CDD and VirFG NDD-linker,
Figure S5), supporting our supposition that this region is not
involved in docking.
Characterization of Docking between VirA CDD and

VirFG NDD by NMR, SAXS, and Allied Methods. To
investigate in detail the interaction between the two docking
domain partners, we analyzed 15N-labeled VirA CDD in
isolation and in the presence of unlabeled (14N) VirFG NDD
so that in either case only signals arising from VirA CDD would
be visible in the obtained spectra. In the absence of its partner
docking domain, the 15N−1H HSQC spectrum of VirA CDD
(100 μM) exhibited only 15 of 37 expected peaks (Figure S6).
In contrast, when a 2- to 4-fold excess of 14N 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 CDD: (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),21 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 CDD was increased incrementally are
consistent with a net monomer to dimer transition, with the
protein dimerizing completely above 30 μM (Figure S5).
Furthermore, molecular weight estimation by SAXS MoW
following SAXS analysis of VirA CDD (Figure S7 and Table S5)
yielded a molecular weight of 8.4 kDa (this procedure typically
produces measurement errors of <10%;40 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 CDD 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 q range 0.018 and 0.3 Å−1) were good,
but the χ2 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 CDD
in solution is best described as a population of interchanging,
nonspecific dimers. To investigate whether VirA CDD retains
its structure even in the monomeric form, we analyzed it by CD
at concentrations both above (100 μM) and below (10 μM)
the estimated dimerization point. This experiment showed that
although autoassociation did increase the overall secondary
structure, VirA CDD retained 73% of its α-helical content in
monomeric form (Figure S8).
Although isolated VirA CDD clearly homodimerizes, in the

presence of excess VirFG NDD it undergoes subunit exchange

to form a stable, heterodimeric docked complex, explaining the
observation of almost all anticipated NMR peaks. This fact
allowed us to fully assign 15N,13C-VirA CDD 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 CDD comprises two short α helices
(residues Q6936−R6947 and I6953−L6960; numbering based
on GenBank: BAF50727).
We next carried out these experiments in reverse, with 15N-

labeled VirFG NDD and unlabeled (14N) VirA CDD. The
15N−1H HSQC spectrum of isolated VirFG NDD (100 μM)
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 NDD alone (i.e., 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).57 (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% α helix, Figure S8), whereas
analysis by ITC under the same conditions as for VirA CDD
provided no evidence for homodimerization (Figure S5). As
further support for the IDP character of VirFG NDD, addition
of 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) to the buffer significantly
increased the α-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.58 We also analyzed VirFG NDD by
SAXS under the NMR conditions, yielding an Rg of 16 ± 1 Å, a
Dmax of 66 Å, and Mws of 5 kDa (SAXS MoW) and 4.2 ± 0.4
Da (SEC-MALLS), consistent with a monomer (Figure S7 and
Table S5). The Dmax value accords with an extended, albeit
partially folded protein (predicted Dmax for a fully extended
protein of 40 residues =160 Å, Figure S7); this result also
explains the anomalous behavior by analytical GF, in which
VirFG NDD appeared to elute as a dimer because of its
extended shape. The form of a Kratky plot51 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 α 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 NDD-KS6) because the construct aggregated in
solution. Thus, we cannot strictly rule out the possibility that
VirFG NDD is structured in its native context even in the
absence of VirA CDD, although clearly it shows multiple
characteristics of an IDP.
In any case, addition of a 4-fold excess of 14N-VirA CDD (ca.

400 μM) 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 CDD. To
bolster the case that VirFG NDD was gaining structure upon
contact with VirA CDD, we carried out differential CD analysis,
acquiring spectra of VirFG NDD and VirA CDD 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 (α-Helical content
increased from 40 to 52%).35 VirA CDD is already at least
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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 CDD also increases. An
essentially identical 15N−1H HSQC spectrum of 15N-labeled
VirFG NDD was obtained in the presence of VirA ACP5b-

CDD
(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 CDD−VirFG NDD in which the two docking
elements were covalently fused.17 (For the sequence of this
protein, see Figure 3A.) Structural studies of 15N,13C-labeled
VirA CDD−VirFG NDD (Figures 3 and S6) were carried out by

multidimensional heteronuclear NMR spectroscopy. Structure
calculation was performed using a two-step procedure
consisting of initial structure generation using CYANA30

followed by restrained molecular dynamics refinement within
Amber.33,34 The quality of the structures was assessed using
PROCHECK-NMR59 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 15N−1H 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.

Figure 3. Analysis of docking between VirA CDD and VirFG NDD. (A) Sequence of the VirA CDD−VirFG NDD fusion construct, with VirA CDD
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 CDD−VirFG NDD color-coded as in A. (C and D) The strong correspondence between the SAXS curve for
VirA CDD−VirFG NDD predicted from its NMR structure (CRYSOL50) (blue) and those obtained (red) for (C) the noncovalent VirA CDD/VirFG
NDD complex and (D) VirA CDD−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 CDD−VirFG NDD. (F) Electrostatic
interactions at the docking interface within VirA CDD−VirFG NDD that were targeted for site-directed mutagenesis.
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Within the context of this fusion construct, VirA CDD
comprises two consecutive, short α helices as found for discrete
VirA CDD in complex with VirFG NDD. Likewise, fused VirFG
NDD incorporates two short α helices (residues A3−K11 and
R17−L24, numbered according to our revised sequence of
VirFG,21 GenBank: KT308172), and its NMR spectrum
superimposes on that of the domain in noncovalent complex
with VirA CDD (Figure S6). The introduced Y residues at the
extremities of VirA CDD and VirFG NDD both lie within
unstructured linkers at a significant distance from these key
secondary structure elements (7 and 11 residues, respectively,
for VirA CDD and VirFG NDD) and do not contact the docked
complex, confirming that they have not affected the interaction.
Together, the four α helices form a four α-helical bundle in
which the two sets of α 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,15−17

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 (calcd Mw 8.4
kDa; heterodimeric complex weight, 9 kDa via SAXS MoW;
and 8.9 ± 0.9 kDa, via SEC-MALLS; Table S5). 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 VAST61 and
DALI62 did not reveal a comparable topology for any known
interprotein complexes, consistent with previous findings that
IDPs characteristically form unusual interactions.63 Independ-
ent evidence for the structure was obtained by SAXS because
the curve predicted using CRYSOL50 from the NMR structure
of the VirA CDD−VirFG NDD fusion protein superimposed
nearly perfectly with the SAXS data obtained on this construct
(χ2 = 2.90; Figures 3C,D and S7 and Table S5). 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 (χ2 = 6.61−10.39), proving that VirFG NDD
undergoes a structural transition in the presence of its partner
VirA CDD. (See Figure S7 for a representative fit.) Within the
complex, the interface is ∼730 Å2, an extensive surface area
given the limited number of participating residues (17 amino
acids within a 4 Å 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.64 If two such complexes form simultaneously in vivo
at the VirA/VirFG junction, then the total interaction surface
area would be ∼1460 Å2, which is in between Class 1 (∼1100
Å2) and Class 2 (∼1800 Å2) docking domains and in accord
with the affinity measured by ITC. The docking interface is
hydrophobic, and comprises residues L6939, L6943, V6946,
I6953, A6956, V6957, and L6960 of VirA CDD and residues
A3, L7, F10, A20, and L24 of VirFG NDD (Figure 3E,F). The
contact surface between the two VirACDD α helices includes
L6942, A6945, L6951, A6956, and L6959, whereas that
between the two VirFG NDD α helices comprises I6, L15,
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

well-conserved at the corresponding positions. Three electro-
static interactions are also present at the interface (residues
(VirA CDD/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 Kd 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 NDD being an IDP and with its
disordered character needing to be actively maintained against
mutations that can increase structural content.65 However, this
behavior complicated interpretation of ITC data obtained using
mutant VirFG NDD because we could not clearly distinguish
between mutations which disrupted an important interaction
with VirA CDD and those which simply impacted the ability of
VirFG NDD to undergo induced structuration. We therefore
focused our attention on the VirA CDD 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 CDD (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 S5.) 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 (Kd = 5.8
μM) by factors of ca. 15 (85 ± 23 μM) and 4-fold (20 ± 2
μM), respectively. The effect of changing the charge state of the
residues was equally significant, with the affinity of VirFG NDD
binding to the VirA CDD N6949K and E6954K mutants
reduced to 37 ± 4 and 49 ± 16 μM, 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
CDD. 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 μM, 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 CDD/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
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Table S7); thus, it is not possible at present to discern a clear
“code” that drives interaction specificity. However, in no case
do the docking domain pairs from the same system have
identical sets of residues at these positions, consistent with their
potential contribution to partner choice through effects on
kon.

66,67 Similarly, the precise nature of the hydrophobic
interface residues varies between multiple docking domain
pairs from the same system (e.g., chivosazol (Chi),
oxazolomycin (Ozm), thailandamide (Tai), and enacyloxin
(5922)); thus, they may also contribute to docking specificity
through effects on kon, koff, or both (Table S7).66,67

Positioning of the Flanking ACP and KS Domains as
Determined by SAXS. The challenge of achieving specific
interactions is substantial when multiple, candidate interaction
partners have similar sequences and 3D structures, as is the case
within the C- and N-terminal docking domains from the Chi,

Ozm, enacyloxin, and Tai systems (Table S3).68 This raises the
question of whether contacts between the flanking domains and
the docking complex or direct contact between the domains
themselves also contribute to specificity as observed for cis-AT
PKSs.54 To address this issue, we aimed to identify by SAXS the
locations of the flanking VirA ACP5b and VirFG KS6 domains
relative to the docking domains. For this, we analyzed the
following constructs: VirA ACP5b-

CDD (data from ref 21), VirA
ACP5b-

CDD/VirFG NDD complex, VirA ACP5b-
CDD−VirFG

NDD (a covalent fusion between ACP5b-
CDD and VirFG

NDD), and a fusion protein spanning from ACP5b to KS6 (VirA
ACP5b-

CDD−VirFG NDD-KS6) (Figure S3); as mentioned
previously, it was not possible to investigate noncovalent
domain combinations involving VirFG NDD-KS6 (i.e., VirA
CDD/VirFG NDD-KS6 complex and VirA ACP5b-

CDD/VirFG
NDD-KS6 complex) because of aggregation. For the non-

Figure 4. Analysis of the interface between subunits VirA and VirFG by SAXS. (A) Analysis by SAXS of the VirA ACP5b-
CDD/VirFG NDD complex.

Fit between the ab initio model computed with DAMMIN42 (solid black line) and the experimental SAXS data (red dots). This analysis yielded a
molecular envelope different from that of VirA ACP5b-

CDD alone21 because density was only observed for one ACP domain (light blue) and the
docking domain complex (VirA CDD in red and VirFG NDD in dark blue). This result confirmed that docking occurs between a single copy each of
the C- and N-terminal docking domains and that ACP5b 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 ACP5b-

CDD−
VirFG NDD 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 ACP5b-

CDD and VirFG NDD-KS6 (VirA ACP5b-
CDD−VirFG

NDD-KS6). Fit between the ab initio model computed with DAMMIN (solid black line) and the experimental SAXS data (red dots). A homology
model of KS6 (yellow) was placed into the average molecular envelope using SUPCOMB,43 whereas localization of the NMR structure of ACP5b

21

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 KS5-
ACP5a-ACP5b region of VirA module 5 (ref 21) (KS5 in green, ACP5a in orange) on the average molecular envelope obtained for VirA ACP5b-

CDD−
VirFG NDD-KS6. This analysis suggests that the interaction between the subunits creates a single, closed reaction chamber within module 5.
However, because the estimated distance between the ACP5b and KS6 active sites would not allow for direct chain transfer, conformational
adjustment is likely to occur in the presence of polyketide intermediate on ACP5b.

7
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covalent complex VirA ACP5b-
CDD/VirFG NDD, we used

equal concentrations of both partners well above the measured
Kd values in order to favor complex formation and disfavor self-
association of VirA CDD.
Previous analysis by SAXS of VirA ACP5b‑CDD21 yielded an

average molecular envelope consistent with the homodimeriza-
tion observed for VirA CDD 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 ACP5b-

CDD−VirFG NDD (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 S5). 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 ACP5b does not contact it directly.
Analysis of VirA ACP5b-

CDD−VirFG NDD-KS6 (Figure S7)
gave an average molecule envelope (χ2 = 1.77) into which the
homodimeric KS6 domain could be confidently placed using
SUPCOMB43 (Figure 4C). It was not possible, however, to
locate computationally the two ACP5b domains and the two
docking domain complexes because the scattering data are
dominated by the signal from the KS6. However, from the
obtained molecular envelope it is clear that the 42-residue
sequence separating VirFG NDD from KS6 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 ACP5b 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 encompassing
the KS5, ACP5a, and ACP5b domains (KS5−ACP5a−ACP5b)

21

(Figure 4D). This analysis shows that the two sets of ACP5b

domains superimpose nearly perfectly and therefore that the
global form observed for VirA ACP5b-

CDD−VirFG NDD-KS6 is
compatible with the previously characterized structure of
module 5 (ref 21). In the absence of docking with the
downstream subunit, module 5 adopts a wider open shape
(distance ACP5b to ACP5b in module 5 alone = 279 Å21 vs 200
Å in KS5−ACP5a−ACP5b), so as proposed earlier,21 interaction
with VirFG induces closure of the module.

■ 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-AT PKSs
characterized to date is orchestrated, at least in part, by
matched terminal docking domains (DDs).14−17 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 CDD
and VirFG NDD (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-

terminal DD is predicted69 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 μM). All of the
docking complexes incorporate contacts between α helices.
Although architecturally distinct, the docking interfaces are
largely hydrophobic and similar in size (1100−1800 Å2).
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
(i.e., classes 1a and 1b13).
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 prokaryotes70 (though relatively more common in high-
GC, large-genome-size bacteria such as the Actinobacteria),71

and VirFG NDD represents a strong candidate for the first IDP
to be shown to participate in bacterial secondary metabolism.
VirA CDD 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.65 This is indeed the
case for the Vir4 and Sna55 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 CDDs; 66% overall identity between VirFG/
SnaE3 vs 39% for the NDDs).53 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,65 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 5 to have an open architecture but that flexibility on the
level of the “arms” might allow it to clamp down to engage with
the KS6 domain of the next module. Indeed, the distance
between the ACP5b domains seems ideally adapted to
accommodate the homodimeric KS6 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 β-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 ACP5b and KS6 active sites in
this apo structure (ca. 80 Å) 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
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extension intermediate tethered to the ACP.6 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 ACP5b is correctly positioned to interact
with KS6. However, visualizing this productive chain transfer
complex by SAXS or cryo-EM will likely require studies of
appropriately modified VirA module 5, 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.56
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SUPPLEMENTARY METHODS 
 

Table S1. Primers used in this study. 

Constructs 
Primer 
type 

Oligonucleotides (5ʹ-3ʹ)a 

VirA CDD f TTTCCGGGATCCTATACCGGCGCCGGGGAGCCCTC 
r TTTCGCAAGCTTTCAGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

VirFG NDD f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
r TTTCCGAAGCTTTCAATACGGGCGCGGTGCGGCCG 

VirFG NDD-linker f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
r TTTCCGAAGCTTTCAGGGCCGGCCGGCCGT 

VirA ACP5b-CDD f TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG 
r TTTCGCAAGCTTTCAGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

VirFG NDD-KS6 f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
 r TTTCCGAAGCTTTCAGCGTTCGACGTAGTGGCGGTGCGG 
 BamHI f GACACGTTCTGGCAGCGCATCCTCGACGGCGAC 

 BamHI r GTCGCCGTCGAGGATGCGCTGCCAGAACGTGTC 

VirA CDD−VirFG NDD 
(covalent fusion) 

f TTTCCGGGATCCTATACCGGCGCCGGGGAGCCCTC 
r TTTCCGAAGCTTTCACGGGCGCGGTGCGGCCG 
Overlap1 GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
Overlap2 GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

VirA ACP5b-CDD−VirFG 
NDD (covalent fusion) 

f TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG 
r TTTCCGAAGCTTTCACGGGCGCGGTGCGGCCG 
Overlap1 GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
Overlap2 GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

VirA ACP5b-CDD−VirFG 
NDD-KS6 (covalent 
fusion) 

f TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG 
r TTTCCGAAGCTTTCAGCGTTCGACGTAGTGGCGGTGCGG 
Overlap1 GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
Overlap2 GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

VirA CDD D6940A f TCCCAGGCGGACCTGGCCGCGCTGCTCAGCGCC 
r GGCGCTGAGCAGCGCGGCCAGGTCCGCCTGGGA 

VirA CDD D6940R f TCCCAGGCGGACCTGCGCGCGCTGCTCAGCGCC 
r GGCGCTGAGCAGCGCGCGCAGGTCCGCCTGGGA 

VirA CDD L6943A f GACCTGGACGCGCTGGCCAGCGCCGTCCGCGAC 
r GTCGCGGACGGCGCTGGCCAGCGCGTCCAGGTC 

VirA CDD N6949A f AGCGCCGTCCGCGACGCCCGGCTGTCCATCGAG 
r CTCGATGGACAGCCGGGCGTCGCGGACGGCGCT 

VirA CDD N6949K f AGCGCCGTCCGCGACAAACGGCTGTCCATCGAG 
r CTCGATGGACAGCCGTTTGTCGCGGACGGCGCT 

VirA CDD E6954A f AACCGGCTGTCCATCGCGCAGGCGGTCACCCTG 
r CAGGGTGACCGCCTGCGCGATGGACAGCCGGTT 

VirA CDD E6954K f AACCGGCTGTCCATCAAGCAGGCGGTCACCCTG 
r CAGGGTGACCGCCTGCTTGATGGACAGCCGGTT 

VirFG NDD K4A f GGATCCATGGACGCGGCAGAGATCCTGACCCGA 
r TCGGGTCAGGATCTCTGCCGCGTCCATGGATCC 

VirFG NDD K4E f GGATCCATGGACGCGGAAGAGATCCTGACCCGA 
r TCGGGTCAGGATCTCTTCCGCGTCCATGGATCC 

VirFG NDD K11A f ATCCTGACCCGATTCGCGGACGGGGGCCTGGAC 
r GTCCAGGCCCCCGTCCGCGAATCGGGTCAGGAT 

VirFG NDD R17A f GACGGGGGCCTGGACGCGGCCGCCGCCCAGGCG 
r CGCCTGGGCGGCGGCCGCGTCCAGGCCCCCGTC 

VirFG NDD R17D f GACGGGGGCCTGGACGACGCCGCCGCCCAGGCG 
r CGCCTGGGCGGCGGCGTCGTCCAGGCCCCCGTC 

aIntroduced restriction sites are underlined, while the added Tyr is indicated by bold letters. 
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Representative analysis of SAXS data obtained on VirA CDD VirFG NDD. Shown are the variation in Rg 
and I(0) after gel filtration chromatography, as a function of the frame number.  

S4 
 

SUPPLEMENTARY RESULTS 

 

A 

 
                              28 

MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRP 

 
B 
 
CurL         1 -----------------------------------------------------------------LP------------- 

CurI         1 --------------------------------------------------------------------MGWKSVADS--- 
CurJ         1 ---------------------------------------------------------------------ILSSNSTA--- 

CurG         1 -----------------------------------------------------------------VKVGLFRTEIDQ--- 
CurH         1 -----------------------------------------------------------------IP-IEFSSNLDE--- 

CurK         1 -----------------------------------------------------------------MP-IDFSSHLDQ--- 
RhiC         1 ------------------HRAELATW-------------LNGVHQ-------------AGSAARGAPK-PY-RQF----- 

MmpA         1 -------------------------------------------------------------------------------- 
CurA         1 ----------------------IAAT-------------GGSKLF-------------QGNGNGGHPQ-ES--------- 

JamE         1 ----------------------ITAT-------------GSSKLP-------------QGNGNGGYSQ-ES---S----- 

StiB         1 -------------------------------------------------------------LSREIPT-ATSEASPPTRT 
TaiE         1 --------LGARLPAAQAARA---------------------------G-AF-AGVEPGEPDARALPA-AA-RAAAP--- 

Ta-1         1 -----------------------------------------------------------------IQK-TV-SAGA---- 
AjuA         1 -------------------------------------------APTANGATV-RGPERT-------------TTSTE--- 

ElaK         1 --------------------------------------------------------------------------MTN--- 
AjuE         1 ----------------------IATV---------SAGHDDAREPQE--------------------------------- 

VirA         1 -----------------------------------------------------AAPVPA----------AAAEPAAL--- 
SnaE2        1 -------------------------------------------------------------------------TAPQ--- 

TaiL         1 LALARRRAGGAPLPDAEAASATTATTASASGTAHAPNAAGDAHAPNAAGARA-ATPAPAENAAGAVHA-ARAANPAN--- 
VirFG        1 -------------------------------------------------------------------------------- 

StiA         1 ------------------------------------------------GIQLNGVEE---------PP-QAVE-SPSV-S 
StiE         1 ------------------------------------------------GLVLSVAEA---------PS-QAAEQSGSRAA 

StiG         1 -----------------------------------------------------------------------AIHSAAPEN 
AjuB         1 -----------------------------------------------------AEPV---------PA-TSSPTL--IAV 

AjuG         1 ------------------------------------------------------APT---------PE-TAAPPSPDASS 
consensus    1                                                                  ..       .      

1 2

                                           -------   ------------------- 
CurL         3 ----EG---QEEEEVDLDDSQ-----NTQNLDSAQIETQGKVDHAIAAE-LQEIKNLLKEGN----------- 

CurI        10 ---ESN---LPE--------RKEVDVDEQILPVIEDISEEEFEALAAQQ-LEKIKSML--------------- 
CurJ         9 ---ASE---AETLDDMVDEGSLESELSESLAAEINQLSEDEMDLAVSQA-VSQLDQLL--------------- 

CurG        13 ---D------QQEDDSL---------EAKLLDEIKQSSNQELESSIDQI-LESIIN----------------- 
CurH        12 ---IEN---LEQEEID----------NTFR---FQEMSEDEMANILARK-LESLEGKKS-------------- 

CurK        12 ---TEK---ALDEEDVVAD-------GSSQLSDITELSEIELEASVLQE-IEALEKLI--------------- 
RhiC        30 -EPPHPLDHQLEKQFLSG--------ELSIDSLLNLVSIGTVER----------------------------- 

MmpA         1 ------VQVVHSS-------------DDLLDTILNQVQSGALAADSACAVVEDV----LAQR----------- 
CurA        23 --LPNNGSPVNSSEEMDP--------KLRLRAILNKVAKKELTIQEANKLVQQI----KKQVTV--------- 

JamE        24 --SPNHASQGDSSEEMSQ--------KVRLRAILNKVANNELTVQEANQLVQQL----KQQVTV--------- 
StiB        19 KDSAPTIEPQV---DALS--------GTA----LAELFDEQLSAIDAL--IDN----T--------------- 

TaiE        39 ---PA----HT---DAAA--------HTDTDALLRAIERGELDAGDADAIWRR----MQSRAARPEPLAQP-- 

Ta-1        10 ---P----------AQGE--------PPSLDELLRQVEAGELDPSVAQQFLTN----SQS------------- 
AjuA        21 ------VR-------SML--------GEPLD-----LPAEELSDSEAEALLVE----ELERLNY--------- 

ElaK         4 ---ISTYEPVQ---SLQQ--------EFSLDDVVRQVEKGEMDAEAANLLLAV----LSKQ------------ 
AjuE        17 ---------------SRD--------RAALDAALHEV--EQLSEEDALAALMK----GT-------------- 

VirA        15 ---PLPVT-GA---GEPS--------QADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTP----RR-------------- 
SnaE2        5 ---PAGAV-PA---GSVS--------AADLDALLAAVRDNRLTVEQALALLPQ----HT-------------- 

TaiL        76 ---PATLA-NP---APGG--------GVPLDDVLARVHRGELSVEAAEALLAG----ALG------------- 
VirFG        1 ---------------------------MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAG----RT-------------- 

StiA        21 EEDGAAMLKML---EQFQ--------ELSNEDLLGMLSD-DKED------------EVSS------------- 
StiE        23 GDLEALAEGLL---DELE--------GLSDDESG----------------------RLASGTAQRSPREDINE 

StiG        10 TPVGNPSRGIP---DELE--------GLPEEELIALFRD-EMAALERET-SGEKS------------------ 
AjuB        16 TPSPVTALPAL---PSLE--------NLSEAELSDLLAA-ELSASAALM-GPGMD------------------ 

AjuG        17 APSPTGSETAP---DPLD--------ALTEDELVALLAA-ELWPARAGL-SDARSGTLSEGPQRPEPHTA--- 
consensus   81    .     .    . ..        ........  ........  .....  .   .                

                                             H  H  H           C             
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C 
A B

               ------------------------   -------------------------- 
CurL         1 -----------MNLKQEQEKE--QSLSAL-QRALIALKDARSKLEKYETQSKE 
CurH         1 ---MLNKFTKKEQILSEKQQI--KQLSPL-QRAALALKKLETKLNNTLHE--- 

AjuF         1 ----MSRST---------ARE--GRISAV-KLALLAQQVRSKIEGAELLGSE- 
StiF         1 ----MSSFL---------ERV--AELSPE-KRAALAELLRLAPE--------- 

StiB         1 MSDMMKQLA---------RMI--RDLPPD-RRAFLADLLRPEPE--------- 
VirFG        1 -----------MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRT-------------- 

CurJ         1 -----------MEPTTNKEQL-----SLSK-QMFLALKQAEAKLEMMELAKSE 
CurK         1 -----------MELSSQTTQL-----SNQQLLLLLKIQQATAKLHEIETAATE 

AjuB         1 --------MNSGEKREEATT---ASAPTVVKRALAAVQDLRARLAAAEQEKHA 
CurM         1 -------------MSNVSKT---TQQDVSSQEVLQVLQEMRSRLEAVNKAKTE 

StiH         1 -------------MSESAQP---IDYPARLRRALRVVRELQAELKSGRRARAE 
AjuH         1 -------------MSSPPLP---LDRHAVLKHALREIQQLRARVDTSERRERE 

CurI         1 -----------MKKSQSSRT---IDYKALMENAFLQIETLQSKLEAFENQEKE 

AjuC         1 -------------MSNSTET---PDPQARLREAILAIHKLRTRLDAVERQKT- 
consensus    1     .      ....  ....  ............................ . 

                                                     H      HH   C  C 
 

 

Figure S1. Comparative sequence analysis of VirFG NDD and Class 2 docking domains. (A) Sequence of 
subunit VirFG upstream of the conserved KS domain. The first 28 residues (in red) have been 
designated as VirFG NDD. (B) Multiple alignment using ClustalOmega1 of the C-terminal regions of PKS 
subunits from trans-AT PKSs (in red), with those of cis-AT PKS2 (black, except for those of subunit CurA 
and the closely-related JamE (in blue)) (analysis as published in ref. 3). The sequences (with the 
exception of VirFG NDD) from the trans-AT PKSs  lie downstream of the conserved sequences of single 
(Ta1) or tandem acyl carrier protein (ACP) domains associated with -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 -
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.2 (C) Multiple 
alignment using ClustalOmega1 of the N-terminal regions from the partner cis-AT PKS subunits to those 
shown in (B), alongside that of VirFG (in red). The positions of the two -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.2 Key: Cur, curacin (cis-AT PKS);4 Rhi, 
rhizoxin (trans-AT);5 Mmp, mupirocin (trans-AT);6 Jam, jamaicamide (cis-AT) ;7 Sti, stigmatellin (cis-
AT) ;8 Tai, thailandamide (trans-AT);9 Ta, myxovirescin (antibiotic Ta; trans-AT);10 Aju, ajudazol (cis-
AT);11 Ela, elansolid (trans-AT);12 Vir, virginiamycin (trans-AT);13 Sna, pristinamycin (trans-AT).14  
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Table S2. Analysis of intersubunit interfaces in trans-AT PKSs. 

C-terminal 
domain 

N-terminal 
domain 

Split 
module? 

Systems where present (number of interfaces if >1) 

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  Cor 
ACP DH°  Bry 
ACP ER  Bry (2), Etn, Ta 
ACP C  Bae, Bat, Chi, Kir (2), Ozm, Sna (2), Tai, Tdp, Vira 

ACP HC  Dis, Riz, Vir 
KS DH  Chi, Dif (2), Ela, Etn (2), FR9(2), Kir (2), Lnm, Lum, Mis, Mln (2), Sor 

(3), Tst 
KS° DH  Bae (2), Bat, Bon, Cal, Dif, Lum, Mis, Rhi, Tai, Tto 
KS DH°  Cor, Dif 
KS C-MT  Ta, Tai 
KS KR  Ela, Lac, Lkc (2), Lum, Mgs, Mln, Riz 
KS KR°  592 
KS KS  Ooc 
KS ECH  Cal 
FH ACP  Ooc 
KR C-MT  Bae, Bon, Cal, Dif (2), Ela, Etn, Ooc, Rhi, Sor (3) 
KR ACP  Bon, Etn 
DH KS  Lkc 
DH ACP  Atc, Lac, Mgs, Ped 
DH KR  Cto (2), Dis, Lkc (2), Lum, Mis, Mln (2), Tst, Tto 
DH° KR  Mln 
PS KR  Sor 
C A  Alb 
HC A  Cal, Rhi 
C GNAT  Bry 
C C  FR9, Tst 
C N-MT  Ttt 
PCP KS  Ozm, Nsp, Sna, Tdp(2) 
O-MT ACP  Ozm 
C-MT ACP  FR9, Riz 
Ox KR  FR9, Tst 
E C  Tdp 

aThe full Vir-encoding region has not been published.13 But based on comparison with the highly-homologous sna cluster 
from S. pristinaespiralis which gives rise to the same molecule,14 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, ketosynthase; DH, dehydratase; C-MT, C-methyltransferase; KR, ketoreductase; FH, FkbH-like 
domain; ACP, acyl carrier protein; C, condensation; HC, heterocyclization; ER, enoyl reductase; PS, pyrane synthase; A, 
adenylation; GNAT, Gcn5-related N-acetyltransferase; PCP, peptidyl carrier protein; O-MT, O-methyltransferase; Ox, oxidase; 
E, epimerase; °, inactive. 
Key to trans-AT PKS systems: 

Atc, anthracimycin;15,16 Chi, chivosazol;17 Cor, corallopyronin;18 Ela, elansolid;12 FR9, FR901464;19 Kir, kirromycin;20 Mmp, 
mupirocin;6 Ooc, oocydin;21 Ozm, oxazolomycin;22 Rhi, rhizoxin;5 Sna, pristinamycin;14 Tai, thailandamide;9 Tdp, 
thailandepsin;23 Tmp, thiomarinol;24 Vir, virginiamycin;13 592, enacyloxin;25 Cal, calyculin;26 Nsp, nosperin;27  Onn, 
onnamide;28 Ped, pederin;29 Psy, psymberin;30 Bry, bryostatin;31 Etn, etnangien;32 Ta, myxovirescin (antibiotics TA);10 Bae, 
bacillaene;33 Bat, kalimantacin/batumin;34 Dis, disorazol;35,36 Riz, rhizopodin ;37 Dif, difficidin;38 Lnm, leinamycin;39 
Lum, luminaolide;40 Mis, miskinolide;40 Mln, macrolactin;41 Sor, sorangicin;42 Tst, thailanstatin;43 Bon, bongkrekic acid;44 Tto, 
tolytoxin;40 Lac, lactimidomycin;45 Lkc, lankacidin;46 Mgs, migrastatin;47 Cto, chlorotonil;16 Alb, albicidin;48 Ttt, 
thalassospiramide.49 
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ChiB_ACP         1  ----------------------------LSSFAADVRLPGAAKIDTAALFG-------------------   23 

TaiL_ACP         1  ----------------------------ASELALARRRAGGAPLPDAEAASATTATTASASGTAHAPNAA   42 
OzmN_ACP         1  ---------------------------------------------------AATGAAGTAAGTAAGPARA   19 

OzmH_ACP         1  ----------------------------------DALLGPAAQEP-------------------------   11 

ChiE_ACP         1  ----------------------------VDHHE-AALRASEPPGVGGGGAEPVRPRANPERPERADPP--   39 
ChiC_ACP         1  -----------------------ERDPALAEIKAQVLRAQGA----------------------------   19 

KirAV_ACP        1  ----------------------------AGRFDGGTGG--ADDLPALFADFDRLA---------------   25 

5925_ACP         1  ---------------------------------------LAANAPAG-----------------------    8 
VirA_ACP         1  -----------------------------------AGR--AAPVPA------------------------    9 

KirAII_ACP       1  HDKYGPLPATATPEPPPAPVTSSATAPEPTSVPVASSAAAPAPIPA------------------------   46 
SnaE2_ACP        1  -----------------------------------TSR--TAPQPA------------------------    9 

TaiE_ACP         1  ----------------------------------GTQL--GARLPAAQAARAGAF---AGV---------   22 

AtcE_ACP         1  -----------------------------------HAG--HAAAPPGA----------DGA---------   14 
DisB_ACP         1  -----------------------------------SRR--GARAPESRAKARSGA---AGA---------   21 

Ta-1_ACP         1  --------------------------------------------GN------------------------    2 

RhiC_ACP         1  ---------------------------------ADNQRTAMAVSPN------------------------   13 
RizC_ACP         1  ------------------------------------RALV-TEAPPRGA---------------------   12 

TaiD_ACP         1  -----------------------AERIARDG---GRRAAEAARAPDAAMAS--DVA--------------   28 

5923_ACP         1  -----------------------------------------AR---GALAE--LFA--------------   10 
EtnH_ACP         1  ----------------------------------------CAEHPDDLARRQAG----------------   14 

BaeM_ACP         1  ----------------------------------------LTEHKETIETFYRTE---------------   15 

MlnD_ACP         1  --------------------------SSI-------------RNR-------------SAD---------    9 
OzmK_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

BryA_ACP         1  --------------------------RKQIIS----------NDE-------------KQH---------   12 
Bat1_ACP         1  ------------------------VRIVSAQPREAS----SARTLDVVVGERLDTQ--SSD---------   31 

ElaK_ACP         1  ---------------------------------------SSEMT-------NISTY--EPV---------   13 

BryB_ACP         1  ------------------------------------------KQKIEQK---------------------    7 
Consensus_aa:       .........................................h............................ 

Consensus_ss:                                                     h                        

 

                                                                                    1 

                                                                                                                                                                                                                  ---------- 
ChiB_ACP        24  ---------------DGAAPAPAPA---------PAPVD-EPRGGEPEG----------D-----EPLWR   53 

TaiL_ACP        43  GDAHAPNAAGARAATPAPAENAAGAVHAARAANPANPAT--LANPAPGG----------G-----VPLDD   95 
OzmN_ACP        20  A----EPEAGIEQLVDSLSDTEVD----------------------------------------------   39 

OzmH_ACP        12  ---------------PAP---------------PAPPAS--SASSASSG----------T-----SAPDD   34 

ChiE_ACP        40  -------ERAGVAPGRRAPSPPAAAVERFDGA---VPED--LAGEVARM---------SD-----AEVER   83 
ChiC_ACP        20  ---------------PGP---------------GAPE--------LAVG----------H-----DELWR   36 

KirAV_ACP       26  ----------------------AGLTEAATDEVFRDRVVERVRGLLTAL-------SPATP---EAPPD-   62 

5925_ACP         9  ----------------------SAVAEAAS-----------VAPAVEAT-------EPAA-----APLDT   33 
VirA_ACP        10  -----------------------AAAEPAA----------LPLPVTGAG-------EPSQ-----ADLDA   34 

KirAII_ACP      47  -----------------------PVAPSAA----------APAPVASSAAAPEPPPAPVA-----ADAVG   78 

SnaE2_ACP       10  -----------------------GAVPAG---------------------------SVSA-----ADLDA   24 
TaiE_ACP        23  ---------------EPGEPDARALPAAARAA--APPAH--------TD-------AAAH-----TDTDA   55 

AtcE_ACP        15  ------------------------------------------------G-------PERA-----TDVED   24 

DisB_ACP        22  ------------------------------------------------------------------DLST   25 
Ta-1_ACP         3  -----------------------EIQKTVSAG-----------APAQGE----------P-----PSLDE   23 

RhiC_ACP        14  -----------------------DLDHAVSAG-----------NNVRG--------QSRPIEIHPPFADQ   41 
RizC_ACP        13  --------------------------TQSANGH-------------ALE-------GMSD-----GNLEE   31 

TaiD_ACP        29  ---------------EASVVSEATEASDASEASDASEAS--EASEASEA-------SKAP-----ADLAA   69 

5923_ACP        11  ---------------PAIVAAPAQ----LAN----------AAADASLG-------DHSA-----AELAR   39 
EtnH_ACP        15  ----------------------------TQANG--------------GA-------VLER-----RAVEA   30 

BaeM_ACP        16  -------------------------ETETEAA--APESK-----------------EYTD-----QEIIA   36 

MlnD_ACP        10  ----------------------KPYNGNFREKS--GFGLEEIAYTLQTGR----EPFECRLAITCSNIGD   51 
OzmK_ACP         1  -------------------------------------------------------------------EAE    3 

BryA_ACP        13  ----------------------QPSISTIFP----------------------------------TSLDE   26 

Bat1_ACP        32  ---------------DRT----MKMLEDFRDG---NVKIEEVEGILDRW-------TKTQS--SDDRTMK   70 
ElaK_ACP        14  ----------------------QSLQQEF-------------------------------------SLDD   24 

BryB_ACP         8  -----------------------NDIQNLSSSSYFSEDN-----------------QEVA-----LSLKE   32 

Consensus_aa:       .................................................................s.h.. 
Consensus_ss:                              hhhhhh                                      hhh 

                                                                                                                                 2 
                    ----------                                         -------- 

ChiB_ACP        54  ----LLRGVESGAL------------------------------------DVNEACRLLELP--------   75 

TaiL_ACP        96  ----VLARVHRGEL------------------------------------SVEAAEALLAGALG------  119 
OzmN_ACP        40  ----SLLRQLGSVL------------------------------------QKQEEQR-------------   56 

OzmH_ACP        35  LIVKLEARFAAGEL------------------------------------SAAEVLDLLDAELATREQR-   67 

ChiE_ACP        84  ----LLGWLQGGGAGGAGGAGGAGATN----------GSSAVRASLDDGQEREAERRRLDRGPSGEWR--  137 
ChiC_ACP        37  ----LLGALGDAELD---------------------------------ALGDAELDALFNALRSRPELEG   69 

KirAV_ACP       63  ----LFAAA-----------------------------------------TDDEVFALIDAELGSPVRGQ   87 

5925_ACP        34  ----ELSEIEG--L------------------------------------QDDDLAALLGKEFIRE----   57 
VirA_ACP        35  ----LLSAVRDNRL------------------------------------SIEQAVTLLTPRR-------   57 

KirAII_ACP      79  ---ALLAGLRDGSV------------------------------------TVDDALAELRQGNVR-----  104 

SnaE2_ACP       25  ----LLAAVRDNRL------------------------------------TVEQALALLPQHT-------   47 
TaiE_ACP        56  ----LLRAIERGEL------------------------------------DAGDADAIWRRMQSRAARPE   85 

AtcE_ACP        25  ----MLRRLAAGEL---------------------------------------TVAEAYTNLGGPA----   47 
DisB_ACP        26  ----SLKALSGAVLREQFLAF----------------------GHDLAGVPGEELTRLYAILQEE-----   64 

Ta-1_ACP        24  ----LLRQVEAGEL------------------------------------DPSVAQQFLTNSQS------   47 

RhiC_ACP        42  ----LEGLFLSGEL------------------------------------SIDSLLNIVSPGVAEIREVS   71 
RizC_ACP        32  ----LFARLSGV--------------------------------------SSQKGEA-------------   46 

TaiD_ACP        70  ----LLERFRAGQM------------------------------------DLDDIVDL------------   87 

5923_ACP        40  ----ILAHELGG---------------------------------------LESRGAL------------   54 
EtnH_ACP        31  ----LAEELALGRI------------------------------------SLDQTLDRLRA---------   51 

BaeM_ACP        37  ----MMKQVSEGTL------------------------------------DFKRVQDIIEGSKTYES---   63 

MlnD_ACP        52  ----LLEKLNGYIQGSRLQGVYEGNVTDFDSLYAPLFGGPEGHAYVQSLIQQNKPAKLAQLWTIGCEISW  117 
OzmK_ACP         4  ----LIERIDE--L------------------------------------PEETVSTLLA----------   21 

BryA_ACP        27  ----LLKKIQEGTL------------------------------------GIEEADQLIDELPD---YHL   53 

Bat1_ACP        71  ----MLEDFRDGNV------------------------------------KIEEVEGILDRWTK------   94 
ElaK_ACP        25  ----VVRQVEKGEM------------------------------------DAEAANLLLAVLSKQ-----   49 

BryB_ACP        33  ----ILKKVEGNTL------------------------------------SIDKAEKLFEQFSLK-----   57 
Consensus_aa:       ....hh..h..s.h....................................p.pp...hh........... 

Consensus_ss:           hhhhhh                                         hhhhhhhhhhh         
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ChiB_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

TaiL_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

OzmN_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
OzmH_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

ChiE_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

ChiC_ACP        70  MV--------------------------------------------------------------------   71 
KirAV_ACP       88  EDR-------------------------------------------------------------------   90 

5925_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

VirA_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
KirAII_ACP          ----------------------------------------------------------------------      

SnaE2_ACP           ----------------------------------------------------------------------      
TaiE_ACP        86  PLAQP-----------------------------------------------------------------   90 

AtcE_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

DisB_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
Ta-1_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

RhiC_ACP        72  I---------------------------------------------------------------------   72 

RizC_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
TaiD_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

5923_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

EtnH_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
BaeM_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

MlnD_ACP       118  EDLYEEELKPVKLSLPLYPFSKNRHWIHLNKDEAQKAEAFSNTELHNSNKDTADGEIMSLLEKAQTGEMN  187 

OzmK_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
BryA_ACP        54  DMELHELL--------------------------------------------------------------   61 

Bat1_ACP            ----------------------------------------------------------------------      
ElaK_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

BryB_ACP            ----------------------------------------------------------------------      

Consensus_aa:       ...................................................................... 
Consensus_ss:                                                                              

 

 
ChiB_ACP            ---------------      

TaiL_ACP            ---------------      

OzmN_ACP            ---------------      
OzmH_ACP            ---------------      

ChiE_ACP            ---------------      
ChiC_ACP            ---------------      

KirAV_ACP           ---------------      

5925_ACP            ---------------      
VirA_ACP            ---------------      

KirAII_ACP          ---------------      

SnaE2_ACP           ---------------      
TaiE_ACP            ---------------      

AtcE_ACP            ---------------      

DisB_ACP            ---------------      
Ta-1_ACP            ---------------      

RhiC_ACP            ---------------      

RizC_ACP            ---------------      
TaiD_ACP            ---------------      

5923_ACP            ---------------      
EtnH_ACP            ---------------      

BaeM_ACP            ---------------      

MlnD_ACP       188  MKETSELIEELLFHE  202 
OzmK_ACP            ---------------      

BryA_ACP            ---------------      

Bat1_ACP            ---------------      
ElaK_ACP            ---------------      

BryB_ACP            ---------------      

Consensus_aa:       ............... 
Consensus_ss:                       
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B                                  

TaO_ER           1  GEGHRIGVL---QQPPRGRDCHEADDGSRRI-------------------------PQPPVPQVGRPGRG   42 

KirAIII_C           ----------------------------------------------------------------------      
Bat2_C              ----------------------------------------------------------------------      

EtnI_ER          1  PEHSYEP------RGEST----------------------------------------------------   12 

ChiD_HC          1  ----QRP-------DRG-----------------------------------------------------    6 
5924_KS          1  --NKPTS------SDGWK----------------------------------------------------   10 

RizD_HC          1  --PFK-----------------------------------------------------------------    3 
OzmL_C              ----------------------------------------------------------------------      

DisC_HC             ----------------------------------------------------------------------      

SnaE3_KS         1  AEGPSRPLP---AEPDAV----------------------------------------------------   15 
VirFG_KS            ----------------------------------------------------------------------      

TaiM_KS             ----------------------------------------------------------------------      

TaiK_KS             ----------------------------------------------------------------------      
ChiC_KS             ----------------------------------------------------------------------      

AtcF_KS             ----------------------------------------------------------------------      

OzmH_KS             ----------------------------------------------------------------------      
RhiD_KS             ----------------------------------------------------------------------      

ElaO_KS             ----------------------------------------------------------------------      

TaiE_C           1  PRWRPTWLKRLSCPKQPRHPTHPKHPTHPKHPKHPKHPRHPKHPRISRRCSSASARGKWISTTSSTWFDG   70 
MlnE_KR          1  -------------NEK------------------------------------------------------    3 

OzmJ_KS             ----------------------------------------------------------------------      
BaeN_C              ----------------------------------------------------------------------      

BryC_ER             ----------------------------------------------------------------------      

5922_KS             ----------------------------------------------------------------------      
ChiF_KS          1  -------------AMT------------------------------------------------------    3 

KirAVI_KS           ----------------------------------------------------------------------      

BryB_ER          1  --------------VVVE---------------------------------------------------E    5 
Consensus_aa:       ...................................................................... 

Consensus_ss:                                                                              

 
 

                         1                                                                                      2 
                       ----------                         -------- 
TaO_ER          43  AVMTRLEILQALQS-----------------GRMA---LADAKKALAAIEAQVQPED-------------   79 

KirAIII_C        1  -SRALRDVLAAVAA-----------------GELP---DEIAESLLRGLSDPVPEPG-------------   36 
Bat2_C           1  ---TRRDLLFAYKN-----------------RSLT---TQELVAALTELNTERRFS--------------   33 

EtnI_ER         13  VKSQIEALLREYQS-----------------GLLS---EAELRARYAQLVASGSD--------------G   48 

ChiD_HC          7  --RRLYRMEKAVTD-----------------AMFDERSREEKLSVFRALRDRLRRTPPQHG----GAADG   53 
5924_KS         11  --DDYLSRLSRLSK-----------------NQLM---ALALKLKQQQLEQGPAA---------------   43 

RizD_HC          4  ----NDSALNEFR-------------------LLS---REEKLQRIAALIEEKKSSAKS-----AASSEA   42 

OzmL_C           1  ----SREDLATSRK-----------------ARLS----PQKRALLEKLSGAARTS---------GTTRI   36 
DisC_HC          1  ---ESAMTIQEFAN-------------------LS---AEEKVQVLRLRDR-RASWQ---AAPEGPAASA   41 

SnaE3_KS        16  DRDRAAALLRAVAGQRGPAAGAATASARPAPGGVD---RAEAAALLRAAAGERRPG--GDGPAGGS-MGR   79 

VirFG_KS         1  ---DAKEILTRFKD-----------------GGLD---RAAAQALLAGRTPAAAPR--PSEPAAAP-TRP   44 
TaiM_KS          1  ERQNLRNVLERLKA-----------------AAIG---PDEAKRMLSAARAGDA-------------ADK   37 

TaiK_KS          1  --RSSKEIFEALRD-----------------GRLS---REEAHAALRSARAAADAALGASGAFEPRGAEA   48 

ChiC_KS          1  -KRDPRVIFEQLKN-----------------GQIS---RAEAHRLLKARSDGREQEATGPGAEEGAAAEA   49 
AtcF_KS          1  -NSAVKRVLELVET-----------------RQIS---PEEGRRRLTALGTAGDRPVA------GEAGDR   43 

OzmH_KS          1  -------------------------------RRRS---MDDKRALLLKLLASVRQQAAPA----------   26 
RhiD_KS          1  SSQEFQSIIAGLQN-----------------RQIT---VAEAKQRLQRLKAASATL-GTEQ---TEAADK   46 

ElaO_KS          1  ---DSLAILKALST-----------------GAIS---AGAAREALKQLAVAPVSVKP------------   35 

TaiE_C          71  DHVNKKDILLAYRE-----------------GLLD---TGSAQRVLDALRERSASAP-------------  107 
MlnE_KR          4  -TMQIEQIVKKVKE-----------------CSLT---PEEGLELI------------------------   28 

OzmJ_KS          1  SSANFRDILDGYVR-----------------GAVG---AEQARGLLDAGRTDPDQGK----------EER   40 

BaeN_C           1  ---NHKELLDAYRS-----------------GTLT---IAEVEQKLQAFKRTT--------------AKR   33 
BryC_ER          1  ---KAKVIFQGLKS-----------------NEIS---IEQAEKMLLSLDTESKHGHPESKLSDIKSDLH   47 

5922_KS          1  TDMDKDLLLQSIQT------------------------IRELKTRLAQAEQGHHEA--------------   32 

ChiF_KS          4  -LRSQDLMMDAK---------------------------RESLVRLLHQKKAN-----------------   28 
KirAVI_KS        1  --SSEDKLRDYLRR-----------------VTAE---LQVTRRRLREVESRSG----------------   32 

BryB_ER          6  FFVSYRDILKALQD-----------------EKIS---FEEAKYKLIKRKDKKSKQRLN------HDREL   49 
Consensus_aa:       ...p...hhp.hpp.................s.hs..........l........................ 

Consensus_ss:         hhhhhhhhhhhh                        hhhhhhhhhhhhh                    

 
 

TaO_ER              ----------------------------------------------------      

KirAIII_C       37  --------------------PYP-----------------------------   39 
Bat2_C              ----------------------------------------------------      

EtnI_ER         49  APA---------RPADR--AGATQTVRR------------------------   65 

ChiD_HC         54  AGP---------RAPVL--APDPQNRHRPFP---------------------   73 
5924_KS             ----------------------------------------------------      

RizD_HC         43  FA--------------------------------------------------   44 

OzmL_C          37  PRP----------ADA-----RPP----------------------------   45 
DisC_HC         42  QP-----------SLRPVITARPGDRFLPFP---------------------   61 

SnaE3_KS        80  TLP-----------AEA--GSAGRVL--------------------------   92 
VirFG_KS        45  AVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRP---------------------------   69 

TaiM_KS         38  PQP-----------GPA--AAAPRDA--------------------------   50 

TaiK_KS         49  AGA-----------NGA--ADAGDAASGASAANGERAAHAAKTAESAAAADA   87 
ChiC_KS         50  RAP-----------SAP-----PPQPASSDSDVG------------------   67 

AtcF_KS         44  PRP-----------DGR--AAAPPASEGPPSD--------------------   62 

OzmH_KS         27  -------------------TAPRRTA--------------------------   33 
RhiD_KS         47  AVS----------GTGR--AQEP-----------------------------   57 

ElaO_KS         36  -------------GHDA--RATP-----------------------------   43 

TaiE_C              ----------------------------------------------------      
MlnE_KR             ----------------------------------------------------      

OzmJ_KS         41  PEP-----------AAD--AADPIDRSRM-----------------------   56 
BaeN_C          34  P---------------------------------------------------   34 

BryC_ER         48  DD--------------------------------------------------   49 

5922_KS             ----------------------------------------------------      
ChiF_KS             ----------------------------------------------------      

KirAVI_KS           ----------------------------------------------------      

BryB_ER         50  NRS---------------MKITPKIVNN------------------------   62 
Consensus_aa:       .................................................... 

Consensus_ss:                                                            
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Figure S2. Identification of putative families of docking domains in trans-AT PKSs. (A) Secondary 
structure/sequence-based alignment by PROMALS3D50 of VirA CDD 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 -helices are indicated in red (those present in OzmN, KirAII and SnaE2 were predicted by 
independent analysis using PsiPred v. 3.2), and the extents of helices 1 and 2 in VirA CDD as 
determined by NMR are shown above the alignments. Key to systems: Chi, chivosazol; Atc, 
anthracimycin; Kir, kirromycin; Ozm, oxazolomycin; Dis, disorazol; Tai, thailandamide; Vir, 
virginiamycin; Sna, pristinamycin; 592, enacyloxin; Ta-1, myxovirescin; Rhi, rhizoxin; Riz, rhizopodin;  
Etn, etnangien; Bae, bacillaene; Mln, macrolactin; Bry, bryostatin; Bat, kalimantacin/batumin; Ela, 
elansolid. (B) Secondary structure/sequence-based alignment by PROMALS3D50 of VirFG NDD 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 -helices are 
indicated in red (those present in VirFG were predicted by independent analysis using PsiPred v. 3.2), 
and the extents of helices 1 and 2 in VirFG CDD 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: 
green = residue at hydrophobic interface in VirA CDD−VirFG NDD complex structure; blue = intradomain 
hydrophobic interaction residue; purple = residue participating in an electrostatic interaction at the 
docking interface. 
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Table S3. Putative members of a new docking domain family in trans-AT PKS. 

C-terminal 
domain 

N-terminal 
domain 

Systems/interfaces where presenta 

ACP KS 

AtcE/AtcF; ChiB/ChiC; ChiE/ChiF; ElaK/ElaO (ACP ACP/KS); KirAV/KirAVI; 
OzmN/OzmH; OzmH/OzmJ; 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 C BaeM/BaeN; Bat1/Bat2; KirAII/KirAIII; OzmK/OzmL; TaiD/TaiE 
ACP HC ChiC/ChiD; DisB/DisC; RizC/RizD 
ACP KR MlnD/MlnE 
ACP ER BryA/BryB; BryB/BryC; EtnH/EtnI; Ta-1/TaO 
aThe host organisms of these 19 systems include six Streptomyces strains (Streptomyces strains CNH365/T676 
(anthracimycin, Atc), Streptomyces collinus Tü 365 (kirromycin, Kir), Streptomyces pristinaespiralis (pristinamycin, Sna), 
Streptomyces virginiae (virginiamycin, Vir) and Streptomyces albus JA43453 (oxazolomycin, Ozm)), five myxobacterial 
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 (rhizopodin, Riz) and Myxococcus 

xanthus DK1622 (myxovirescin, Ta)) three Burkholderia strains (Burkholderia rhizoxinica (Rhizoxin, Rhi), Burkholderia 

thailandensis E264 (thailandamide, Tai) and Burkholderia ambifaria AMMD (enacyloxin, 592)), two Bacillus strains (Bacillus 

subtilis 168 (bacillaene, Bae) and Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (macrolactin, Mln)), and one Pseudomonas 
(Pseudomonas fluorescens BCCM_109359 (kalimanticin/batumin, Bat)). Thus, these docking domains show a limited 
phylogenetic distribution, but nonetheless 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 S3. SDS-PAGE analysis of protein preparations used in this study. VirA CDD (calc’d: 4.3 kDa); 
VirFG NDD (calc’d: 4.1 kDa); VirFG NDD-linker (calc’d: 7.2 kDa); VirA ACP5b-CDD (calc’d: 14.3 kDa); VirA 
CDD−VirFG NDD (covalent fusion) (calc’d: 8.4 kDa); VirA ACP5b-CDD−VirFG NDD (covalent fusion) (calc’d: 
18.4 kDa); VirA ACP5b-CDD−VirFG NDD-KS6 (covalent fusion) (calc’d: 85.8 kDa). The molecular weights 
of the markers are indicated. 
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Table S4. Sequences of constructs investigated in this study 
Name of construct Sequencea 

VirA CDD GPGSYTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRR 

VirFG NDD GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPY 

VirFG NDD-linker GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAA 

GTTVAAEGTAGRP 

VirA ACP5b-CDD GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL 

DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPAAAAEPAALPLPV 

VirFG NDD-KS6 GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAA 

GTTVAAEGTAGRPEPVAVIGYSARFPGAADADTFWQRILDGDDLVTEVPPERWRTEEFYDP 

DPAAEGRSVSRWGAYVADADRFDADFFRMTPREAELTDPQARLFLQEAWRALEHAGRDARS 

LAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMQGNSNSILAARIAYHLDLKGPAVTVDT 

ACSSSLTALHLACQSLWLGETDLTVVGGVTLYLTELPHVFMSAAGMLSPNGRCRPFDAAAD 

GIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNQDRGPQRGITAPSARSQTALVRDTL 

QRFPAVDPAGIDYVECHGTGTPLGDPIEVTALNEAFAGAGLAPASVPIGSVKGNIGHTSAA 

AGLAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQIPFDQGPFTVAGERRELGRPDGGRPRRATVS 

SFGFSGTNAYVVVEQAPEQAARPAGDDGAPPVLVPLSGPARADAPAAHAADLARWLRGPGS 
DASPADVAHTLAVARTHHTYRSALLVSGRDELLESLDLLAAGSADPRRTDTAPDAAAPDAA 

VRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLYTQGHTVDWAAVSPPARHRRLSLPAYPFAP 

HRHYVER 

VirA CDD−VirFG NDD GPGSYTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRRGGGSGGGSMDAKEILTRFKD 

GGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRP 

VirA ACP5b-CDD−VirFG 
NDD 

GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL 

DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPAAAAEPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRD 

NRLSIEQAVTLLTPRRGGGSGGGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRP 

VirA ACP5b-CDD−VirFG 
NDD-KS6 

GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL 

DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPAAAAEPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRD 

NRLSIEQAVTLLTPRRGGGSGGGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSE 

PAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRPEPVAVIGYSARFPGAADADTFWQRILDG 

DDLVTEVPPERWRTEEFYDPDPAAEGRSVSRWGAYVADADRFDADFFRMTPREAELTDPQA 

RLFLQEAWRALEHAGRDARSLAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMQGNSNSI 

LAARIAYHLDLKGPAVTVDTACSSSLTALHLACQSLWLGETDLTVVGGVTLYLTELPHVFM 

SAAGMLSPNGRCRPFDAAADGIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNQDRGP 

QRGITAPSARSQTALVRDTLQRFAVDPAGIDYVECHGTGTPLGDPIEVTALNEAFAGAGLA 

PASVPIGSVKGNIGHTSAAAGLAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQIPFDQGPFTVAG 

ERRELGRPDGGRPRRATVSSFGFSGTNAYVVVEQAPEQAARPAGDDGAPPVLVPLSGRRAD 

APAAHAADLARWLRGPGSDASPADVAHTLAVARTHHTYRSALLVSGRDELLESLDLLAAGS 

ADPRRTDTAPDAAAPDAAVRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLYTQGHTVDWAAV 

SPPARHRRLSLPAYPFAPHRHYVER 
aRed = sequence introduced from the plasmid; green = added Tyr; blue = linker used to fuse the docking domains. The -
helices present in VirFG NDD and VirA CDD (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 CDD and VirFG NDD. The individual 
docking domains (both at an initial concentration of 670 M) 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 CDD and VirFG NDD. (One of three measurements is shown, but the Kd value 
represents the average of three independent experiments). (B) Analysis of binding between wild type 
VirA ACP5b-CDD and VirFG NDD. (C) Analysis of binding between wild type VirA CDD and VirFG NDD-linker. 
(D) Dilution analysis of VirA CDD. No further change in heat signal is observed after VirA CDD reaches a 
concentration of 30 M, indicating that it is completely homodimeric above this concentration. (E) 
Dilution analysis of VirFG NDD. No evidence for homodimerization is observed across the full range of 
concentrations (to 78 M). (F) Analysis of binding between VirA CDD D6940A and wild type VirFG NDD. 
(G) Analysis of binding between VirA CDD D6940R and wild type VirFG NDD. (H) Analysis of binding 
between VirA CDD N6949K and wild type VirFG NDD. (I) Analysis of binding between VirA CDD E6954A 
and wild type VirFG NDD. (J) Analysis of binding between VirA CDD E6954K and wild type VirFG NDD. (K) 
Analysis of binding between VirA CDD D6940A + E6954A and wild type VirFG NDD. For (B)−(K), the 
indicated error is that on the individual measurement.  
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Figure S6. NMR studies of VirA CDD and VirFG NDD. (A) Unassigned [1H,15N]-HSQC spectrum of 15N VirA 
CDD alone. (B) Assigned [1H,15N]-HSQC spectrum of 15N VirA CDD in complex with 14N VirFG NDD. Residues 
are labeled according to the construct numbers (Fig. 3A). (C) Unassigned [1H,15N]-HSQC spectrum of 15N 
VirFG NDD alone. (D, E and F) Dynamical studies of VirFG NDD. (D) Reference 1H-15N heteronuclear NOE 
spectrum acquired at 600 MHz. (E) Saturated 1H-15N heteronuclear NOE spectrum acquired at 600 MHz. 
(F) Resulting 1H-15N heteronuclear NOE values plotted again unassigned peaks. (G) Unassigned [1H,15N]-
HSQC spectrum of VirFG NDD in complex with VirA CDD. (H) Unassigned [1H,15N]-HSQC spectrum of VirFG 
NDD in complex with VirA ACP5b-CDD. (I) The final ensemble of 20 conformers that represents the solution 
structure of VirA CDD−VirFG NDD. VirA CDD is colored red and VirFG NDD blue. The introduced linker, N 
et C-termini are indicated. (J) Stereo-view of a representative VirA CDD−VirFG NDD structure depicted as 
cartoon. VirA CDD is colored red and VirFG NDD blue. The introduced linker, N et C-termini are indicated. 
(K) Dynamical study of VirA CDD−VirFG NDD construct. 1H-15N heteronuclear NOE values are plotted 
against the sequence. The construct regions are colored as follows: red for VirA CDD, gray for the linker 
and blue for VirFG NDD. The N and C-termini are highly flexible as evidenced by negative 1H-15N 
heteronuclear NOE. The linker region for which 1H-15N heteronuclear NOEs are lower than 0.5 is also 
very dynamic. * = not possible to attribute the amide signal. (L) Superposition of the [1H,15N]-HSQC 
spectra of VirA CDD in complex with VirFG NDD (red), VirFG NDD in complex with VirA CDD (blue), and 
assigned VirA CDD−VirFG NDD (black). 
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Table S5. Summary of SAXS and SEC-MALLS data.

Construct Rg
(Guinier) (Å)a Rg

(GNOM) (Å)a 
Dmax 
(GNOM) (Å)b 

2 

(DAMMIN)c 

2 

(CRYSOL)c 

Theoretical  
MW (kDa) SAXS MoW 

(kDa)d  
(q range used) 

MW by 
SEC-
MALLS 
(kDa) 

VirA CDD 15.8 ± 0.01 16.38 ± 0.02 60 
1.732  
2.543 

n.d. 
4.30 8 

(0.3) 
8.2 ± 0.6 

VirFG NDD 16 ± 1 16.88 ± 0.01 66 
2.321  
2.489 

6.61  
10.39 

4.11 5 
(0.3) 

4.2 ± 0.4 

VirFG NDD-linker n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 6.87 n.d. 6.7 ± 0.6 
VirA CDD/VirFG NDD 
complex 

15.35 ± 0.01 15.76 ± 0.01 56 5.88 2.93 8.41 
(1:1 complex) 

8 
(0.3) n.d. 

VirA CDD−VirFG NDD 
fusion 

15.12 ± 0.01 15.49 ± 0.01 60 6.18 2.61 8.44 9 
(0.4) 8.9 ± 0.9 

VirA ACP5b-CDD/VirFG 
NDD complex 

28.3 ± 0.3 31.0 ± 0.2 120 1.29 n.d. 18.2 
(1:1 complex) 23 (0.3) n.d. 

VirA ACP5b-CDD3 37.0 ± 0.3 37.7 140 1.231 n.d. 14.3 31.43 
Rapid 
monomer/dimer 
exchange 

VirA ACP5b-CDD−NDD 
VirFG fusion 

27 ± 2 29.49 ± 0.01 118 2.44 n.d. 18.4 22 
(0.25) 16.9 ± 0.9 

VirA ACP5b-CDD−NDD-
KS6 VirFG fusion 

48 ± 2 50.5 ± 0.1 200 1.76 n.d. 171.6 
(dimer) 

205 
(0.2) n.d. 

aRg is the radius of gyration derived from the atomic models using the program PRIMUS.51 For experimental data, Rg is given by the Guinier 
approximation. 
bDmax is the maximum particle diameter derived from the distance distribution function (P(r)) using the program GNOM.52 
c 2 is the discrepancy between the experimental SAXS profile and the theoretical curve calculated using the programs DAMMIN53 or CRYSOL.54 
n.d.: not determined. 
dThe theoretical error on a typical molecular weight measurement by SAXS MoW is 10%.55 
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Figure S7. Analysis by SAXS of the various constructs. (A) The distance distribution function for VirA 
CDD calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. (B) Panel of 10 representative ab initio form 
calculations for VirA CDD calculated with DAMMIN. The fit between the SAXS data and the 10 form 
calculations is shown ( 2 = 1.732 2.543). (C) The distance distribution function for VirFG NDD calculated 
with GNOM. The Guinier plot is inset. (D) Panel of 10 representative ab initio envelopes of VirFG NDD 
computed with DAMMIN. Superimposition of the experimental SAXS data acquired on VirFG NDD (red 
dots) and the theoretical curve for VirFG NDD calculated using CRYSOL from one of the VirA CDD−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 ND is excellent ( 2 = 2.321 2.489). (E) The Kratky plot (red dots) 
for VirFG NDD calculated in the q range of 0.0005–0.35 Å-1. (F) The distance distribution function for 
VirA CDD−VirFG NDD (covalent fusion) calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. (G) The distance 
distribution function for VirA ACP5b-CDD/VirFG NDD (non-covalent complex) calculated with GNOM. The 
Guinier plot is inset. (H) The distance distribution function for VirA ACP5b-CDD−VirFG NDD (covalent 
complex) calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. (I) The distance distribution function for VirA 
ACP5b-CDD−VirFG NDD-KS6 (covalent complex) calculated with GNOM. The Guinier plot is inset. 
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Figure S8. Analysis by circular dichroism of wild type and mutant docking domains. (A) Analysis of VirA 
CDD at concentrations above (100 M) and below (10 M) the point at which it homodimerizes 
completely. The percentage -helix is indicated in each case. (B) Analysis of wild type VirFG NDD and for 
comparison, VirA CDD (both at 100 M). The percentage -helix is indicated in each case. (C) Effect of 
various concentrations of 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) on the structure of VirFG NDD. The percentage TFE 
and -helix is indicated in each case. (D) Spectra showing net structuration upon combining VirA CDD 
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and VirFG NDD. A combined spectrum was obtained by analyzing simultaneously isolated VirA CDD and 
VirFG NDD (at 100 M). For comparison, the spectrum of a mixture of the two docking domains, again 
at an overall concentration of 100 M. The percentage -helix is indicated in each case. (E) Analysis of 
site-directed mutants of VirFG NDD. The introduced mutations resulted in substantial changes in 
secondary structure, as indicated by the calculated percentage -helix. (F) Analysis of site-directed 
mutants of VirA CDD. By and large, these mutations introduced minimal structural perturbation into the 
docking domain.   
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Table S6. NMR and refinement statistics for VirA CDD−VirFG NDD. 
 

 Protein 

NMR distance and dihedral constraints VirA CDD−VirFG NDD 
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 

     49 

     49 
  
Structure statistics  
Violations (mean and s.d.)  

    Distance constraints (Å)     0.105  0.008 

    Max. distance constraint violation (Å)  0.12 
    Dihedral angle constraints (º) 0  0 
    Max. dihedral angle violation (º)     0 
Deviations from idealized geometry  
    Bond lengths (Å)     0.011  0.001 
    Bond angles (º) 1.947  0.024 
    Impropers (º) n.d. 

 
Average pairwise r.m.s. deviation* (Å)     VirA cDD 6936−6960,  

VirFG NDD 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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Table S7. Putative interface residues in the VirA CDD/VirFG NDD docking domain families. 

 
*The first -helix of the OzmH N-terminal docking domain is missing (confirmed by analysis of the published cluster sequence in the region 
of the gene (GenBank: ABS90470.1)). 
 
Docking domains present within the same assembly line are grouped and colored identically.  
 
Key to residue types (as observed in the VirA/VirFG complex): 
Green/Green = inter-docking domain hydrophobic interface 
Blue/Blue = Intra-docking domain hydrophobic interface 
Pink/Pink/Purple = inter-domain polar interactions 
Residue 6956 participates in two types of interactions, as indicated. 
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We aimed to strengthen the case that our observations concerning the VirA CDD/VirFG NDD 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/ANCHOR1,2, PONDR3,4, 

DisoPred5 and DisEMBL6) against VirA CDD and VirFG NDD, 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 proteins7) and so a combination of programs should give a more confident prediction. 

We also analyzed the sequences using a coiled-coil predictor8 (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 DDs9,10 (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 
CDD interaction region (residues Q6936−L6960) is largely structured, while ANCHOR identified the two 

-helices as binding motifs (data provided on page 2). Furthermore, no coiled-coil was predicted for 

the sequence. In the case of VirFG NDD (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 CDD and VirFG NDD from the 

homologous pristiniamycin PKS (SnaE2 CDD amd SnaE3 NDD, respectively (page 3)), despite overall low 

levels of sequence identity between the docking regions (53% between VirA CDD and SnaE2 CDD and 

39% between VirFG NDD and SnaE3 NDD11). 

 

We next extended this analysis to the remaining 25 putative VirA CDD/VirFG NDD-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 pink in the table below), the predictions 

were in good to excellent agreement with those for VirA CDD and VirFG NDD (analysis of each pair 

relative to VirA CDD and VirFG NDD is presented on each and highlighted in pink), while for 3 others, 

only the N-terminal docking domain shares predicted properties with VirFG NDD. 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 

domain 

N-terminal docking 

domain 

C-terminal docking 

domain 

N-terminal docking 

domain 

VirA VirFG KirAV KirAVI (coiled coil?) 

SnaE2 SnaE3 MlnD MlnE 

AtcE AtcF OzmN OzmH 

BaeM BaeN (coiled-coil?) OzmH OzmJ 

Bat 1 Bat2 OzmK OzmL 

BryA BryB (coiled-coil?) RhiC RhiD (coiled coil?) 

BryB BryC (coiled-coil?) RizC RizD (coiled-coil?) 

ChiB ChiC Ta-1 TaO (coiled-coil?) 

ChiC ChiD TaiD TaiE 

ChiE ChiF TaiE TaiK 

DisB DisC TaiL TaiM 

ElaK ElaO 5923 5922 (coiled-coil?) 

EtnH EtnI (coiled-coil?) 5925 5924 

KirAII KirAIII   
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Key: 

Red = For VirA CDD/VirFG NDD observed -helices in the complex; for all others, -helices predicted 

by PsiPred 

Blue = start/end site of expression constructs for VirA CDD/VirFG NDD, 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 CDD                                                     

                                                    
29           40     46       53 

AGRAAPVPAAAAEPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRR 
 

 

 

 

VirFG NDD 

 
   3        11    15         25 

MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAG
RP 
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SnaE2 CDD 

 
                      18             30           41 

TSRTAPQPAGAVPAGSVSAADLDALLAAVRDNRLTVEQALALLPQHT 

 

 

 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

not predicted either to be disordered (IUPred/PONDR) or to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirA CDD 

 

 

SnaE3 NDD 

 
        7               21                          44            55 

MPAEPDAVDRDRAAALLRAVAGQRGPAAGAATASARPAPGGVDRAEAAALLRAAAGERRPGGDGPAGG
SMGRTLPAEAGSAGRVL 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be largely disordered (IUPred/PONDR) but not to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirFG NDD  
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AtcE CDD 

 
                         22        30     36      42 
HAGHAAAPPGADGAGPERATDVEDMLRRLAAGELTVAEAYTNLGGPA 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR) and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

AtcF NDD 

 
     2             14   18          28 
(M)NSAVKRVLELVETRQISPEEGRRRLTALGTAGDRPVAGEAGDRPRPDGRAAAPPASEGPPSD 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be largely disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirFG NDD 
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BaeM CDD 

 
                                    31            42     48        56 
LTEHKETIETFYRTEETETEAAAPESKEYTDQEIIAMMKQVSEGTLDFKRVQDIIEGSKTYES 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with the predicted -helices. The docking 

region is predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

BaeN NDD 

 
    2        10     15                 31 
(M)NHKELLDAYRSGTLTIAEVEQKLQAFKRTTAKRP 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The first predicted -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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Bat1 CDD 

 
                                                                              65 
VRIVSAQPREASSARTLDVVVGERLDTQSSDDRTMKMLEDFRDGNVKIEEVEGILDRWTKTQSSDDRT
MKMLEDFRDGNVKIEEVEGILDRWTK 
       76     82           92 
 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 

 

 

Bat2 NDD 

 
        5    9       16         25 

(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 NDD 

  

8 

 

BryA CDD 

 
                            24         33    38         47 

RKQIISNDEKQHQPSISTIFPTSLDELLKKIQEGTLGIEEADQLIDELPDYHLDMELHELL 
 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 

 

 

BryB NDD 

 
   1                     19    24                      43 

(M)VVVEEFFVSYRDILKALQDEKISFEEAKYKLIKRKDKKSKQRLNHDRELNRSMKITPKIVNN 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -helices are not predicted to be interaction regions (ANCHOR). The first -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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BryB CDD 

 
                            24              37      44           54 
KQKIEQKNDIQNLSSSSYFSEDNQEVALSLKEILKKVEGNTLSIDKAEKLFEQFSLK 
 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 

 

 

BryC NDD 

 
       4   7          16         25                       

(M)KAKVIFQGLKSNEISIEQAEKMLLSLDTESKHGHPESKLSDIKSDLHDD 

 

 
 

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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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ChiB CDD 

 
                                                            50       58       65 
LSSFAADVRLPGAAKIDTAALFGDGAAPAPAPAPAPVDEPRGGEPEGDEPLWRLLRGVESGALDVNEA
CRLLELP 

  70 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with predicted -helices. The docking region is 

not predicted to be disordered (IUPred/PONDR) nor to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirA CDD 

 

 

ChiC NDD 

 
        4        12    16             28 
(M)KRDPRVIFEQLKNGQISRAEAHRLLKARSDGREQEATGPGAEEGAAAEARAPSAPPPQPASSDSD
VG 
 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be borderline disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirFG NDD 

 

 

 

 

 

 

11 

 

ChiC CDD 

 
                                     31                                   62  65 68 

ERDPALAEIKAQVLRAQGAPGPGAPELAVGHDELWRLLGALGDAELDALGDAELDALFNALRSRPELE
GMV 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted -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 CDD 

 

 

ChiD NDD 

 
    5                                             43 
MQRPDRGRRLYRMEKAVTDAMFDERSREEKLSVFRALRDRLRRTPPQHGGAADGAGPRAPVLAPDPQN
RHRPFP 
 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helix. The docking region is 

strongly predicted to be disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirFG NDD 
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ChiE CDD 

                                                                                
                                                                  57 
VDHHEAALRASEPPGVGGGGAEPVRPRANPERPERADPPERAGVAPGRRAPSPPAAAVERFDGAVPED
LAGEVARMSDAEVERLLGWLQGGGAGGAGGAGGAGATNGSSAVRASLDDGQEREAERRRLDRGPSGEW
R                   79                       99     105 108          119 
 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted -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 CDD 

 

 

ChiF NDD 

 
     5                           28 

MAMTLRSQDLMMDAKRESLVRLLHQKKANR  
 

 
 

OBSERVATIONS 

A portion of the predicted interaction regions (ANCHOR) overlaps well with the predicted -helix. 

The docking region is predicted to be disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirFG NDD 
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DisB CDD 

 
                   20                              46    51           62 
SRRGARAPESRAKARSGAAGADLSTSLKALSGAVLREQFLAFGHDLAGVPGEELTRLYAILQEE 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The first predicted -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. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

DisC NDD 

 
      6     11   15                30 

MESAMTIQEFANLSAEEKVQVLRLRDRRASWQAAPEGPAASAQPSLRPVITARPGDRFLPFP 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The first predicted -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. 

Agreement with VirFG NDD 
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ElaK CDD 

 
                         22         31 33               47 

SSEMTNISTYEPVQSLQQEFSLDDVVRQVEKGEMDAEAANLLLAVLSKQ 
 

 

 

OBSERVATIONS 

Second -helicx predicted as interaction region. The first -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 CDD 

 
 

ElaO NDD 

 
     2        10       17         26 
(M)DSLAILKALSTGAISAGAAREALKQLAVAPVSVKPGHDARATP 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 NDD 
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EtnH CDD 

 
                       20                                 49 
CAEHPDDLARRQAGTQANGGAVLERRAVEALAEELALGRISLDQTLDRLRA 
 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 

 
 

EtnI NDD 

 
                                  10                                                                                      43          
(M)PEHSYEPRGESTVKSQIEALLREYQSGLLSEAELRARYAQLVASGSDGAPARPADRAGATQTVRR 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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KirAII CDD                                      
                                                                                                                                                                       

HDKYGPLPATATPEPPPAPVTSSATAPEPTSVPVASSAAAPAPIPAPVAPSAAAPAPVASSAAAPEPP
PAPVAADAVGALLAGLRDGSVTVDDALAELRQGNVR 
   72              85     91         99 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

KirAIII NDD 
   3          13     18           29 

MSRALRDVLAAVAAGELPDEIAESLLRGLSDPVPEPGPYP 

 

 

 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -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. 

Agreement with VirFG NDD 
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KirAV CDD  
                                                                                
                                33                     52         61    66         
AGRFDGGTGGADDLPALFADFDRLAAGLTEAATDEVFRDRVVERVRGLLTALSPATPEAPPDLFAAAT
DDEVFALIDAELGSPVRGQEDR 
  71        79 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The second -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 CDD 

 

 

KirAVI NDD 

 
    4                               31 

MSSEDKLRDYLRRVTAELQVTRRRLREVESRSG 
 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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MlnD CDD 

 
                                                          49            60         
SSIRNRSADKPYNGNFREKSGFGLEEIAYTLQTGREPFECRLAITCSNIGDLLEKLNGYIQGSRLQGV
YEGNVTDFDSLYAPLFGGPEGHAYVQSLIQQNKPAKLAQLWTIGCEISWEDLYEEELKPVKLSLPLYP 
                           96               110 
FSKNRHWIHLNKDEAQKAEAFSNTELHNSNKDTADGEIMSLLEKAQTGEMNMKETSELIEELLFHE 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 

 

 

MlnE NDD 
 

     3               16    21 23 
(M)NEKTMQIEQIVKKVKECSLTPEEGLELI 
 

 

Sequence is too short for PONDR 

 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 
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OzmN CDD 

 
                     22                                     54 
AATGAAGTAAGTAAGPARAAEPEAGIEQLVDSLSDTEVDSLLRQLGSVLQKQEEQR 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted -helix. The docking region 

is predicted to be borderline to disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

OzmH NDD 

 
     6                     24 
MRRRSMDDKRALLLKLLASVRQQAAPATAPRRTA 
 

 
Too short for PONDR 

 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helix. The docking region is 

predicted to be borderline disordered (IUPred), but not to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirFG NDD 

  

20 

 

OzmH CDD 

 
                                 28                43  46               60 

IELVGPDEPTAGSGEEPPADGTGDTAAPDELIAKLEARFAAGELSAAEVLDLLDAELATRERR 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted -helices. The docking 

region is predicted to be borderline to disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

OzmJ NDD 

 
   3              16   20         29 

MSTAEFRDILDRYARGAVGAEQARDLLAARRPAQAPGRPTAPAPSGQDAATGPADRPETL 
 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be borderline disordered (IUPred) to somewhat ordered (PONR) but not to form a 

coiled-coil. 

Agreement with VirFG NDD 
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OzmK CDD 

 
 2        8   12       19 

EAELVERIEELPEDTVATLLA 
 

IUPRED/ANCHOR 

 
Sequence is too short for PONDR/COILED-COIL PREDICTOR 

 

OBSERVATIONS 

The second -helix predicts to be an interaction region (ANCHOR). The docking region is predicted to 

be borderline disordered (IUPred). 

Some agreement with VirA CDD 

 

 

OzmL NDD 

 
  3           13  16               29 
MSREDLATSRKARLSPQKRALLEKLSGAARTSGTTRIPR 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be disordered (IUPred/PONDR), but not to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirFG NDD 
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RhiC CDD 

 
                                              39         48    53       60 

ADNQRTAMAVSPNDLDHAVSAGNNVRGQSRPIEIHPPFADQLEGLFLSGELSIDSLLNIVSPGVAEIR
EVSI 
 

 
 

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 CDD 

 

 

RhiD NDD 

 
     2           12       19                  36 

(M)SSQEFQSIIAGLQNRQITVAEAKQRLQRLKAASATLGTEQTEAADKAVSGTGRAQEP 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The first predicted -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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RizC CDD 

 
                              29        37   40 
RALVTEAPPRGATQSANGHALEGMSDGNLEELFARLSGVSSQKGEA 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

RizD NDD 

 
      7                                           42 
MPFKNDSALNEFRLLSREEKLQRIAALIEEKKSSAKSAASSEAFA 
 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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Ta-1 CDD 

 
                        21        29     35         44 
GNEIQKTVSAGAPAQGEPPSLDELLRQVEAGELDPSVAQQFLTNSQS 
 

 

 

OBSERVATIONS 

The predicted -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. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

TaO NDD 
 

                                                      43               55 58    

(M)GEGHRIGVLQQPPRGRDCHEADDGSRRIPQPPVPQVGRPGRGAVMTRLEILQALQSGRMALADAK
KALAAIEAQVQPED 
          73 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 -helix to 

form a coiled-coil.  

Does not agree with VirFG NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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TaiD CDD 

 
                                                                                                                                                          64                                          

AERIARDGGRRAAEAARAPDAAMASDVAEASVVSEATEASDASEASDASEASEASEASEASKAPADLA
ALLERFRAGQMDLDDIVDLV 
     74     81     87 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted -helices. The docking 

region is not predicted to be disordered (IUPred/PONDR), nor to form a coiled-coil. 

Strong agreement with VirA CDD 

 

 

TaiE NDD 

 
MPRWRPTWLKRLSCPKQPRHPTHPKHPTHPKHPKHPKHPRHPKHPRISRRCSSASARGKWISTTSSTW
FDGDHVNKKDILLAYREGLLDTGSAQRVLDALRERSASAP 
       76              89 91             103 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices. The docking region is 

predicted to be borderline disordered (IUPred) or ordered (PONDR) and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirFG NDD 
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TaiE CDD 

 
                                                               53         62        

GTQLGARLPAAQAARAGAFAGVEPGEPDARALPAAARAAAPPAHTDAAAHTDTDALLRAIERGELDAG
DADAIWRRMQSRAARPEPLAQP 
 70           81 
 

 

 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted -helices. The docking 

region is not predicted to be somewhat disordered (IUPred) to largely ordered (PONDR), nor to form 

a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

TaiK NDD 

 
      3         11     17                    35 
(M)RSSKEIFEALRDGRLSREEAHAALRSARAAADAALGASGAFEPRGAEAAGANGAADAGDAASGAS
AANGERAAHAAKTAESAAAADA 
 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -helices (though predicted 

binding regions are week). The docking region is predicted to be borderline disordered 

(IUPred/PONDR) and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirFG NDD  
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TaiL CDD 

 

ASELALARRRAGGAPLPDAEAASATTATTASASGTAHAPNAAGDAHAPNAAGARAATPAPAENAAGAV
HAARAANPANPATLANPAPGGGVPLDDVLARVHRGELSVEAAEALLAGALG 
                             93         102 105           117 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction region (ANCHOR) overlaps well with the predicted -helices. The docking 

region is predicted to be mixed ordered/disordered (IUPred/PONDR), and not to form a coiled-coil. 

Agreement with VirA CDD 

 

 

TaiM NDD 

 
   3              16   20             32 

MERQNLRNVLERLKAAAIGPDEAKRMLSAARAGDAADKPQPGPAAAAPRDA 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with predicted -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. 

Agreement with VirFG NDD  
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5923 CDD 

 
      3                           26     32               45 48  51 
ARGALAELFAPAIVAAPAQLANAAADASLGDHSAAELARILAHELGGLESRGAL 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 CDD 

 

 

5922 NDD 

 
        4                            28 
MTDMDKDLLLQSIQTIRELKTRLAQAEQGHH 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The predicted -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 NDD; may be an alternative type of docking domain? 
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5925 CDD                                                                          

 
                               32      39   43              56 
LAANAPAGSAVAEAASVAPAVEATEPAAAPLDTELSEIEGLQDDDLAALLGKEFIRE 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The second predicted -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 CDD 

 

 

5924 NDD 

 
          11                                 40 
MNKPTSSDGWKDDYLSRLSRLSKNQLMALALKLKQQQLEQGPAA 

 

 
 

OBSERVATIONS 

Predicted interaction regions (ANCHOR) overlap well with the predicted -helix. The docking region 

is predicted to be borderline disordered to more ordered (IUPred/PONDR), and not strongly 

predicted to form a coiled-coil. 

Agreement with VirFG NDD  
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CONTROL: CLASS 1A DDs 

 

Key: 

Red = -helices observed in the NMR structure of the DEBS 2 CDD/DEBS 3 NDD complex 

Blue = -helices predicted by PsiPred 

 

DEBS 2 CDD 

 
                    8                                   20                      28                                        42                                                         61 

AASPAVDIGDRLDELEKALEALSAEDGHDDVGQRLESLLRRWNSRRADAPSTSAISEDASDDELFSML
DQRFGGGEDL 
 70 

 

 
 

OBSERVATIONS 

The third docking -helix is correctly predicted to be interaction region (ANCHOR), and to be 

relatively disordered (IUPred/PONDR). The first two -helices, which form a dimerization motif (four 

-helical bundle), are predicted to be borderline disordered (IUPred) to disordered (PONDR), and to 

form a coiled-coil motif.   

 

 

DEBS 3 NDD 

 
   10                           34 
MSGDNGMTEEKLRRYLKRTVTELDSVTARLREVEHRAGE 
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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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A 
A B

                                              ---------    ------------------------ 
BryC_ER      1 ------------------------------------------------------KAKVIFQGLKSNEISIEQAEKMLLSLDTESKHGH-----PESKLSD 
KirAVI_KS    1 ------------------------------------------------------SSEDKLRDYLRRVTAELQVTRRRLREVESRSG-------------- 

EtnI_ER      1 ------------------------------PEHS---------YEPRGESTVKSQIEALLREYQSGLLSEAELRARYAQLVASGSD------GAPARPAD 
CurG         1 ---VKVGLFRTEI-----------------DQDQQEDDSLEAKLLDEIKQSSNQELESSIDQILESIIN------------------------------- 

RizD_HC      1 ---------------------------------PFKNDS----ALNEFRLLSREEKLQRIAAL------IEEKKSSAK--SAASS-------EAFA---- 

BaeN_C       1 ------------------------------------------------------NHKELLDAYRSGTLTIAEVEQKLQAFKRTTAKRP------------ 
5922_KS      1 ---------------------------------------------TDMD----------KDLLLQSIQTIRELKTRLAQAEQGHH-------EA------ 

BryB_ER      1 -------------------------------------------VVV-EEFFV--SYRDILKALQDEKISFEEAKYKLIKRKDKKSKQRLNHDRELNRSMK 

RhiD_KS      1 ---------------------------------------------------SSQEFQSIIAGLQNRQITVAEAKQRLQRLKAASATLGTEQTEAADKAVS 
CurI         1 -----------------------------------------------MKKSQSSRTIDYKALMENAFLQIETLQSKLEAFENQEK-------E------- 

TaO_ER       1 GEGHRIGVLQQPPRGRDCHEADDGSRRIPQPPVPQVGRPGRGAVMTRLEI---------LQALQSGRMALADAKKALAAIEAQVQ-------PED----- 

CurH         1 ----------------------------------ML-----NKFTKKEQILSEKQQIKQLSPLQRAALALKKLETKLNNTLHE----------------- 
CurL         1 -----------------------------------------------MNLKQEQEKEQSLSALQRALIALKDARSKLEKYETQSK-------E------- 

CurM         1 -----------------------------------------------MSNVSKT--TQQDVSSQEVLQVLQEMRSRLEAVNKAKT-------E------- 

CurJ         1 -----------------------------------------------MEPTTNK--EQLSLSK-QMFLALKQAEAKLEMMELAKS-------E------- 
CurK         1 -----------------------------------------------MELSSQT--TQLSNQQLLLLLKIQQATAKLHEIETAAT-------E------- 

consensus    1                                                .....    .... ... ..... ......  .. . .       .        
 

 

BryC_ER     42 IKSDLHDD-- 
KirAVI_KS      ---------- 

EtnI_ER     56 RAGATQTVRR 

CurG           ---------- 
RizD_HC        ---------- 

BaeN_C         ---------- 

5922_KS        ---------- 
BryB_ER     55 ITPKIVNN-- 

RhiD_KS     50 GTGRAQEP-- 
CurI           ---------- 

TaO_ER         ---------- 

CurH           ---------- 
CurL           ---------- 

CurM           ---------- 

CurJ           ---------- 
CurK           ---------- 

consensus  101            

 

B 
1 2

                                                                      -------   ------------------------------ 

CurL         1 ------------------LP----------EGQEE---------EEVDLDDSQNTQNLDSAQIETQGKVDH------------AIAAELQEIKNLLKEGN 

CurJ         1 -------ILSSN---------------STAASEAE-----TLD----------------------------------DMVDEGSLESELSESLAAEINQL 

RizC_ACP     1 ----------------------------------------------------------RALVTEAPPRGATQ--SANGHALEGMSDGNLEELFARLSGVS 

BryA_ACP     1 ----------------------------------------------------------RKQIISNDEKQHQPSIS-------TIFPTSLDELLKKIQEGT 

BryB_ACP     1 -----------------------------------------------------------KQKIEQKNDIQNLSSSSYFSEDNQEVALSLKEILKKVEGNT 

RhiC_ACP     1 ------------------------------------------------------ADNQRTAMAVSPNDLDHAVSAG-NNVRGQSRPIEIHPPFADQLEGL 

5923_ACP     1 -------------------------------------------------ARGALAELFAPAIVAAPAQLANA--AA-DASLGDHSAAELARILAHELGGL 

CurI         1 ----------MGWK----------SVADSESNLPE--------RKEVDV-------------DEQILPVIE-----------DISEEEFEALAAQQLEKI 

Ta-1_ACP     1 GNEIQK-TVSAGAPAQGEPPSLDELLRQVEAGELD----------------------------------------------------------------- 

EtnH_ACP     1 ---------------CAEHPD---DLARRQAGTQA-NGGAVLERRAVEALAE------------------------------------ELALGRISLDQT 

BaeM_ACP     1 ---------------LTEHKETIETFYRTEETETEAA-----------------------------APESK-----------EYTDQEIIAMMKQVSEGT 

KirAV_ACP    1 -----AGRFDGGTGGADDLPALFADFDRLAAGLTEAATDEVFRDRVVERVRGLLT-ALSPATPEAPPDLFA-----------AATDDEVFALIDAELGSP 

CurG         1 ---VKVGLFRTE-------------IDQDQ---QE---DDSLEAKL--------------------LDEIK-----------QSSNQELESSIDQILESI 

CurH         1 ---IPI-EFSSN-------------LDEIENLEQE---EIDNTFR------------------------FQ-----------EMSEDEMANILARKLESL 

CurK         1 ---MPI-DFSSH-------------LDQTEKALDE---EDV----------------------------------------------------------- 

consensus    1                          .   . .  .         .                  .    .               .. .. .......... 

 

CurL        52 ----------------------------------- 

CurJ        40 S-------------EDEMDL-AVSQAVSQLDQLL- 

RizC_ACP    41 SQKGEA----------------------------- 

BryA_ACP    36 LGIEEADQLIDELPDYHLDM--------ELHELL- 

BryB_ACP    42 LSIDKAEKLFEQFSLK------------------- 

RhiC_ACP    46 FL--------SGELSIDSLLNIVSPGVAEIREVSI 

5923_ACP    49 ES--------RGAL--------------------- 

CurI        49 KS------ML------------------------- 

Ta-1_ACP    35 --PSVAQQFLTNSQS-------------------- 

EtnH_ACP    46 L------DRLRA----------------------- 

BaeM_ACP    46 LDFKRVQDIIEGSKTYES----------------- 

KirAV_ACP   84 V---------RGQEDR------------------- 

CurG        48 I---------N------------------------ 

CurH        46 E---------GKKS--------------------- 

CurK           ----------------------------------- 

consensus  101 .        . .                        

 

Figure 1. Comparative sequence analysis of docking domains from trans-AT PKS and Class 2 docking 

domains. (A) Multiple alignment using ClustalOmega11 of the N-terminal regions of PKS subunits from 

trans-AT PKSs (in red), with those of Class 2 N-terminal docking domains of cis-AT PKS.12 The positions 

of the two -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 ClustalOmega11 of the 

C-terminal regions of PKS subunits partenering those in (A) (in red), with those Class 2 C-terminal 

docking domains of cis-AT. The positions of the two -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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III. Etude d'une enzyme post-PKS impliquée dans la 

cyclisation de la lankacidine C 

 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 LkcE permettrait l’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-ψlast afin d’identifier dans les banques de données des 

protéines homologues à la LkcE. Trois LkcE présentant entre λλ% et λ1% d’identité 

de séquence ont été identifiés chez des espèces de Streptomyces possédant 

également le cluster de gènes 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 même, une LkcE présente chez P. fluorescens, une bactérie ayant un 

cluster de gênes similaire à celui produisant la lankacidine C chez S. rochei, présente 

5γ% d’identité de séquence. D’autres amines oxydases présentent également une 

identité de séquence assez importante avec la LkcE (de 47% à βλ % d’identité). Les 

plus proches homologues identifiés au sein de le PDB sont les monoamines oxydases 

humaines (MχO) χ et ψ (β6% et β7 % d’identité de séquence, respectivement).  

Les séquences des plus proches homologues ainsi que des MAO humaines ont 

ensuite été alignées en utilisant le serveur ClustalW de l’IψCP à 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 (à 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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 Clonage et purification de la LkcE et des mutants  

 Clonage de la séquence codant la LkcE 

χ partir de la souche fournie par l’équipe du Pr P. F. Leadlay qui contient le gène 

de la LkcE inséré dans le plasmide pGEX4T-3, une mini-préparation pour récupérer le 

plasmide a été réalisée. Une coupure du vecteur par BamHI et XhoI a permis d’exciser 

la séquence codante, qui a été ensuite sous clonée dans le pBG102. Une 

transformation de bactérie E. coli DH5α a permis de propager ces vecteurs. Le 

séquençage des deux plasmides a permis de s’assurer non seulement de la présence 

de la séquence codante mais aussi de son intégrité. 

 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 

l’enzyme sous forme soluble ; ii) une chromatographie de pseudo-affinité utilisant le 

tag His6 pour purifier la protéine par chromatographie type chélation de métaux 

immobilisés (IMAC) sur colonne nickel par une étiquette His6 ; iii) l’excision par la 

protéase rhinovirus humain 3C de la protéine de fusion SUMO taguée His6 pendant 

dialyse ; iv) une seconde utilisation de l’IMχC pour séparer la LkcE de la protéine 

SUMO-His6, la LkcE n’étant alors pas retenue sur la colonne nickel ; v) dilution de la 

protéine dans un tampon de faible force ionique avant l’utilisation d’une 

chromatographie échangeuse d’anions Q-sépharose (la LkcE est alors éluée à une 

concentration de 400 mM de NaCl) ; vi) une chromatographie d’exclusion stérique sur 

colonne Superdex 200 26/60 (la protéine est éluée à 195 mL). La pureté de la protéine 

a été suivie à chaque étape par gel SDS-PχGE 1β,5%. Ce protocole permet d’obtenir 

une protéine très pure tout en minimisant le temps de purification (2 jours) (Figure 73). 

Un rendement moyen de 15 mg/L de culture a pu être obtenu pour les différentes 

purifications de la LkcE. Un dosage spectrophotométrique en UV-visible a permis 

d’estimer à environ 45 % le pourcentage de protéine ayant incorporé le FχD.  

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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Figure 73 : Analyse par gel SDS-PAGE 12,5% de chaque construction de la LkcE après 
purification. 
Nous pouvons voir que la protéine a été purifiée à homogénéité. Seule une seconde bande, 
de faible intensité pour la LkcEwt et en plus grande proportion pour la SeLkcE est visible. Celle-
ci pourrait correspondre aux formes oxydées et réduites de l’enzyme ou bien à de la protéolyse 
dans l’échantillon.  

 

 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 à homogénéité. Pour cela, nous avons utilisé 

la diffusion dynamique de la lumière (DLS). Il s’agit d’une technique non destructive 

très sensible aux hétérogénéités en solution et permettant d’estimer la qualité de la 

protéine purifiée. χ l’issu de la purification, la LkcE, ainsi que chacun des mutants, ont 

été analysés par DLS (Tableau 1). 
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 Polydispersité 

Diamètre 

hydrodynamique 

moyen (en nm) 

Atténuateur 

LkcEwt 0,016 7,977 8 

SeLkcE 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 après purification de la LkcEwt, la SeLkcE et des 
mutants Y182F, R326Q et R326L. 
La valeur de l’indice de polydispersité n’excède pas 0,1, ce qui démontre l’homogénéité de la 
solution protéique. De plus, la valeur du diamètre 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 à 10 % montre que chaque version de LkcE a bien été purifiée à homogénéité 

et que la protéine n’agrège pas dans son tampon après filtration sur gel. La qualité des 

échantillons était donc amplement suffisante pour procéder à des études structurales.  

 

 Vérification de l’intégrité de la LkcEwt 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 l’enzyme de son cofacteur, indiquant que ce dernier n’est pas lié 

covalemment à l’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 l’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 à 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 à la masse molaire du FAD 

(785,5 Da) et non à celle du FMN (456,3 Da). On peut donc affirmer que la LkcE a 

intégré 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 à 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 à celle du FAD (785,5 Da). 
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 Etude structurale de la LkcE  

 Criblage des conditions de cristallisation de la LkcEwt et 

cristallisation de la Se-LkcE 

χfin d’identifier les conditions permettant d’induire la cristallisation de la LkcEwt, 

nous avons criblé un grand nombre de conditions de cristallisation à l’aide des screens 

commerciaux Morpheus, Wizard, SaltRX, PGA Screen, PEG/Ion Screen, HR, et Index. 

Ces screens ont été utilisés à deux concentrations en LkcE différentes. A 10 mg/mL, 

de forts précipités amorphes ont été obtenus dans de très 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 l’apparition de cristaux μ β5% PEG γγ50, 0,β 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 µm dans la plus grande 

dimension (Figure 75A). Il est à noter que ces premiers cristaux ont été obtenus lors 

de mon stage de Master β 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% 

à 30% et le pH de 6,0 à 7,0. Des cristaux ont été obtenus pour des concentrations en 

PEG 3350 allant de 25% à 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 à 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 PDψ (1GOS) de LkcE ne présente que 18,7% d’identité de 

séquence.  
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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 
l’obtention de ces cristaux contient β5% PEG γγ50, 0,β M d’acétate d’ammonium et 0,1 M ψis 
Tris (pH 6,5).  

B : Cristaux en goutte suspendue. Les cristaux ont été reproduits en boite Linbro en plus 
grand volume (γ L). Une gamme de pH (de 6,0 à 7,0) et de concentration en PEG 3350 (de 
17,5% à γ0%) a permis de comprendre l’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 ψis Tris (pH 6,5).  

 

Des essais de cristallisation avec les screens commerciaux ont alors été menés 

avec la SeLkcE pour à la fois vérifier si celle-ci cristallise dans la même condition que 

la LkcEwt et si une autre condition de cristallisation conduit à 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 

paramètres susceptibles de cristalliser la protéine séleniée à partir des conditions de 

cristallisation de la protéine native, à savoir: la concentration en protéine, en agent 

précipitant et en sel, ainsi que le pH. De la même façon, 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 µm par 

100 µm dans la condition suivante μ β8% PEG γγ50, β00 mM acétate d’ammonium 

A B 
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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 l’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 lumière 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 γ0% d’éthylène glycol 

comme cryo-protectant, puis stocké dans l’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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 Phasage SAD et construction du premier modèle 

Un jeu MχD a été collecté sur la ligne Proxima β. Pour cela, le seuil d’absorption du 

diffuseur anomale a toujours d’abord été enregistré (Figure 77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 77 : Mesure du seuil d’absorbance du sélénium.  
Le pic d’absorbance se situe à 1β,660 keV, ce qui correspond à une longueur d’onde de 
0,9793 Å.  

 

Les clichés ont été enregistrés sur γ60° avec une oscillation ΔΦ de 0,5° par image. 

Les données ont été indexées en utilisant le programme XDS, avec les paramètres de 

maille 1β5,1 Å, 1β5,1 Å, 154,6 Å, λ0,0° λ0,0° λ0,0°. Le groupe d’espace tétragonal a 

pu être déterminé au vue des extinctions systématiques ; il s’agit du P41212 (92). Les 

données ont ensuite été intégrées avec XDS jusqu’à une résolution de γ,γ Å, puis 

mises à l’échelle avec le programme XSCχLE. Le contenu de la maille a été évalué 

grâce 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 uniquement le jeu de 

données du peak. Pour cela, la suite SHELX-CDE a été utilisée en utilisant les 

paramètres déterminés grâce au calcul du coefficient de Matthews. La position des 

atomes de sélénium et la main a été déterminée grâce à 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 premières phases. Les phases ont ensuite été améliorées par 

aplatissement de solvant avec le programme PARROT. La carte de densité obtenue à 

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 modèle de la structure 

en utilisant le programme de construction automatique Bucaneer. Celui-ci est 

particulièrement efficace pour construire dans des cartes de densité électronique à 

basse résolution (>2,5 Å). Bucaneer est parvenu à 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. χprès plusieurs cycles d’affinement, les statistiques 

sont présentées dans le Tableau 2.  

Groupe d’espace P41212 (92) 

Paramètre de maille (Å) 125,1 125,1 154,6 90,0 90,0 90,0 

Ligne de lumière Proxima II 

Longueur d’onde 0,9793 

Résolution 20-3,3 Å 

Complétude 100% (100%) 

Réflexions observées 210 559 (46 298) 

Réflexions uniques 49 383 (10 724) 

Redondance 4,26 (4,32) 

I/σI 10,63 (2,36) 

Signal anomal 1,523 (0,728) 

Rmerge (%) 13,8 (71,8) 

Nombre de molécules dans l’unité 

asymétrique 

2 (1 dimère) 

Pourcentage d’acides aminés 

modélisés 

80 % (362 résidus) 

R factor 0,33 

Rfree 0,37 

Tableau 2 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure de la 
SeLkcE.  
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Un certain nombre de résidus sont absent de la densité électronique dans des 

boucles trop flexibles pour pouvoir être construites. 

 Cristallisation de la LkcE avec analogues de substrat et 

construction du modèle 

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 parallèle, nous avons donc affiné les conditions de cristallisation 

de la LkcE, en présence des deux analogues de substrat (EMAA et DATD à 10 mM). 

Ces cristaux ont été obtenus en changeant le contre ion de l’ammonium. χinsi l’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 être obtenus 

dans la condition suivante μ β4 à β6% PEG γγ50, 400 mM formate d’ammonium, 100 

mM Bis Tris (pH 6,4 à 6,6), 2,5 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) en utilisant 

une concentration en protéine de 5 à 7 mg/mL (Figure 78). Les cristaux ont été 

congelés en flux d’azote, en utilisant γ0% d’éthylène glycol comme cryo-protectant.   

Des données de diffraction ont été enregistrées jusque 2,65 Å sur la ligne de 

lumière Proxima 1. Une analyse du contenu de la maille grâce au coefficient de 

Matthews laissait présager la présence de 4 dimères dans l’unité asymétrique avec 

45% de solvant, ou bien γ dimères dans l’unité asymétrique avec 5λ% 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 µm/100 
µm obtenus respectivement dans les conditions : (A) 24% PEG 3350 et (B) 26% PEG 3350, 
400 mM formate d’ammonium, 100 mM ψis Tris (pH 6,5), β,5 mM TCEP.  

 

Les données ont été phasées par remplacement moléculaire en utilisant le 

programme Phaser MR avec pour modèle la structure de la SeLkcE. Par 

remplacement moléculaire, la solution avec 8 molécules (4 dimères) dans l’unité 

asymétrique 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 à 6 sont 

conservées, les autres étant jugées improbables. Pour la fonction de rotation, huit 

solutions avec des valeurs de Z-score de 14,2 à 23,49 ont été conservées. La fonction 

de translation était tout aussi contrastée, et huit solutions de Z-score compris entre 

γ5,8 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 modèle 

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 chaînes, le modèle 

construit pour la SeLkcE. Ce jeu de données, à plus haute résolution (2,65 Å), a permis 

de construire les résidus manquants sur le modèle précédent. En revanche, la boucle 

A B 
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132141 n’a pas pu être construite dans aucune des 8 chaînes, ainsi que la boucle 

235240 dans certaines chaînes 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 l’enzyme. Nous 

n’avons donc pas pu positionner les analogues de substrat. 

χ ce stade l’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   

a, b, c (Å) 136,55 ; 68,8 ; 190,03 

α, ,  (°) 90,0 ; 96,5 ; 90,0 

Résolution (Å) 48-2,65 (2,8-2,65) 

Rmerge 0,088 (0,579) 

I/σ(I) 13,61 (2,80) 

Complétude (%) 99,8 (99,8) 

Réflexions observées 387 798 (58 706) 

Réflexions uniques 102 500 (15 429) 

Redondance 3,8 (3,8) 

Affinement   

Résolution (Å) 48-2,65 

Nombre de réflexions  

     Working set  

     Test set 

 

102499 

5116 

Rwork/Rfree 0,264/0,303 

Déviations quadratiques 

moyennes   

Longueurs de liaison (Å) 0,008 

Angles de liaisons (°) 1,12 

Tableau 3 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure de la 
LkcEwt. 
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b. Obtention de cristaux tétragonaux pour la protéine native 

Dans l’espoir d’obtenir des données à plus haute résolution et moins de molécules 

à affiner dans l’unité asymétrique, nous avons tenté de reproduire le cristal tétragonal. 

En parallèle, la purification de la LkcE a été optimisée par l’ajout d’une étape de 

chromatographie par exclusion de taille. Alors que la protéine ainsi purifiée ne 

cristallisait pas dans les conditions précédentes, l’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 l’obtention de cristaux. Ces cristaux très 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 à 17 % de 

PEG 8000, cacodylate de sodium ou BES pH 6,3 à 6,7, pour des ratios 

protéine/solution de cristallisation 2/1 et 3/1. Une concentration en LkcE de 5 à 

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 
à 17%), 160 mM acétate de calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de sodium (pH 6,3 à 
6,7). 
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Des données de diffraction ont été enregistrées sur la ligne de lumière Proxima 1 

jusqu’à une résolution de β,8 Å. χprès indexation, nous avons pu déterminer qu’il 

s’agissait du groupe d’espace P4121β (λβ). Il s’agit donc du même groupe d’espace et 

de la même 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 β 

molécules et de 60% de solvant. La phase a été résolue par remplacement moléculaire 

avec le programme Phaser MR, en utilisant cette fois la chaîne la plus complète 

construite dans le jeu de données à 2,65 Å de résolution. Pour la fonction de rotation, 

trois solutions ont été conservées, dont deux ayant un Z-score supérieur à 7. La 

fonction de translation est quant à elle davantage contrastée. Deux solutions de Z-

score 13,78 et 8,13 ont initialement été retenue puis seule la première solution a été 

conservée pour phaser. 

Plusieurs cycles de construction manuelle suivis d’affinement grâce au programme 

Buster ont été effectués, permettant de mettre en évidence une densité électronique 

dans le site actif de chaque monomère. Elles ont été attribuées au DATD pour la 

chaîne χ et à l’EMχχ pour la chaîne ψ. L’ambigüité quant à la présence et au 

positionnement de ces deux analogues a été levée grâce à la réalisation d’une omit-

map. Cette dernière a été réalisée en supprimant les deux analogues du fichier PDB 

et en lançant un cycle d’affinement à l’aide de ψuster. χinsi, si la densité électronique 

perdure, c’est qu’elle n’a pas été introduite par un biais du modèle. On note que la 

densité électronique correspondant à l’EMχχ au sein du site actif du monomère ψ est 

moins bien définie que celle correspondant au DATD dans le site actif du monomère 

χ. En effet, elle apparait continue à une valeur de ratio signal sur bruit (I/σI) faible (carte 

2Fo-Fc contourée à 0,8 σ).  

Les statistiques du jeu de données après affinement sont les suivantes (Tableau 

4) :  
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Collecte du jeu de données   

Groupe d’espace P41212 (92) 

Dimensions de la maille   

a, b, c (Å) 125.55, 125.55, 156.65 

α, ,  (°) 90.0, 90.0, 90.0 

Résolution (Å) 49-2.8 (2.9-2.8) 

Rmerge 0.051 (0.563) 

I/σ(I) 22.37 (3.82) 

Complétude (%) 99.9 (100) 

Réflexions observées 257 311 (35 009) 

Réflexions uniques 26 112 (3 542) 

Redondance 7.35 (10.03) 

Affinement   

Résolution (Å) 49-2.80 

Nombre de réflexions  

     Working set  

     Test set 

 

35 112 

1 848 

Rwork/Rfree 0.192/0.222 

Déviations quadratiques 

moyennes   

Longueurs de liaison (Å) 0.010 

Angles de liaisons (°) 1.20 

Tableau 4 : Statistiques des données de diffraction et d’affinement de la structure de la 
LkcEwt en complexe avec les deux analogues de substrat. 

 

Le DχTD est positionné au sein du site actif de l’enzyme, à proximité du FχD. Il 

est principalement maintenu dans le site actif de l’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 hydrogène est également possible entre 

la Tγλ7 et la fonction amine du DχTD. L’EMχχ est également stabilisé au sein du site 

actif du monomère B par des interactions de type hydrophobe (L70, Y168, Y182, L191, 

W200, T397) (Figure 81). En revanche, la position de l’EMχχ et du DχTD au sein du 

site actif de chaque monomère se superpose. 
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Figure 80 : Vue du DATD au sein du site actif du monomère A de la LkcE.  
Seuls les résidus ayant un atome à moins de 5 Å du DATD sont représentés et les résidus 
pouvant être impliqués dans la stabilisation du DATD sont numérotés. Le FAD est représenté 
en jaune, le DATD en cyan et la LkcE en bleu.  

 

Figure 81 : Site de fixation de l’EMAA.  
Seuls les résidus ayant un atome à moins de 5 Å du DATD sont représentés et les résidus 
pouvant être 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 être impliqué dans la catalyse. En effet, la catalyse nécessiterait 

en principe la présence d’un catalyseur base (voir introduction Figure 51). Il y aurait 

également besoin de la présence d’un autre résidu pour stabiliser l’imine formée, voire 

d’un troisième résidu pour stabiliser l’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 dès la résolution de la structure de la SeLkcE. Il a été surprenant de voir les 

analogues de substrat être fixé dans le site actif à une distance de la R326 trop grande 

pour qu’elle puisse jouer un rôle dans leur fixation. Cependant, ce résidu pourrait tout 

de même être impliqué soit dans la fixation du substrat soit dans la stabilisation de 

l’énolate formé durant la catalyse. Les mutants de ce résidu ont continué à être 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 l’enzyme.  

 

 Caractérisation structurale du mutant R326Q de la LkcE 

trempé avec le LC-KA05 

a. Cristallisation des mutants, collecte 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 Y18βF. Ces cristaux ont été 

obtenus dans les conditions suivantes : 16 à 18 % PEG 8000, 160 mM acétate de 

calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de sodium, pH 6,5 à 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 très prismatiques et d’une taille de 100 µm à γ00 µm. 

Dès lors, les cristaux de LkcEwt et du mutant Y182F ont été obtenus de la même 

manière. 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% à 5%), 160 mM acétate de calcium, 20% glycérol, 80 mM cacodylate de 

sodium (pH 6,5). 

Suite à l’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 être purifiée par le laboratoire de chimie allemand du Pr A. 

Kirschning (2 fois 8 mg). Ils ont également pu mettre en évidence une dégradation du 

LC-KA05. En effet, un départ du groupement acétate a pu être constaté. Celui-ci peut 

être dû à deux réactions possibles (Figure 82).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 82 : Réactions de dégradation du LC-KA05.  
A : Une base déprotonne le carbone adjacent à l’acétate, ce qui conduit à l’élimination du 
groupement acétate sous forme de base conjuguée et la formation d’une double liaison C6-C7.  
B : Deuxième mécanisme dans lequel le LC-KA05 est désacétylé par une molécule 
d’eau. Il en résulte la formation d’acide acétique et d’un hydroxyle au niveau du C7, qui est 
plus stable que le groupement acétate.  

 

χfin 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 l’enzyme sauvage et des trois mutants 

avec le LC-KA05 ont été entrepris. Les cristaux ont été trempés dans une solution 

stabilisante à laquelle a été ajouté 30 mM de LC-Kχ05, dissous dans l’éthylène glycol 

A 

B 
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(ce dernier jouant le rôle de cryo-protecteur). Les cristaux ont été trempés sur des 

temps assez courts, de 5 s à 20 minutes.  

Les données de diffractions ont été enregistrées sur la ligne Proxima1 et plusieurs 

jeux de données ont pu être 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 à 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 l’enzyme au sein du site actif. Seul le mutant Rγβ6Q a 

permis l’observation du substrat dans le site actif de l’enzyme. Le cristal trempé durant 

20 minutes a diffracté à 2,9 Å de résolution, alors que celui trempé durant 10 minutes 

a diffracté à 2,5 Å de résolution. Nous avons donc utilisé ce dernier jeu de données 

pour la construction et l’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 à 6,25 et 6,48 alors que les 

autres solutions sont inférieures à 4,5) et la fonction de translation était également très 

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 à l’aide du logiciel 

ψuster. Seuls quelques cycles d’affinement sont encore nécessaires afin de 

positionner correctement les dernières 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  

a, b, c (Å) 125.55, 125.55, 156.65 

α, ,  (°) 90.0, 90.0, 90.0 

Résolution (Å) 49-2.50 (2.65-2.5) 

Rmerge 0.059 (0.686) 

I/σ(I) 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 (Å) 49-2.50 

Nombre de réflexions  

     Working set  

     Test set 

 

41586 

2189 

Rwork/Rfree 0.213/0.249 

Déviations quadratiques 

moyennes 
 

Longueurs de liaison (Å) 0.010 

Angles de liaisons (°) 1.17 

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 grâce à MolProbity (Figure 83). Les 

paramètres géométriques ne sont pas parfaits et doivent être légèrement améliorés 

avant d’envisager un dépôt sur la PDψ.  
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Figure 83 : Résultat de l’analyse de la structure du mutant R326Q par MolProbity.  
Le MolProbity score combine le clashscore, l’évaluation du Ramachandran, l’analyse des 
rotamères, 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 dimère avec une surface d’interaction importante de 1β7γ 

Å² entre les deux monomères (calculée grâce au logiciel PISA (Krissinel, et Henrick, 

2007)). Cette interface implique 34 à 38 résidus de chaque monomère. Chaque chaîne 

peptidique est composée de 438 résidus, dont 431 ont pu être construits pour le 

monomère A et 428 pour le monomère B. En effet, les deux résidus en N-terminale de 

la chaîne A et les résidus 133–138 situés dans une boucle flexible, n’ont pas pu être 

construits, de même que les trois premiers acides aminés et les résidus 132139 de 

la chaîne 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 diffère d’un domaine Rossmann fold par la topologie des éléments 

de structures secondaires. Le domaine est formé par les résidus 145, 7083, 

206279 et 368438. 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  central composé de 4 brins parallèles qui est 

flanqué de 8 hélices  et d’un autre feuillet  composé de γ brins antiparallèles. Ce 

domaine sert à l’interaction avec le FχD, et notamment la partie adénosine du FχD 

(Figure 84). Le serveur DALI (Holm, et Rosenström, 2010) a permis d’identifier des 

repliements similaires à celui de la LkcE. Ainsi cette dernière présente un repliement 

assez caractéristique des amines oxydases. Les structures les plus proches sont 

celles d’une PUFχ (polyunsaturated fatty acid) isomérase de Propionibacterium acnes 
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(PDB : 2BAB) (Liavonchanka, et al., 2006), d’une protoporphyrinogène oxidase de 

Bacillus subtilis (3I6D) (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 à deux sur les C en utilisant ProSMART (Nicholls, et 

al., 2012) a permis de déterminer des RMSD de 10,7 ; 7,5 ; 10,1 et 13,5 Å 

respectivement sur l’ensemble des C.  

 

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 hydrogène impliquant 

notamment les résidus suivants : G17 (N), S18 (N et OG), H44 (N et ND1), E64 (N), 

H65 (N et O), V228 (O), H257 (NE2), T392 (N), H399 (N et ND1). Quatre molécules 

d’eau servent également à fixer le FχD, de même 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 FχD est représenté en jaune, la LkcE en vert, et les molécules d’eau par une étoile noire. 
Les liaisons hydrogène possibles sont représentées par un trait en pointillés jaune. 

Le domaine catalytique est composé d’un long feuillet  composé de sept brins 

majoritairement antiparallèle (seul deux brins sont parallèle). Alors que cinq des brins 

sont composés de 4 à 6 résidus, deux brins sont composés de 9 et 10 résidus. Ces 

deux derniers brins se situent à proximité du FAD et interviennent dans la fixation du 

groupement isoalloxazine du FχD. Deux feuillets  supplémentaires composés de 

180° 
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deux  brins chacun, ainsi que quatre hélices  composent également ce domaine. Le 

substrat de l’enzyme est également présent au site actif, bien que la densité 

correspondant au substrat soit légèrement moins explicite dans la chaîne B que dans 

la chaîne A. Néanmoins, le LC-KA05 a pu être 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 reflète probablement le premier stade de la catalyse 

(fixation du substrat dans le site actif et/ou oxydation de l’amine). χ ce stade, la fonction 

amine et le carbone 2 du LC-KA05 sont trop éloignés pour que la réaction de 

cyclisation puisse s’effectuer.  

Le substrat interagit avec les acides aminés du site actif à la fois par des 

interactions de type hydrophobe et par interactions électrostatiques. La longue chaîne 

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 à noter que le 

groupement hydroxyle de la Y182 pointe vers une partie du substrat (Figure 87). 

Les interactions électrostatiques impliquent, quant à elles, la N179 qui établit une 

liaison hydrogène avec la fonction cétone du C3 (voir Figure 86 pour la nomenclature 

des atomes du LC-KA05), la Q428 qui pourrait être impliquée dans une liaison 

hydrogène avec la fonction acétate, et le NH peptidique de la T397 qui forme une 

liaison hydrogène avec la fonction ester du C1. Le groupement hydroxyle du C24 

interagit avec l’E64 et par la Qγβ6. Ceci permet de positionner la fonction amine très 

proche de l’azote réactif du noyau isoalloxazine du FχD pour que la réaction 

d’oxydation puisse avoir lieu. Deux molécules d’eau, très bien positionnées au sein du 

site actif, permettent également de fixer le substrat (Figure 87). 

 

Figure 86 : Nomenclature des atomes du LC-KA05 (tiré de Arakawa et al., 2005) 
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Figure 87 : Représentation du site actif du mutant R326Q en complexe avec le LC-KA05.  
Le substrat est représenté en cyan, l’enzyme en vert, le FχD en jaune, les molécules d’eau 
par des étoiles noires et les liaisons hydrogènes par des pointillés jaune. De nombreux résidus 
sont impliqués dans la fixation du substrat au sein du site actif.  

 

180° 
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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 LkcEwt en P21 (sans molécule au sein du site actif), deux conformations 

pour le W200, ainsi que pour la boucle 6271 étaient présentes, laissant penser qu’un 

réarrangement du site actif est possible et qui pourrait être induit par la formation de 

l’imine.  

Deux canaux de solvant sont présents au sein de l’enzyme μ l’un des canaux 

constitue le site de fixation du FAD (le FAD étant incorporé lors du repliement de 

l’enzyme), et l’autre canal sert à l’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).  

90° 

A 

B 



Résultats 

 
240 

 

 Co-cristallisation de chaque mutant et l’enzyme wt avec le 
LC-KA05 afin d’obtenir le produit dans le site actif 

Dans le but d’obtenir la structure de l’enzyme avec le produit de la réaction au sein 

du site actif, l’enzyme sauvage et les deux mutants de la Rγβ6 ont été mis en présence 

du substrat durant 2 h à 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 mêmes 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 Proxima1.  

Malgré la quantité de jeux de données enregistrés provenant de conditions de 

cristallisation différentes, aucun n’a permis d’identifier un éventuel produit ou même le 

substrat dans le site actif de l’enzyme. Seule une densité électronique affinée comme 

une molécule d’O2 est présente à proximité de l’azote réactif du FχD. L’enzyme a en 

effet pu réagir avec le substrat et éjecter le produit de la réaction.  

 

 Mise au point du test d’activité de la LkcE et de la 
détermination des paramètres cinétiques 

 Test d’activité de la LkcE avec les analogues de substrat 
(DATD et EMAA) 

Nous avons tout d’abord voulu connaître la capacité de l’enzyme à accepter une 

large variété de substrat et à 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 

l’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 l’élution. Le DχTD est sorti à la fin du gradient (70% environ 

d’acétonitrile). L’EMχχ, davantage hydrophobe que le DχTD, n’a donc pas été injecté 

sur cette colonne. Nous avons effectué les mêmes 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 l’EMχχ seul, nous avons constaté un pic majoritaire à 14,γ 
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minutes et l’apparition d’un pic à λ minutes qui n’est pas présent lors des lavages de 

la colonne (Figure 89ψ). Ceci pourrait s’expliquer par une élution de contaminants, 

l’EMχχ n’étant pur qu’à λ0%.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 89 : Test d’élution en chromatographie en phase réverse du DATD (A) et de 
l’EMAA (B). 
Un volume de 100 µL de chaque analogue à une concentration de 1 mM dans le tampon 
de la LkcE, a été injecté sur la colonne.   

 

Le FAD, a quant à lui, un temps de rétention de 10,5 minutes, et le TCA de 5 

minutes. Chacune des molécules pouvant être séparées par C8, nous avons alors 

réalisé un test enzymatique en laissant 50 µM d’enzyme réagir 1 h à β5 °C avec 

différentes concentration d’analogues (β00 µM, 1 mM et 50 mM). χprès avoir stoppé 
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la réaction au TCA, et centrifugé pour faire précipiter la protéine, 100 µL du mélange 

réactionnel ont été injectés. Bien que nous notions à 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 

consommés ou non. Malheureusement lors de l’injection, on retrouve seulement  les 

pics correspondant aux analogues de substrat à une valeur d’intensité similaire à celle 

observée lors de l’injection des analogues seuls. Ceci laisse penser qu’aucune 

réaction n’a eu lieu.  

 

Figure 90 : Analyse par chromatographie en phase réverse du test d’activité de la LkcE 
(50 µM) avec les deux analogues de substrat (1 mM chacun).  

 

Nous avons voulu donc confirmer ou infirmer la présence de produit grâce à la LC-

MS. Les tests ont été réalisés de la même façon que lors de l’analyse par 

chromatographie en phase réverse (50 µM LkcE, 5 à 50 mM substrat, 2 h à 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 à 5 min et 7,5 min), l’EMχχ donne une multitude de pics (Figure 91), 

vraisemblablement due à la présence de contaminants, ou à une élution en plusieurs 

pics de l’EMχχ (un seul pic est visible en UV).  
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Figure 91 : Suivi en UV, MS et MS2 des deux analogues de substrat : en A) le DATD et 
en B) l’EMAA.  

 

Nous avons tenté de suivre le produit en masse, puisque la masse du composé 

attendu est de 370 Da. Un pic est visible à un temps de rétention (RT) de 21,98 min 

(Figure 92). Cependant, ce pic est de faible intensité et les pics UV correspondant à 

l’EMχχ et au DχTD demeurent toujours identifiables (Figure 92A). De plus, des 

spectres MS2 et MS3 mettent en évidence des ions fils de masse inattendue.  

A 

B 
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Figure 92 : Suivi par spectrométrie de masse du produit de la réaction attendu.  
A : Suivi UV à 215 nm du produit de la réaction. Le pic à 4,58 min pourrait correspondre au 
DATD et le pic à 15,58 min à l’EMχχ. Un pic de faible intensité est visible à 1λ,β7 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 à 371,50 qui comprend la valeur de m/z attendue pour le 
produit (371 [M+H]+) Un pic apparait à β1,λ8 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 à 22,29 min). 
Aucun pic de valeur de m/z = 371 ne peut être 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 
extrêmement 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  DχTD seul, l’enzyme avec l’EMχχ seul et d’un mélange composé de 

DχTD, d’EMχχ et de la LkcE précédemment chauffée à 100 °C afin de dénaturer 

l’enzyme. Nous avons retrouvé la présence de ce pic de m/z = γ71 dans l’EMχχ et 

dans le témoin négatif de la réaction (Figure 93). 

 

 

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 l’EMχχ, que ce soit en absence de DχTD ou en absence d’enzyme, un pic 
correspondant à la masse attendue est présent, ce qui indique qu’il ne s’agit pas du produit de 
la réaction mais un contaminant présent dans l’EMχχ.  

 

 Test d’activité de la LkcE avec le substrat naturel  

Devant l’impossibilité de détecter un produit formé à 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-KA05 dorénavant purifié par les 

chimistes allemands. En vue de la faible quantité de substrat à notre disposition, il était 

nécessaire d’avoir recours à 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 l’étude de l’activité de la LkcE avait également débuté grâce 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 

à quantifier le substrat afin de pouvoir réaliser une gamme étalon. Pour cela, il a fallu 

se placer à l’identique 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 à volume dans 

l’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 être établie, et une équation 

représentant la courbe obtenue a été déterminée (Figure 94).  

 

Figure 94 : Courbe étalon reliant l’aire du pic correspondant au LC-KA05 (m/z = 504,5 
en mode négatif) à la concentration en substrat (en µM).  
La courbe (non linéaire sur les concentrations utilisées) est ajustée à un polynôme du 3ème 
degré 

 

χfin de déterminer les paramètres cinétiques de la LkcE, l’enzyme (100 nM) a été 

mise en présence de 250 µM de substrat, et la réaction a été stoppée à différents 

temps en prélevant une fraction aliquote et en la diluant dans l’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 à différents temps ont été analysés 

et quantifiés par LC-MS (Figure 95).    
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Figure 95 : Suivi par LC-MS de la consommation du substrat par la LkcE.  
La réaction a été suivie de γ0 s à γ0 min et l’aire du pic correspondant au LC-KA05. Nous 
constatons une diminution de l’aire du pic (Mχ) à partir de γ minutes.  
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Cependant, du fait de l’hydrolyse du substrat pendant les tests d’activité (voir partie 

III.3.D)a), nous avons également suivi la cinétique d’apparition de la forme hydrolysée 

du substrat (m/z = 46β,5). En effet, nous ne savions pas si l’enzyme était capable de 

réagir avec cette forme du substrat. Les analyses par LC-MS suggère que dans ces 

conditions expérimentales, l‘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-à-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 l’enzyme afin de pouvoir estimer une Vmax puis en déduire 

une estimation du kcat (kcat = Vmax/[E]0) de l’enzyme. Pour cela nous avons mis en 

présence 100 nM de LkcE avec 250 µM de substrat. Cette concentration permet en 

plus de rester dans la zone linéaire de quantification en LC-MS. Pour chaque mesure, 

nous avons converti l’aire du pic de masse en concentration de LC-KA05 grâce à la 

courbe étalon. Cependant, on constate une phase de latence d’environ γ 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 l’enzyme est en condition de vitesse initiale), nous avons pu ajuster la 

courbe à une régression linéaire. Cela nous a permis de calculer une vitesse initiale Vi 

de 6 µM.min-1. En divisant par la concentration en enzyme, nous avons déterminé un 

kobs de 1 s-1 (Figure 97). En supposant que l’enzyme fonctionne à saturation, ce kobs 

reflète le kcat de la réaction. Cette valeur de kobs suggère que cette étape ne serait pas 

limitante dans la voie de synthèse du polykétide puisque la constante cinétique de 

l’ensemble de la PKS serait de l’ordre de la min-1.  

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 être formé si le groupement acétate était hydrolysé de la même 

façon que pour le substrat, sans davantage de réussite. Un suivi des ions fils potentiels 

dus à la fragmentation par l’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 à un test plus pertinent et moins couteux pour 

déterminer plus rigoureusement les paramètres cinétiques de l’enzyme.   

 

Figure 96 : Suivi par LC-MS de l’apparition de la forme hydrolysée du substrat.  
La formation de ce produit indésirable a été suivie de γ0 s à γ0 min (le temps t = γ0 min n’est 
pas affiché ici (RT : 16,16 ; MA : 6745) car les données MS sont très bruitées).  

 
 



Résultats 

 
250 

 

 

Figure 97 : Courbe représentant l’intensité obtenue par LC-MS en fonction du temps de 
la réaction.  
Les données ont été ajustées à l’équation d’une droite en prenant les temps de γ min à γ0 
min.  
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Structure à faible résolution d’un module de PKS trans-AT : une 

conformation ouverte inattendue  

Jusqu’à présent, aucune structure à haute résolution n’a pu être obtenue pour un 

module de PKS modulaire. Les méthodes classiques permettant de résoudre des 

structures à haute résolution (RMN et cristallographie aux rayons X) ne sont pas 

adaptées à l’étude de ces systèmes complexes, de haut poids moléculaires (RMN) et 

dotés d’une grande flexibilité intrinsèque. Dès lors, l’utilisation de méthodes 

complémentaires, permettant la résolution de structure à plus faible résolution, 

s’impose pour l’étude des PKS. Le SχXS constitue une technique particulièrement 

bien adaptée à l’étude d’objets flexibles. Elle permet de déterminer l’enveloppe 

moléculaire de la protéine, c’est-à-dire sa conformation globale, puis de placer des 

structures à haute résolution au sein des enveloppes obtenues, renseignant sur 

l’organisation de protéines à plusieurs domaines et de protéines complexes. 

Notamment, elle permet également d’étudier la dynamique des protéines en solution.   

Nous avons utilisé une approche visant à 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 

l’ensemble. Ces détails n’auraient pas été accessibles juste à partir de l’analyse du 

module entier.  

Le module 5 affiche une conformation « bras ouvert » dans laquelle les deux ACP 

occupent une position non équivalente. L’χCP5a est situé directement à proximité du 

KS5, semble participer directement à la condensation. L’χCP5b, quant à lui, est localisé 

à distance de l’χCP5a à l’extrémité d’un linker flexible, et est donc plus accessible que 

l’χCP5a. Il devrait donc jouer un rôle différent, et intervenir en série après l’χCP5a 

(Rahman, et al., 2005). L’χCP5b pourrait alors servir de support pour les réactions de 

modification impliquant la cassette de -méthylation et/ou pour le transfert du 

polykétide vers le module suivant. Afin de valider cette hypothèse, il est nécessaire de 

muter tour à tour chaque ACP et de vérifier si (1) la condensation reste possible, (2) si 

la -méthylation est toujours effectuée et (3) si la chaine en élongation est toujours 

transférée vers le module en aval. Pour cela, nous avons déjà procédé à des 
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mutagenèses 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 KS5. 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 KS5 a, quant à 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 KS5. Il est à noter que lorsque le KS5 est acylé, nous avons modifié les ACP 

par ajout du groupement phosphopantéthéine à partir de CoA, pour obtenir les ACP 

sous leur forme holo (la réaction tournerait si une unité malonate était présente sur 

l’χCP). Nous avons enregistré des jeux de données SχXS sur ces constructions dans 

le but d’isoler des conformères 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 deuxième aspect consistera à modifier le KS5 et les deux ACP de la même 

façon que précédemment, sauf que les modifications du KS5 et des ACP se feront de 

façon simultanée afin que la catalyse puisse avoir lieu. Le produit de condensation 

sera ensuite libéré par hydrolyse alcaline, extrait à l’acétate d’éthyle, puis modifié 

chimiquement par ajout de TMS-diazométhane pour méthyler le produit afin de le 

rendre plus volatile pour être 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 l’χCP5a et celui de l’χCP5b et éventuellement de quantifier ce 

produit. Cela permettra d’identifier si les deux χCP sont impliqués dans la 

condensation ou s’ils ont effectivement des rôles non équivalents.  

Un autre aspect intéressant consiste en l’organisation des linkers du module 5. En 

effet, le long linker de 298 acides aminés reliant le KS5 à l’χCP5a semble ordonné. Ce 
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linker est composé d’une portion homologue au linker reliant le KS à l’χT 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 à aucune région de structure connue 

mais qui semblent être structurés. ψien que l’organisation globale du module 5 soit 

similaire à 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 diffère dans son orientation. 

Malgré la rotation des linkers effectuées grâce au programme SASREF, la position de 

ces derniers par rapport au KS5 diffère de celle visible dans la structure cryo-EM de 

PikAIII. 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 

dimérisation en C-terminale (Dutta, et al., 2014). Ceci expliquerait pourquoi ce linker 

se situerait sur le côté 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 l’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 à lui très flexible et de conformation étendue. Ceci peut s’expliquer par 

le besoin de rendre l’χCP5b plus accessible pour l’interaction avec les partenaires en 

trans vraisemblablement, mais aussi pour permettre à cet χCP d’interagir avec le reste 

du module 5 (ACP5a et/ou KS5). La conformation ouverte du module 5 serait ainsi 

favorable pour l’interaction en trans avec les différents partenaires du module : que ce 

soit la cassette de -méthylation (sous forme de complexe ou bien alors les protéines 

de la cassette agissant tour à tour) ou bien encore avec le module 6.  

Un autre point important qu’il reste à déterminer est la structure des modules 

arborant un panel de domaines de modification optionnels (DH qui est dimérique au 

moins chez les systèmes 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-même. Les purifications de ces protéines sont laborieuses car les 
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modules, en plus d’être peu solubles lors de la lyse cellulaire, sont composés de 

nombreux linker et sont de ce fait sujet à une protéolyse importante. L’utilisation de 

pastille anti-protéase (cOmplete™ ULTRχ Tablets, Mini, EDTχ-free, EASYpack 

Protease Inhibitor Cocktail, Roche), l’ajout de fluorure de phénylméthylsulfonyle 

(PMSF), et d’EDTχ suite à l’IMχC s’avère nécessaire pour limiter la protéolyse. Des 

données SAXS sur ces protéines ont été enregistrées et doivent encore être 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, l’étude de VirFG 

entier permettrait de caractériser pour la première fois un di-module d’une trans-AT 

PKS (module 6–module 7) au sein d’une même protéine et ainsi de mieux comprendre 

le transfert du polykétide d’un module à l’autre. Et enfin, la caractérisation 

systématique et comparative de toutes les protéines permettrait de proposer un 

modèle d’organisation globale de la PKS, surtout au niveau des modules incorporant 

des panels différents de domaines. 

 

Figure 98 : Rappel de l’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 

à l’étude. En effet, la Lkcχ constitue en elle-même une hybride PKS-NRPS et 

représente un excellent modèle 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 monomères (Sieber, et al., 2002) et il serait intéressant 

de suivre l’état oligomérique de ces modules dans un contexte dimérique. Des 

premières données SAXS et cryo-EM sont déjà disponibles pour cette construction, 

dans laquelle la partie NRPS de la protéine semble être monomérique alors que la 

Lkcχ s’homodimérise par l’intermédiaire du KS.  

 

Figure 99 : Rappel de l’organisation de la PKS synthétisant la lankacidine C.  
La Lkcχ présente l’avantage de constituer une protéine discrète ; ainsi les bornes n’ont pas 
besoin d’être délimité, ce qui augmente les chances d’avoir la protéine soluble. D’autre part, 
le module NRPS se trouve être 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-χT synthétisant l’énacyloxine (un antibiotique de la classe des polyènes) (Figure 

100). Cette sous-unité comprenant β modules présente l’avantage d’avoir un domaine 

KS en N-terminale et en C-terminale. Ainsi il y aurait deux domaine dimériques de 

chaque côté de la sous unité, ce qui pourrait rendre plus rigide la protéine et donc 



Discussion et perspectives 

 
256 

 

limiter sa sensibilité à la protéolyse. De plus, cela permettrait d’étudier l’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 l’étude de l’interface de docking entre ces deux 

sous-unités est particulièrement intéressante. La caractérisation de cette interface de 

docking fait partie du sujet de thèse de Fanny Risser au sein de notre laboratoire.  

 

Figure 100 : Organisation de la PKS synthétisant l’énacyloxine (Mahenthiralingam, et 
al., 2011). 
Cette PKS s’organise en 7 chaînes peptidiques et 10 modules. Le module 3 est à cheval sur 
les sous-unités 5λγ4 et 5λβγ. χu vue des analyses de séquences, le DD à l’interface des deux 
sous-unités semblent faire partie de la même 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 χCP.  

 

Caractérisation du couple de DD entre VirA et VirFG, découverte 

d’un nouveau type d’interface de docking  

La continuité de la synthèse 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 systèmes 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 à celui d’un dimère. Cet état oligomérique a été confirmé par SχXS, 

grâce aux calculs d’enveloppe, mais aussi grâce au programme SχXS MoW (Fischer, 

et al., 2010). En effet, ce logiciel permet de déterminer le poids moléculaire de l’espèce 

présente en solution grâce à 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 

lumière (SLS), ce qui a permis de confirmer que le DD VirA est bien dimérique en 

solution. Cependant lors des expériences 15N-1H HSQC sur le DD VirA marqué 15N 

seul en solution, seul 15 pics sur 37 attendus ont pu être identifiés. En revanche la 

totalité des pics apparaissent lorsque le DD VirFG est ajouté lors de l’acquisition. Deux 

possibilités pouvaient expliquer ce phénomène : soit il existe un équilibre entre la forme 

monomérique et dimérique du DD VirA et les valeurs de kon et koff 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 l’acquisition, ce qui expliquerait la faible proportion de pics visible sur l’HSQC. 

Plusieurs conformations du DD VirA sous forme dimérique ont pu être mises en 

évidence par SAXS, ce qui appuie alors notre seconde hypothèse 

Un spectre 15N-1H 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 dichroïsme circulaire, qui dénote une faible structuration 

du DD VirFG. Ceci est aussi confirmé par l’allure de la courbe de Kratky, qui reste 

parallèle à l’axe des abscisses sans jamais retomber à 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 intrinsèquement désordonnée. Des expériences de dichroïsme 

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 même, l’acquisition d’un spectre 15N-1H HSQC du DD VirFG marqué 15N a révélé 

un changement de déplacement chimiques des pics en présence du DD VirA ce qui 
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révèle 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 après avoir essayé de résoudre la 

structure d’un DD marqué 13C-15N en présence de son partenaire non marqué, une 

approche couronnée de succès pour le DD de Virχ mais qui s’est révélée trop 

complexe pour le DD de VirFG. Cette structure révèle une structuration en deux hélices 

 pour chaque DD. Les DD en interaction forment donc un fagot de 4 hélices  dans 

lequel les deux DD interagissent de manière 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 (Kd) de 5,8 µM a été déterminée pour l’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 (250 µM) (Broadhurst, et al., 2003 ; 

Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al., 2013). ψien que le mode d’interaction varie 

entre les différentes classes de DD, la surface d’interaction (11001800 Å²) et l’affinité 

(250 µM) reste sensiblement la même. 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 

manières spécifiques mais de façon labile. Cela suggère une habileté de la PKS à 

pouvoir remplacer une sous-unité défaillante par une autre sans avoir à synthétiser de 

novo la machinerie entière, ce qui serait très couteux en énergie pour la cellule. La 

variété entre les différents types de DD permettrait également à la PKS d’assurer des 

interactions très spécifiques entre les sous-unités  

La présence des domaines flanquants n’affectent pas cette interaction puisque un 

Kd de 4 µM a été déterminé entre l’χCP5b-DD VirA / DD VirFG et de 5,5 µM entre le 

DD VirA / DD VirFG + linker le reliant au KS6. Nous n’avons en revanche pas pu tester 

l’influence du KS6 sur l’interaction, étant donné que DD VirFG–KS6 n’a jamais pu être 

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-à-vis des DD, 

mais aussi de confirmer l’apparente absence de contribution à l’interaction du KS6 et 

de l’χCP5b. L’analyse par SχXS de la construction χCP5b–DD VirA–DD VirFG a montré 

que l’χCP5b n’interagit pas avec le couple de DD. L’étude de la protéine de fusion 

ACP5b–DD VirA –DD VirFG–KS6 a tout d’abord indiqué que le linker séparant le DD 

VirFG et le KS6 semble structuré. Nous avons également positionné les deux 

domaines adjacents grâce à cette construction. Les deux DD en interaction sont 

flanqués d’un côté par l’χCP et de l’autre par le domaine KS. Il est intéressant de 

constater qu’au contraire des domaines de docking identifiés à ce jour (Broadhurst, et 

al., 2003 ; Buchholz, et al., 2009 ; Whicher, et al., 2013), cette interface ne se situe 

pas au niveau de l’axe de symétrie du dimère de KS mais sur les flancs de ce dernier.  

Les calculs de forme de la protéine de fusion ACP5b–DD VirA–DD VirFG–KS6 et 

du module 5 nous ont permis de proposer un modèle d’interaction entre le module 5 

et le module 6. Dans ce modèle, comme les DD sont situés sur les côtés du KS, une 

chambre réactionnelle est formée. Ceci laisse la possibilité aux protéines de la 

cassette de -méthylation d’agir tour-à-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 même 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 chaînes peptidiques différentes 

qui se complémentent en trans. Parmi ces quatre couples de DD, trois sont positionnés 

à l’interface entre DH et KR et un entre KS et KR. La structure du domaine KR 

possédant en N-terminale un DD (MlnE DD) permettant l’interaction avec un DD 

partenaire (MlnD DD) en C-terminale du domaine KS a été résolue par cristallographie 

à 1,72 Å de résolution (Figure 101). Le MlnE DD, analogue au DD VirFG, est structuré 

malgré l’absence du DD partenaire. La structure du MlnE DD est identique à celle du 

DD VirFG dans la protéine de fusion. Des interactions impliquent la deuxième hélice 

du MlnE 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 à elles seules la 

structuration du MlnE DD. En effet, en faisant apparaitre la symétrie cristalline, nous 

voyons qu’une autre copie du MlnE DD entre en interaction avec celui-ci (analyse non-

publiée). Ce symétrique mime la présence du DD partenaire et induit 

vraisemblablement le repliement du MlnE DD. En revanche même s’il est structuré, 

celui-ci est tout de même très dynamique. Ceci est reflété par la valeur du facteur B 

moyen, bien supérieur pour le MlnE DD par rapport au reste de la protéine (71 contre 

37 Å²).  

 

Figure 101 : Structure d’un DD-KR de la sous-unité MlnE de la PKS synthétisant la 
macrolactine (PDB 5D2E, Zeng, et al., 2016).  
Le domaine KR est coloré en vert, et le domaine MlnE 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 façon parallèle contrairement au couple entre 
les DD Virχ et DD VirFG pour lesquels les deux sets d’hélices forment un angle de 1β7°.   

 

L’interface de docking entre Virχ et VirFG est totalement différente de celles 

décrites jusqu’à présent, que ce soit au niveau de l’état oligomérique ou bien de la 

localisation par rapport au domaine KS en aval. Cela constitue une avancée majeure 

pour l’ingénierie de ces systèmes enzymatiques. Nous avons identifié des résidus 

polaires important pour la spécificité et la mise en place de l’interaction (kon). Ces 

résidus peuvent alors être la cible de mutagenèse dirigée dans le but de modifier la 

spécificité d’interaction. En revanche, du fait du caractère intrinsèquement 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 à privilégier afin de maintenir leur 

intégrité structurale. La faisabilité de cet échange a d’ailleurs été démontrée lors de 

l’étude sur les DD de la PKS synthétisant la macrolactine (Zeng, et al., 2016). 

Cependant, il est également très important de prendre gare à échanger ces DD par un 

couple de DD n’interagissant pas avec des DD déjà présent au sein de la PKS. Afin 

d’éviter ce problème, il est nécessaire de caractériser plusieurs interfaces de docking 

supplémentaires, un travail actuellement en cours au laboratoire, qui constitue une 

partie du sujet de thèse de Fanny Risser.  

 

Etude d’une enzyme de cyclisation post-PKS 

Les enzymes post-PKS représentent une part très importante de la synthèse 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 intérêt double puisqu’il s’agit à 

la fois d’une enzyme post-PKS mais aussi d’une enzyme d’oxydation et de cyclisation. 

χinsi la compréhension du mécanisme catalytique de l’enzyme permettrait de disposer 

d’un outil supplémentaire pour l’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 très difficile à réaliser en chimie traditionnelle (Ojima, 

2002).  

Nous avons donc procédé à une étude structurale de l’enzyme, en essayant de 

résoudre sa structure en présence d’analogues de substrat, ce qui nous a permis 

d’identifier des résidus pouvant être impliqués dans la catalyse. En effet, outre le FχD 

qui va permettre l’oxydation de l’amine de l’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 à 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 FχD et d’un domaine catalytique. 

L’ensemble se dimérise par l’intermédiaire d’une large interface entre les deux 
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monomères. Le repliement global est semblable à celui d’autres amines oxydases, 

particulièrement au niveau du domaine de fixation du FAD. Ce dernier présente 

également une conservation de la séquence primaire plus importante que le reste de 

la protéine avec les autres amines oxydases (Figure 72).  

Grâce aux premières structures (SeLkcE et LkcEwt avec analogues de substrat), 

nous avons pu identifier la Y182 ainsi que la R326 comme des résidus pouvant être 

impliqués dans la catalyse. En effet, peu de résidus présent dans le site actif de 

l’enzyme sont capables de jouer le rôle de catalyseur base et sont conservés, 

notamment avec la LkcE de P. fluorescens. Seule la Y182 semble pouvoir jouer ce 

rôle, bien que le pKa de ce résidu doive être fortement diminué par son environnement 

(environ 3 unité de pH). La R326 est quant à elle, situé en fond du site actif et nous 

avons alors supposé qu’elle puisse servir dans la stabilisation de l’énolate lors de la 

catalyse. Par ailleurs, dans la structure de la LkcEwt avec les analogues de substrat, 

on peut remarquer que le DχTD n’est pas positionné de façon à subir une oxydation 

par le FAD. En effet la fonction amide du DATD est située à une distance de 6,7 Å de 

l’azote réactif du FAD. Cependant, on constate que cette fonction amide établit une 

liaison hydrogène avec la Tγλ7 qui pourrait dans ce cas stabiliser l’imine formé lors de 

la catalyse avec le substrat naturel de l’enzyme. Cela nécessiterait néanmoins un 

changement conformationnel important de la part de ce dernier. .  

χu sein de l’autre monomère, la fixation de l’EMχχ au cœur 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 l’EMχχ mimant le Cβ du polykétide.  

Une fois le substrat naturel de la LkcE purifié par les chimistes du laboratoire du 

Pr. χ. Kirschning à hauteur de β0 mg pour β0 litres de cultures extraits à l’acétate 

d’éthyle, nous avons tenté d’obtenir la structure de la LkcE avec le LC-KA05. De 

manière inattendue, par trempage des cristaux dans le substrat, nous sommes 

parvenues à obtenir le substrat dans le site actif de l’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, l’amine se situe à proximité de l’azote réactif du 

groupement isoalloxazine du FAD. Ce positionnement est idéal pour la catalyse de 

l’oxydation de l’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 à la réaction de cyclisation. En effet le C2 est séparé de la fonction amine 

de 1γ,β Å. De plus, dans cet état, le Cβ se situe à l’entrée du canal du site actif et 

aucun résidu susceptible de réaliser une catalyse base ne se situe à proximité de ce 

carbone. Cet état reflète 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 » 

à 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 LkcE des systèmes homologues 

permettant la synthèse de la lankacidine. Seul la Y182 ou la E64 resteraient de bons 

candidats pour jouer le rôle 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 Rγβ6Q a permis l’obtention du 

substrat dans le site actif. La Q326 établit une liaison hydrogène avec le LC-KA05 

contribuant à 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-KA05 (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 LkcEwt.  
Les structures de la LkcEwt (en vert) et du mutant R326Q ont été superposées, permettant 
d’identifier le site de fixation du DχTD (en mauve) et de l’EMχχ (en orange) par rapport au 
substrat naturel de l’enzyme (en cyan). Dans cette conformation, la Rγβ6 entrerait en clash 
stérique (indiqué par des traits noirs) avec le LC-KA05 (1,5 Å sépare le NH2 de la R326 et 
l’hydroxyle du substrat). 
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La structure du mutant R326Q en présence du substrat reflète certainement la 

première étape de la catalyse. En effet, la fonction amine est située de façon adéquate 

par rapport au FχD 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 Cβ et le C18 

sont situés à 1γ Å l’un de l’autre, et d’autre part aucun résidus pouvant jour le rôle de 

base ne se situe à proximité du C2. Un réarrangement conformationnel, probablement 

provoqué par la formation de l’imine, est alors nécessaire pour assurer la catalyse 

base au niveau du C2, étape nécessaire à la cyclisation. Une stabilisation de l’imine 

précédemment formé est requise durant cette étape. Pour cela, deux résidus sont 

potentiellement impliqués μ l’E64, situés dans le fond du site actif, et la Tγλ7 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 à 100 % sous forme énol. Cela prouve que le proton relié au C2 

présente un caractère acide. En effet, un système conjugué impliquant la fonction ester 

en C1 rend le C2 particulièrement acide en diminuant son pKa. Cependant un énol 

n’est pas aussi réactif qu’un énolate. χinsi, afin d’accroitre la réactivité du Cβ et 

catalyser la cyclisation, une déprotonation de l’hydroxyle doit avoir lieu. Celle-ci peut 

impliquer l’E64 ou la Y18β qui sont les deux seuls résidus présent dans le site actif 

pouvant participer à une catalyse basique. La réaction de cyclisation serait alors 

concomitante à la déprotonation. La cyclisation aboutirait alors à 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 l’apparition d’une 

charge positive, pourrait générer une répulsion entre l’imine et la Rγβ6 située à 

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 l’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 FχD se fait ensuite par une molécule d’O2 qui est alors 

réduite en H2O2.   
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Figure 103 : Schéma réactionnel proposé pour la LkcE (réalisée par KJ Weissman).  
Le FχD serait responsable de l’oxydation de l’amine en imine, grâce à un transfert d’hydrure. 
L’imine ainsi formée serait stabilisé par un résidu ψ1 (le E64 pourrait stabiliser l’intermédiaire). 
La formation de cette imine induirait un changement conformationnel qui permettrait de 
positionner le substrat dans une conformation adéquate pour la catalyse. Dès lors, un résidu 
B2 (le E64 est le candidat le plus probable, la Y182 pourrait également jouer ce rôle si son pKa 
est diminué) agirait par catalyse base pour activer le substrat sous forme énol. La cyclisation 
serait alors concomitante à l’activation, ce qui conduit à 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 DχTD et d’EMχχ. Ceci n’est 

guère étonnant au vu des structures, puisque les deux analogues de substrat se fixent 

au même 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-KA05 (Figure 102).  

Le suivi par LC-MS de la réaction avec le substrat naturel de l’enzyme s’est révélé 

être 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 l’activité. 

De plus, jusqu’à 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 O2 pourrait donc fournir des résultats plus rigoureux. Cette méthode 

a déjà été utilisée pour suivre l’activité d’une amine oxydase (Ames, et al., 2011). De 

plus, la diffusion de l’O2 dans l’eau est suffisamment lente pour ne pas interférer avec 
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le suivi de la consommation d’O2 par l’enzyme. En effet, cette vitesse est de l’ordre de 

10-5 cm2.s-1 (Han, et Bartels, 1996).  

χinsi, afin d’envisager une publication de ce travail, il est critique de déterminer les 

paramètres cinétiques de l’enzyme, ce qui peut être fait en utilisant une électrode O2, 

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) Après avoir stoppé la réaction et 

extrait le produit à l’acétate d’éthyle, celui-ci pourrait être 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

REFERENCES 

BIBLIOGRAPHIQUES 



Références bibliographiques 

 
267 

 

1. Agostini-costa, T. S., Vieira, R. F., Bizzo, H. R., Silveira, D. & Gimenes, M. a. 

Secondary Metabolites. Chromatogr. Its Appl. 1, 131–164 (2012). 

2. Ahlert, J., Shepard, E., Lomovskaya, N., Zazopoulos, E., Staffa, A., Bachmann, 

B. O., Huang, K., Fonstein, L., Czisny, A., Whitwam, R. E., Farnet, C. M. & 

Thorson, J. S. The calicheamicin gene cluster and its iterative type I enediyne 

PKS. Science 297, 1173–1176 (2002). 

3. Akey, D. L., Kittendorf, J. D., Giraldes, J. W., Fecik, R. A., Sherman, D. H. & 

Smith, J. L. Structural basis for macrolactonization by the pikromycin 

thioesterase. Nat. Chem. Biol. 2, 537–542 (2006). 

4. Akey, D. L., Razelun, J. R., Tehranisa, J., Sherman, D. H., Gerwick, W. H. & 

Smith, J. L. Crystal Structures of Dehydratase Domains from the Curacin 

Polyketide Biosynthetic Pathway. Structure 18, 94–105 (2010). 

5. Alekseyev, V. Y., Liu, C. W., Cane, D. E. & Puglisi, J. D. Solution structure and 

proposed domain – domain recognition interface of an acyl carrier protein 

domain from a modular polyketide synthase. Protein Sci. 16, 2093–2107 (2007). 

6. Ames, B. D., Nguyen, C., Bruegger, J., Smith, P., Xu, W., Ma, S., Wong, E., 

Wong, S., Xie, X., Li, J. W.-H., Vederas, J. C., Tang, Y. & Tsai, S.-C. Crystal 

structure and biochemical studies of the trans-acting polyketide enoyl reductase 

LovC from lovastatin biosynthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 109, 11144–9 

(2012). 

7. Ames, B. D., Haynes, S. W., Gao, X., Evans, B. S., Kelleher, N. L., Tang, Y. & 

Walsh, C. T. Oxidation of Fumiquinazoline A to the Heptacyclic Hemiaminal 

Fumiquinazoline C by the Flavoenzyme Af12070 from Aspergillus fumigatus. 

Biol. Chem. 50, 8756–8769 (2011). 

8. Annaval, T., Paris, C., Leadlay, P. F., Jacob, C. & Weissman, K. J. Evaluating 

Ketoreductase Exchanges as a Means of Rationally Altering Polyketide 

Stereochemistry. Chembiochem 16, 1357–64 (2015). 

 

 

 



Références bibliographiques 

 
268 

 

9. Arakawa, K., Mochizuki, S., Yamada, K., Noma, T. & Kinashi, H. -Butyrolactone 

autoregulator-receptor system involved in lankacidin and lankamycin production 

and morphological differentiation in Streptomyces rochei. Microbiology 153, 

1817–1827 (2007). 

10. Arakawa, K., Sugino, F., Kodama, K., Ishii, T. & Kinashi, H. Cyclization 

mechanism for the synthesis of macrocyclic antibiotic lankacidin in Streptomyces 

rochei. Chem. Biol. 12, 249–56 (2005). 

11. Arthur, C. J., Szafranska, A., Evans, S. E., Findlow, S. C., Burston, S. G., Owen, 

P., Clark-Lewis, I., Simpson, T. J., Crosby, J. & Crump, M. P. Self-malonylation 

is an intrinsic property of a chemically synthesized type II polyketide synthase 

acyl carrier protein. Biochemistry 44, 15414–15421 (2005). 

12. Audic, S., Lopez, F., Claverie, J. M., Poirot, O. & Abergel, C. SAmBA: An 

interactive software for optimizing the design of biological macromolecules 

crystallization experiments. Proteins Struct. Funct. Genet. 29, 252–257 (1997). 

13. Auerbach, T., Mermershtain, I., Davidovich, C., Bashan, A., Belousoff, M., 

Wekselman, I., Zimmerman, E., Xiong, L., Klepacki, D., Arakawa, K., Kinashi, 

H., Mankin, A. S. & Yonath, A. The structure of ribosome-lankacidin complex 

reveals ribosomal sites for synergistic antibiotics. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 

107, 1983–8 (2010). 

14. Bachmann, B. O., Van Lanen, S. G. & Baltz, R. Microbial genome mining for 

accelerated natural products discovery: is a renaissance in the making? J. Ind. 

Microbiol. Biotechnol. 41, 175–184 (2014). 

15. Bachmann, B. O., Van Lanen, S. G. & Baltz, R. H. Microbial genome mining for 

accelerated natural products discovery: Is a renaissance in the making? J. Ind. 

Microbiol. Biotechnol. 41, 175–184 (2014). 

16. Bachmann, B. O. & Ravel, J. Chapter 8 Methods for In Silico Prediction of 

Microbial Polyketide and Nonribosomal Peptide Biosynthetic Pathways from 

DNA Sequence Data. Methods Enzymol. 458, 181–217 (2009). 

 

 



Références bibliographiques 

 
269 

 

17. Belousoff, M. J., Shapira, T., Bashan, A., Zimmerman, E., Rozenberg, H., 

Arakawa, K., Kinashi, H. & Yonath, A. Crystal structure of the synergistic 

antibiotic pair, lankamycin and lankacidin, in complex with the large ribosomal 

subunit. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108, 2717–22 (2011). 

18. Bevitt, D. J., Staunton, J. & Leadlay, P. F. Mutagenesis of the dehydratase active 

site in the erythromycin-producing polyketide synthase. Biochem. Soc. Trans. 

21, 30S (1993). 

19. Binda, C., Angelini, R., Federico, R., Ascenzi, P. & Mattevi, A. Structural bases 

for inhibitor binding and catalysis in polyamine oxidase. Biochemistry 40, 2766–

2776 (2001). 

20. Bisang, C., Long, P. F., Cortés, J., Westcott, J., Crosby, J., Matharu,  a L., Cox, 

R. J., Simpson, T. J., Staunton, J. & Leadlay, P. F. A chain initiation factor 

common to both modular and aromatic polyketide synthases. Nature 401, 502–

505 (1999). 

21. Blundell, T. L. & Johnson, L. N. Protein Crystallography. (Academic Press, New 

York, 1976). 

22. Bravo-Rodriguez, K., Ismail-Ali, A. F., Klopries, S., Kushnir, S., Ismail, S., Fansa, 

E. K., Wittinghofer, A., Schulz, F. & Sanchez-Garcia, E. Predicted incorporation 

of non-native substrates by a polyketide synthase yields bioactive natural 

product derivatives. Chembiochem 15, 1991–1997 (2014). 

23. Bretschneider, T., Heim, J. B., Heine, D., Winkler, R., Busch, B., Kusebauch, B., 

Stehle, T., Zocher, G. & Hertweck, C. Vinylogous chain branching catalysed by 

a dedicated polyketide synthase module. Nature 502, 124–8 (2013). 

24. Brignole, E. J., Smith, S. & Asturias, F. J. Conformational flexibility of metazoan 

fatty acid synthase enables catalysis. Nat. Struct. Mol. Biol. 16, 190–7 (2009). 

25. Broadhurst, R. W., Nietlispach, D., Wheatcroft, M. P., Leadlay, P. F. & 

Weissman, K. J. The Structure of Docking Domains in Modular Polyketide 

Synthases. Chem. Biol. 10, 723–731 (2003). 

 

 



Références bibliographiques 

 
270 

 

26. Buchholz, T. J., Geders, T. W., Bartley III, F. E., Reynolds, K. A., Smith, J. L. & 

Sherman, D. H. Structural Basis for Binding Specificity between Subclasses of 

Modular Polyketide Synthase Docking Domains. ACS Chem. Biol. 4, 41–52 

(2009). 

27. Burmester, J., Haese, A. & Zocher, R. Highly conserved N-methyltransferases 

as an integral part of peptide synthetases. Biochem. Mol. Biol. Int. 37, 201–7 

(1995). 

28. Caffrey, P. Conserved amino acid residues correlating with ketoreductase 

stereospecificity in modular polyketide synthases. ChemBioChem 4, 654–657 

(2003). 

29. Calderone, C. T. Isoprenoid-like alkylations in polyketide biosynthesis. Nat. Prod. 

Rep. 25, 845–53 (2008). 

30. Calderone, C. T., Iwig, D. F., Dorrestein, P. C., Kelleher, N. L. & Walsh, C. T. 

Incorporation of Nonmethyl Branches by Isoprenoid-like Logic: Multiple -

Alkylation Events in the Biosynthesis of Myxovirescin A1. Chem. Biol. 14, 835–

846 (2007). 

31. Calderone, C. T., Kowtoniuk, W. E., Kelleher, N. L., Walsh, C. T. & Dorrestein, 

P. C. Convergence of isoprene and polyketide biosynthetic machinery: isoprenyl-

S-carrier proteins in the pksX pathway of Bacillus subtilis. Proc. Natl. Acad. Sci. 

U. S. A. 103, 8977–82 (2006). 

32. Carter, C. W. & Carter, C. W. Protein Crystallization Using Incomplete Factorial-

Experiments. J. Biol. Chem. 254, 2219–2223 (1979). 

33. Chakravarty, B., Gu, Z., Chirala, S. S., Wakil, S. J. & Quiocho, F. A. Human fatty 

acid synthase: structure and substrate selectivity of the thioesterase domain. 

Proc Natl Acad Sci U S A 101, 15567–15572 (2004). 

34. Challis, G. L. & Naismith, J. H. Structural aspects of non-ribosomal peptide 

biosynthesis. Curr. Opin. Struct. Biol. 14, 748–756 (2004). 

 

 



Références bibliographiques 

 
271 

 

35. Chen, V. B., Arendall, W. B., Headd, J. J., Keedy, D. A., Immormino, R. M., 

Kapral, G. J., Murray, L. W., Richardson, J. S. & Richardson, D. C. MolProbity: 

All-atom structure validation for macromolecular crystallography. Acta 

Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 66, 12–21 (2010). 

36. Cheng, Y., Tang, G. & Shen, B. Type I polyketide synthase requiring a discrete 

acyltransferase for polyketide biosynthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100, 

3149–3154 (2003). 

37. Cocito, B. C. Metabolism of Macromolecules in Bacteria Treated with 

Virginiamycin. J. Gen. Microbiol. 57, 179–194 (1969). 

38. Cocito, C. Antibiotics of the virginiamycin family, inhibitors which contain 

synergistic components. Microbiol. Rev. 43, 145–192 (1979). 

39. De Colibus, L., Li, M., Binda, C., Lustig, A., Edmondson, D. E. & Mattevi, A. 

Three-dimensional structure of human monoamine oxidase A (MAO A): relation 

to the structures of rat MAO A and human MAO B. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 

A. 102, 12684–9 (2005). 

40. Collie, J. N. & Myers, W. S. The Formation of Orcinol and other Condensation 

Products from Dehydracetic acid. J. Chem. Soc. 63, 122–128 (1893). 

41. Combet, C., Blanchet, C., Geourjon, C. & Del??age, G. NPS@: Network protein 

sequence analysis. Trends Biochem. Sci. 25, 147–150 (2000). 

42. Cortés, J., Haydock, S. F., Roberts, G. A., Bevitt, D. J. & Leadlay, P. F. An 

unusually large multifunctional polypeptide in the erythromycin-producing 

polyketide synthase of Saccharopolyspora erythraea. Nature 348, 176–178 

(1990). 

43. Cowtan, K. D. & Zhang, K. Y. J. Density modification for macromolecular phase 

improvement. Prog. Biophys. Mol. Biol. 72, 245–270 (1999). 

44. Cox, R. J. Polyketides, proteins and genes in fungi: programmed nano-machines 

begin to reveal their secrets. Org. Biomol. Chem. 5, 2010–26 (2007). 

 

 



Références bibliographiques 

 
272 

 

45. David, G. & Pérez, J. Combined sampler robot and high-performance liquid 

chromatography μ a fully automated system for biological small-angle X-ray 

scattering experiments at the Synchrotron SOLEIL SWING beamline. J. Appl. 

Crystallogr. 42, 892–900 (2009). 

46. Davis, I. W., Leaver-Fay, A., Chen, V. B., Block, J. N., Kapral, G. J., Wang, X., 

Murray, L. W., Arendall, W. B., Snoeyink, J., Richardson, J. S. & Richardson, D. 

C. MolProbity: All-atom contacts and structure validation for proteins and nucleic 

acids. Nucleic Acids Res. 35, 375–383 (2007). 

47. Davison, J., Dorival, J., Rabeharindranto, H., Mazon, H., Chagot, B., Gruez, A. 

& 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). 

48. Demain, A. . & Fang, A. The natural functions of secondary metabolites. Adv. 

Biochem. Eng. Biotechnol. 69, 222 (2000). 

49. Demain, A. L. Importance of microbial natural products and the need to revitalize 

their discovery. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 41, 185–201 (2014). 

50. Desai, R. P., Rodriguez, E., Galazzo, J. L. & Licari, P. Improved bioconversion 

of 15-fluoro-6-deoxyerythronolide B to 15-fluoro-erythromycin A by 

overexpression of the eryK gene in Saccharopolyspora erythraea. Biotechnol. 

Prog. 20, 1660–1665 (2004). 

51. Dickschat, J. S., Vergnolle, O., Hong, H., Garner, S., Bidgood, S. R., Dooley, H. 

C., Deng, Z., Leadlay, P. F. & Sun, Y. An additional dehydratase-like activity is 

required for Lankacidin antibiotic biosynthesis. ChemBioChem 12, 2408–2412 

(2011). 

52. Dillon, S. C. & Bateman, A. The Hotdog fold: wrapping up a superfamily of 

thioesterases and dehydratases. BMC Bioinf. 5, 109 (2004). 

53. Donadio, S., McAlpine, J. B., Sheldon, P. J., Jackson, M. & Katz, L. An 

erythromycin analog produced by reprogramming of polyketide synthesis. Proc. 

Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90, 7119–23 (1993). 

 



Références bibliographiques 

 
273 

 

54. Donadio, S., Staver, M. J., Mcalpine, J. B., Swanson, S. J. & Katz, L. Modular 

Organization of Genes Required for Complex Polyketide Biosynthesis. Science 

252, 675–679 (1991). 

55. Du, L., Edwards, D. J., Toney, M. D. & Shen, B. Cloning and characterization of 

a phosphopantetheinyl transferase from Streptomyces verticillus ATCC15003 , 

the producer of the hybrid peptide- polyketide antitumor drug bleomycin. 8, 725–

738 (2001). 

56. Ducruix, A. & Giegé, R. Crystallization of Nucleic Acids and Proteins. A Practical 

Approach. Molecular Biology (1999). 

57. Duke, E. M. H. & Johnson, L. N. Macromolecular crystallography at synchrotron 

radiation sources: current status and future developments. Proc. R. Soc. A Math. 

Phys. Eng. Sci. 466, 3421–3452 (2010). 

58. Durand, D., Vivès, C., Cannella, D., Pérez, J., Pebay-Peyroula, E., Vachette, P. 

& Fieschi, F. NADPH oxidase activator p67phox behaves in solution as a 

multidomain protein with semi-flexible linkers. J. Struct. Biol. 169, 45–53 (2010). 

59. Dutta, S., Whicher, J. R., Hansen, D. A., Hale, W. A., Chemler, J. A., Congdon, 

G. R., Narayan, A. R. H., Håkansson, K., Sherman, D. H., Smith, J. L. & Skiniotis, 

G. Structure of a modular polyketide synthase. Nature 510, 512–517 (2014). 

60. Dym, O. & Eisenberg, D. Sequence-structure analysis of FAD-containing 

proteins. 1712–1728 (2001). doi:10.1101/ps.12801.structure 

61. Edwards, A. L., Matsui, T., Weiss, T. M. & Khosla, C. Architectures of Whole-

Module and Bimodular Proteins from the 6-Deoxyerythronolide B Synthase. J. 

Mol. Biol. 426, 2229–2245 (2014). 

62. Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W. G. & Cowtan, K. Features and development 

of Coot. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 66, 486–501 (2010). 

63. Evans, B. S., Chen, Y., Metcalf, W. W., Zhao, H. & Kelleher, N. L. Directed 

evolution of the nonribosomal peptide synthetase AdmK generates new andrimid 

derivatives in vivo. Chem. Biol. 18, 601–607 (2011). 

 



Références bibliographiques 

 
274 

 

64. Evans, G. A., Lewis, K. & Rothenberg, B. E. High efficiency vectors for eosmid 

mierocloning and genomic analysis (Recombinant DNA; gene libraries; 

bacteriophage I cos site; promoters of phages T3 and T7; mammalian 

chromosomes). 79, 9–20 (1989). 

65. Fagan, R. L. & Palfey, B. A. in Comprehensive Natural Products II (ed. Begley, 

T. P.) 7, 37–114 (2010). 

66. Fernandez-Moreno, M. A., Martinez, E., Boto, L., Hopwood, D. A. & Malpartida, 

F. Nucleotide sequence and deduced functions of a set of cotranscribed genes 

of Streptomyces coelicolor A3 (2) including the polyketide synthase for the 

antibiotic actinorhodin. J. Biol. Chem. 267, 19278–19290 (1992). 

67. Fichtlscherer, F., Wellein, C., Mittag, M. & Schweizer, E. A novel function of yeast 

fatty acid synthase Subunit a is capable of self-pantetheinylation. Eur. J. 

Biochem. 2671, 2666–2671 (2000). 

68. Fischbach, M. a & Walsh, C. T. Assembly-line enzymology for polyketide and 

nonribosomal Peptide antibiotics: logic, machinery, and mechanisms. Chem. 

Rev. 106, 3468–96 (2006). 

69. Fischer, H., Neto, M. D. O., Napolitano, H. B. & Polikarpov, I. Determination of 

the molecular weight of proteins in solution from a single small-angle X-ray 

scattering measurement on a relative scale. J. Appl. Crystallogr. 43, 101–109 

(2010). 

70. Fitzpatrick, P. F. Oxidation of amines by flavoproteins. Arch. Biochem. Biophys. 

493, 13–25 (2010). 

71. Flavin, R., Peluso, S., Nguyen, P. & Loda, M. Fatty acid synthase as a potential 

therapeutic target in cancer. Futur. Oncol. 6, 551–562 (2010). 

72. Franke, D., Jeffries, C. M. & Svergun, D. I. Correlation Map, a goodness-of-fit 

test for one-dimensional X-ray scattering spectra. Nat. Methods 12, 419–422 

(2015). 

73. Gaisser, S., Lill, R., Staunton, J., Méndez, C., Salas, J. & Leadlay, P. F. Parallel 

pathways for oxidation of 14-membered polyketide macrolactones in 

Saccharopolyspora erythraea. Mol. Microbiol. 44, 771–781 (2002). 



Références bibliographiques 

 
275 

 

74. Garg, A., Khosla, C. & Cane, D. E. Coupled methyl group epimerization and 

reduction by polyketide synthase ketoreductase domains. Ketoreductase-

catalyzed equilibrium isotope exchange. J. Am. Chem. Soc. 135, 16324–16327 

(2013). 

75. Garg, A., Xie, X., Keatinge-Clay, A., Khosla, C. & Cane, D. E. Elucidation of the 

cryptic epimerase activity of redox-inactive ketoreductase domains from modular 

polyketide synthases by tandem equilibrium isotope exchange. J. Am. Chem. 

Soc. 136, 10190–10193 (2014). 

76. Gay, D. C., Wagner, D. T., Meinke, J. L., Zogzas, C. E., Gay, G. R. & Keatinge-

Clay, A. T. The LINKS motif zippers trans-acyltransferase polyketide synthase 

assembly lines into a biosynthetic megacomplex. J. Struct. Biol. 193, 196–205 

(2016). 

77. Gay, D., You, Y. O., Keatinge-Clay, A. & Cane, D. E. Structure and 

stereospecificity of the dehydratase domain from the terminal module of the 

rifamycin polyketide synthase. Biochemistry 52, 8916–8928 (2013). 

78. Gehring, A. M., Mori, I., Perry, R. D. & Walsh, C. T. The nonribosomal peptide 

synthetase HMWP2 forms a thiazoline ring during biogenesis of yersiniabactin, 

an iron-chelating virulence factor of Yersinia pestis. Biochemistry 37, 11637–

11650 (1998). 

79. Girardot, R., Viguier, G., Pérez, J. & Ounsy, M. FOXTROT: A Java-based 

application to reduce and analyse SAXS and WAXS piles of 2D data at 

synchrotron SOLEIL. Abstr. du J-PARC, Tokai, Japan (2011). 

80. Gokhale, R. S., Tsuji, S. Y., Cane, D. E. & Khosla, C. Dissecting and exploiting 

intermodular communication in polyketide synthases. Science 284, 482–485 

(1999). 

81. Gokhale, R. S., Tsuji, S. Y., Cane, D. E. & Khosla, C. Dissecting and exploiting 

intermodular communication in polyketide synthases. Science 284, 482–485 

(1999). 

 

 



Références bibliographiques 

 
276 

 

82. Gu, L., Eisman, E. B., Dutta, S., Franzmann, T. M., Walter, S., Gerwick, W. H., 

Skiniotis, G. & Sherman, D. H. Tandem acyl carrier proteins in the curacin 

biosynthetic pathway promote consecutive multienzyme reactions with a 

synergistic effect. Angew. Chemie - Int. Ed. 50, 2795–2798 (2011). 

83. Han, P. & Bartels, D. M. Temperature Dependence of Oxygen Diffusion in H2O 

and D2O. J. Phys. Chem. 100, 5597–5602 (1996). 

84. Hansen, J. L., Moore, P. B. & Steitz, T. a. Structures of Five Antibiotics Bound at 

the Peptidyl Transferase Center of the Large Ribosomal Subunit. J. Mol. Biol. 

330, 1061–1075 (2003). 

85. Hayashi, T., Suenaga, I., Narukawa, N. & Yamazaki, T. In vitro and in vivo 

activities of sedecamycin against Treponema hyodysenteriae. Antimicrob. 

Agents Chemother. 32, 458–461 (1988). 

86. Haydock, S. F., Aparicio, J. F., König, A., Molnár, I., Schwecke, T., Marsden, A. 

F. A., Galloway, I. S. M., Staunton, J. & Leadlay, P. F. Divergent structural motifs 

correlated with the substrate specificity of (methyl)malonyl-CoA: acyl carrier 

protein transacylase domains in modular polyketide synthases. FEBS Lett. 374, 

246–248 (1995). 

87. He, J., Müller, M. & Hertweck, C. Formation of the aureothin tetrahydrofuran ring 

by a bifunctional cytochrome P450 monooxygenase. J. Am. Chem. Soc. 126, 

16742–16743 (2004). 

88. Heathcote, M. L., Staunton, J. & Leadlay, P. F. Role of type II thioesterases: 

Evidence for removal of short acyl chains produced by aberrant decarboxylation 

of chain extender units. Chem. Biol. 8, 207–220 (2001). 

89. Hendrickson, W. a, Horton, J. R. & LeMaster, D. M. Selenomethionyl proteins 

produced for analysis by multiwavelength anomalous diffraction (MAD): a vehicle 

for direct determination of three-dimensional structure. EMBO J. 9, 1665–1672 

(1990). 

90. Herbst, D. A., Jakob, R. P., Zähringer, F. & Maier, T. Mycocerosic acid synthase 

exemplifies the architecture of reducing polyketide synthases. Nature 531, 533–

537 (2016). 



Références bibliographiques 

 
277 

 

91. Hertweck, C. The biosynthetic logic of polyketide diversity. Angew. Chem. Int. 

Ed. Engl. 48, 4688–716 (2009). 

92. Hertweck, C., Luzhetskyy, A., Rebets, Y. & Bechthold, A. Type II polyketide 

synthases: gaining a deeper insight into enzymatic teamwork. Nat. Prod. Rep. 

24, 162–190 (2007). 

93. Hitchman, T. S., Crosby, J., Byrom, K. J., Cox, R. J. & Simpson, T. J. Catalytic 

self-acylation of type II polyketide synthase acyl carrier proteins. Chem. Biol. 5, 

35–47 (1998). 

94. Holm, L. & Rosenström, P. Dali server: Conservation mapping in 3D. Nucleic 

Acids Res. 38, 545–549 (2010). 

95. Hong, H., Stinear, T., Skelton, P., Spencer, J. B. & Leadlay, P. F. Structure 

elucidation of a novel family of mycolactone toxins from the frog pathogen 

Mycobacterium sp. MU128FXT by mass spectrometry. Chem. Commun. 

(Camb). 4306–4308 (2005). doi:10.1039/b506835e 

96. Jancarik, J. & Kim, S. H. Sparse matrix sampling. A screening method for 

crystallization of proteins. J. Appl. Crystallogr. 24, 409–411 (1991). 

97. Jenke-Kodama, H., Sandmann, A., Müller, R. & Dittmann, E. Evolutionary 

implications of bacterial polyketide synthases. Mol. Biol. Evol. 22, 2027–2039 

(2005). 

98. Jenni, S., Leibundgut, M., Boehringer, D., Frick, C., Mikolásek, B. & Ban. 

Structure of Fungal Fatty Acid Synthase and Implications for Iterative Substrate 

Shuttling. Science 316, (2007). 

99. Johnston, N. J., Mukhtar, T. a & Wright, G. D. Streptogramin antibiotics: mode 

of action and resistance. Curr. Drug Targets 3, 335–344 (2002). 

100. Kabsch, W. Xds. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 66, 125–132 (2010). 

101. Kachalova, G., Decker, K., Holt, A. & Bartunik, H. D. Crystallographic snapshots 

of the complete reaction cycle of nicotine degradation by an amine oxidase of 

the monoamine oxidase (MAO) family. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108, 4800–

4805 (2011). 



Références bibliographiques 

 
278 

 

102. Kanne, R. & Zahner, H. Comparative studies on intracellular potassium- and 

sodium concentrations of wild-type and a macrotetrolide negative mutant of 

Streptomyces griseus. Z. Naturforsch. C. 31, 115–117 (1976). 

103. Keatinge-Clay, A. Crystal Structure of the Erythromycin Polyketide Synthase 

Dehydratase. J. Mol. Biol. 384, 941–953 (2008). 

104. Keatinge-Clay, A. T. The Structural Relationship between Iterative and Modular 

PKSs. Cell Chem. Biol. 23, 540–542 (2016). 

105. Keatinge-clay, A. T. The structures of type I polyketide synthases. Nat. Prod. 

Rep. 29, 1050–1073 (2012). 

106. Keatinge-Clay, A. T. A Tylosin Ketoreductase Reveals How Chirality Is 

Determined in Polyketides. Chem. Biol. 14, 898–908 (2007). 

107. Keatinge-Clay, A. T., Maltby, D. a, Medzihradszky, K. F., Khosla, C. & Stroud, 

R. M. An antibiotic factory caught in action. Nat. Struct. Mol. Biol. 11, 888–93 

(2004). 

108. Keatinge-Clay, A. T. & Stroud, R. M. The structure of a ketoreductase determines 

the organization of the beta-carbon processing enzymes of modular polyketide 

synthases. Structure 14, 737–48 (2006). 

109. Kinashi, H., Mori, E., Hatani, A. & Nimi, O. Isolation and characterization of linear 

plasmids from lankacidin-producing Streptomyces species. J. Antibiot. (Tokyo). 

47, 1447–1455 (1994). 

110. Kittendorf, J. D. & Sherman, D. H. Developing tools for engineering hybrid 

polyketide synthetic pathways. Curr. Opin. Biotechnol. 17, 597–605 (2006). 

111. Koryakina, I., McArthur, J., Randall, S., Draelos, M. M., Musiol, E. M., Muddiman, 

D. C., Weber, T. & Williams, G. J. Poly specific trans -Acyltransferase machinery 

revealed via engineered acyl-coa synthetases. ACS Chem. Biol. 8, 200–208 

(2013). 

112. Koski, M. K., Haapalainen, A. M., Hiltunen, J. K. & Glumoff, T. A two-domain 

structure of one subunit explains unique features of eukaryotic hydratase 2. J. 

Biol. Chem. 279, 24666–24672 (2004). 



Références bibliographiques 

 
279 

 

113. Kratky, O. & Porod, G. Röntgenuntersuchung gelöster Fadenmoleküle. Recl. des 

Trav. Chim. des Pays-Bas 68, 1106–1122 (1949). 

114. Krissinel, E. & Henrick, K. Inference of Macromolecular Assemblies from 

Crystalline State. J. Mol. Biol. 372, 774–797 (2007). 

115. Kushnir, S., Sundermann, U., Yahiaoui, S., Brockmeyer, A., Janning, P. & 

Schulz, F. Minimally invasive mutagenesis gives rise to a biosynthetic polyketide 

library. Angew. Chemie - Int. Ed. 51, 10664–10669 (2012). 

116. Kwan, D. H., Sun, Y., Schulz, F., Hong, H., Popovic, B., Sim-Stark, J. C. C., 

Haydock, S. F. & Leadlay, P. F. Prediction and Manipulation of the 

Stereochemistry of Enoylreduction in Modular Polyketide Synthases. Chem. 

Biol. 15, 1231–1240 (2008). 

117. Kwan, D. H. & Leadlay, P. F. Mutagenesis of a modular polyketide synthase 

enoylreductase domain reveals insights into catalysis and stereospecificity. ACS 

Chem. Biol. 5, 829–838 (2010). 

118. Kwon, H. J., Smith, W. C., Xiang, L. & Shen, B. Cloning and heterologous 

expression of the macrotetrolide biosynthetic gene cluster revealed a novel 

polyketide synthase that lacks an acyl carrier protein. J. Am. Chem. Soc. 123, 

3385–6 (2001). 

119. Labonte, J. W. & Townsend, C. A. Active site comparisons and catalytic 

mechanisms of the hot dog superfamily. Chem. Rev. 113, 2182–2204 (2013). 

120. Lambalot, R. H., Gehring,  a M., Flugel, R. S., Zuber, P., LaCelle, M., Marahiel, 

M. a, Reid, R., Khosla, C. & Walsh, C. T. A new enzyme superfamily - the 

phosphopantetheinyl transferases. Chem. Biol. 3, 923–936 (1996). 

121. Lee, S. K., Basnet, D. B., Choi, C. Y., Sohng, J. K., Ahn, J. S. & Yoon, Y. J. The 

role of erythromycin C-12 hydroxylase, EryK, as a substitute for PikC 

hydroxylase in pikromycin biosynthesis. Bioorg. Chem. 32, 549–559 (2004). 

122. Leesong, M., Henderson, B. S., Gillig, J. R., Schwab, J. M. & Smith, J. L. 

Structure of a dehydratase–isomerase from the bacterial pathway for 

biosynthesis of unsaturated fatty acids: two catalytic activities in one active site. 

Structure 4, 253–264 (1996). 



Références bibliographiques 

 
280 

 

123. Leibundgut, M., Jenni, S., Frick, C. & Ban, N. Structural Basis for Substrate 

Delivery by Acyl Carrier Protein in the Yeast Fatty Acid Synthase. Science 316, 

288–290 (2007). 

124. Liang, H., Sandberg, W. S. & Terwilliger, T. C. Genetic fusion of subunits of a 

dimeric protein substantially enhances its stability and rate of folding. Proc. Natl. 

Acad. Sci. U. S. A. 90, 7010–4 (1993). 

125. Liavonchanka, A., Hornung, E., Feussner, I. & Rudolph, M. G. Structure and 

mechanism of the Propionibacterium acnes polyunsaturated fatty acid 

isomerase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 2576–2581 (2006). 

126. Lomakin, I. B., Xiong, Y. & Steitz, T. A. The Crystal Structure of Yeast Fatty Acid 

Synthase , a Cellular Machine with Eight Active Sites Working Together. Cell 

129, 319–332 (2007). 

127. Mahenthiralingam, E., Song, L., Sass, A., White, J., Wilmot, C., Marchbank, A., 

Boaisha, O., Paine, J., Knight, D. & Challis, G. L. Enacyloxins are products of an 

unusual hybrid modular polyketide synthase encoded by a cryptic burkholderia 

ambifaria genomic island. Chem. Biol. 18, 665–677 (2011). 

128. Maier, T., Leibundgut, M. & Ban, N. The crystal structure of a mammalian fatty 

acid synthase. Science 321, 1315–22 (2008). 

129. Maier, T., Leibundgut, M., Boehringer, D. & Ban, N. Structure and function of 

eukaryotic fatty acid synthases. Q Rev Biophys. 43, 373–422 (2010). 

130. Marsden, A. F., Wilkinson, B., Cortés, J., Dunster, N. J., Staunton, J. & Leadlay, 

P. F. Engineering broader specificity into an antibiotic-producing polyketide 

synthase. Science 279, 199–202 (1998). 

131. Marsden, A. F. A., Caffrey, P., Aparicio, J. F., Loughran, M. S., Staunton, J., 

Leadlay, P. F. & Mark, S. Stereospecific Acyl Transfers on the Polyketide 

Synthase Erythromycin-Producing. Science 263, 378–380 (1994). 

132. Mast, Y., Weber, T., Gölz, M., Ort-Winklbauer, R., Gondran, A., Wohlleben, W. 

& Schinko, E. Characterization of the ‘pristinamycin supercluster’ of 

Streptomyces pristinaespiralis. Microb. Biotechnol. 4, 192–206 (2011). 

 



Références bibliographiques 

 
281 

 

133. Matthews, B. W. Solvent content of protein crystals. J. Mol. Biol. 33, 491–497 

(1968). 

134. McCoy, A. J., Grosse-Kunstleve, R. W., Adams, P. D., Winn, M. D., Storoni, L. 

C. & Read, R. J. Phaser crystallographic software. J. Appl. Crystallogr. 40, 658–

674 (2007). 

135. McDaniel, R., Ebert-Khosla, S., Hopwood, D. a & Khosla, C. Rational design of 

aromatic polyketide natural products by recombinant assembly of enzymatic 

subunits. Nature 375, 549–554 (1995). 

136. McPherson, A. & Gavira, J. A. Introduction to protein crystallization. Acta 

Crystallogr. Sect. FStructural Biol. Commun. 70, 2–20 (2014). 

137. Menzella, H. G., Carney, J. R. & Santi, D. V. Rational Design and Assembly of 

Synthetic Trimodular Polyketide Synthases. Chem. Biol. 14, 143–151 (2007). 

138. Menzella, H. G. & Reeves, C. D. Combinatorial biosynthesis for drug 

development. Curr. Opin. Microbiol. 10, 238–245 (2007). 

139. Metz, J. G., Metz, J. G., Roessler, P., Facciotti, D., Levering, C., Dittrich, F., 

Lassner, M., Valentine, R., Lardizabal, K., Domergue, F., Yamada, A., Yazawa, 

K., Knauf, V. & Browse, J. Production of Polyunsaturated Fatty Acids by 

Polyketide Synthases in Both Prokaryotes and Eukaryotes. Science 290, (2010). 

140. Monciardini, P., Iorio, M., Maffioli, S., Sosio, M. & Donadio, S. Discovering new 

bioactive molecules from microbial sources. Microb. Biotechnol. 7, 209–220 

(2014). 

141. Murshudov, G. N., Vagin, A. A. & Dodson, E. J. Refinement of macromolecular 

structures by the maximum-likelihood method. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. 

Crystallogr. 53, 240–255 (1997). 

142. Mylonas, E. & Svergun, D. I. Accuracy of molecular mass determination of 

proteins in solution by small-angle X-ray scattering. J. Appl. Cryst 40, 245–249 

(2007). 

143. Namwat, W., Kamioka, Y., Kinoshita, H., Yamada, Y. & Nihira, T. 

Characterization of virginiamycin S biosynthetic genes from Streptomyces 

virginiae. Gene 286, 283–290 (2002). 



Références bibliographiques 

 
282 

 

144. Nguyen, T., Ishida, K., Jenke-Kodama, H., Dittmann, E., Gurgui, C., Hochmuth, 

T., Taudien, S., Platzer, M., Hertweck, C. & Piel, J. Exploiting the mosaic 

structure of trans-acyltransferase polyketide synthases for natural product 

discovery and pathway dissection. Nat. Biotechnol. 26, 225–33 (2008). 

145. Nicholls, R. A., Long, F. & Murshudov, G. N. Low-resolution refinement tools in 

REFMAC5. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 68, 404–417 (2012). 

146. Nilius, A. M. & Ma, Z. Ketolides: the future of the macrolides? Curr. Opin. 

Pharmacol. 2, 493–500 (2002). 

147. Nyman, M. & Fullmer, L. Small angle x-ray scattering of group V 

polyoxometalates. Trends in Polyoxometalates (Nova Science Publishers, Inc., 

2015). 

148. Nyssen, E., Di Giambattista, M. & Cocito, C. Analysis of the reversible binding of 

virginiamycin M to ribosome and particle functions after removal of the antibiotic. 

BBA - Gene Struct. Expr. 1009, 39–46 (1989). 

149. Ojima, I. New cyclization reactions in organic syntheses. Pure Appl. Chem. 74, 

159–166 (2002). 

150. Olano, C., Méndez, C. & Salas, J. a. Post-PKS tailoring steps in natural product-

producing actinomycetes from the perspective of combinatorial biosynthesis. 

Nat. Prod. Rep. 27, 571 (2010). 

151. Oliynyk, M., Samborskyy, M., Lester, J. B., Mironenko, T., Scott, N., Dickens, S., 

Haydock, S. F. & Leadlay, P. F. Complete genome sequence of the 

erythromycin-producing bacterium Saccharopolyspora erythraea NRRL23338. 

Nat. Biotechnol. 25, 447–453 (2007). 

152. Oostu, K., Matsumoto, T., Harada, S. & Kishi, T. Antitumor and 

immunosuppressive activities of lankacidin-group antibiotics: structure-activity 

relationships. Cancer Chemother. Rep. 59, 919–928 (1975). 

153. Otwinowski, Z. & Minor, W. Processing of X-ray diffraction data collected in 

oscillation mode. Methods Enzymol. 276, 307–326 (1997). 

 



Références bibliographiques 

 
283 

 

154. Panjkovich, A. & Svergun, D. I. Deciphering conformational transitions of 

proteins by small angle X-ray scattering and normal mode analysis. Phys. Chem. 

Chem. Phys. 18, 5707–5719 (2016). 

155. Pape, T. & Schneider, T. R. HKL2MχP μ a graphical user interface for 

macromolecular phasing with SHELX programs. J. Appl. Crystallogr. 37, 843–

844 (2004). 

156. Pappenberger, G., Benz, J., Gsell, B., Hennig, M., Ruf, A., Stihle, M., Thoma, R. 

& Rudolph, M. G. Structure of the Human Fatty Acid Synthase KS-MAT 

Didomain as a Framework for Inhibitor Design. J. Mol. Biol. 397, 508–519 (2010). 

157. Patterson, A. L. A Direct Method for the Determination of the Components of 

Interatomic Distances in Crystals. Zeitschrift für Krist. - Cryst. Mater. 90, 517–

542 (1935). 

158. Paul, V. J., Frautschy, S., Fenical, W. & Nealson, K. H. Antibiotics in microbial 

ecology μ Isolation and structure assignment of several  new antibacterial 

compounds from the insect-symbiotic bacteriaXenorhabdus spp. J. Chem. Ecol. 

7, 589–597 (1981). 

159. Peltier, K. The new macrolactones: clarithromycin (Biaxin) and azithromycin 

(Zithromax). Conn. Med. 56, 371–374 (1992). 

160. Pérez, J. & Koutsioubas, A. Memprot: A program to model the detergent corona 

around a membrane protein based on SEC-SAXS data. Acta Crystallogr. Sect. 

D Biol. Crystallogr. 71, 86–93 (2015). 

161. Petoukhov, M. V. & Svergun, D. I. Global rigid body modeling of macromolecular 

complexes against small-angle scattering data. Biophys. J. 89, 1237–50 (2005). 

162. Piel, J. A polyketide synthase-peptide synthetase gene cluster from an 

uncultured bacterial symbiont of Paederus beetles. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 

A. 99, 14002–14007 (2002). 

163. Piel, J. Biosynthesis of polyketides by trans-AT polyketide synthases. Nat. Prod. 

Rep. 27, 996–1047 (2010). 

 



Références bibliographiques 

 
284 

 

164. Plestil, J., Pospisil, H., Ostanevich, Y. M. & Degovics, G. Molecular-weight 

determination from small-angle scattering without absolute intensities. 

Advantages and limitations. J. Appl. Crystallogr. 24, 659–664 (1991). 

165. Preisig-Müller, R., Gehlert, R., Melchior, F., Stietz, U. & Kindl, H. Plant polyketide 

synthases leading to stilbenoids have a domain catalyzing malonyl-CoA:CO2 

exchange, malonyl-CoA decarboxylation, and covalent enzyme modification and 

a site for chain lengthening. Biochemistry 36, 8349–8358 (1997). 

166. Pulsawat, N., Kitani, S. & Nihira, T. Characterization of biosynthetic gene cluster 

for the production of virginiamycin M, a streptogramin type A antibiotic, in 

Streptomyces virginiae. Gene 393, 31–42 (2007). 

167. Putnam, C. D., Hammel, M., Hura, G. L. & Tainer, J. a. X-ray solution scattering 

(SAXS) combined with crystallography and computation: defining accurate 

macromolecular structures, conformations and assemblies in solution. Q. Rev. 

Biophys. 40, 191–285 (2007). 

168. Qin, X., Sun, L., Wen, X., Yang, X., Tan, Y., Jin, H., Cao, Q., Zhou, W., Xi, Z. & 

Shen, Y. Structural insight into unique properties of protoporphyrinogen oxidase 

from Bacillus subtilis. J. Struct. Biol. 170, 76–82 (2010). 

169. Quadri, L. E., Weinreb, P. H., Lei, M., Nakano, M. M., Zuber, P. & Walsh, C. T. 

Characterization of Sfp, a Bacillus subtilis phosphopantetheinyl transferase for 

peptidyl carrier protein domains in peptide synthetases. Biochemistry 37, 1585–

95 (1998). 

170. Rahman, A. S., Hothersall, J., Crosby, J., Simpson, T. J. & Thomas, C. M. 

Tandemly duplicated acyl carrier proteins, which increase polyketide antibiotic 

production, can apparently function either in parallel or in series. J. Biol. Chem. 

280, 6399–408 (2005). 

171. Rambo, R. P. & Tainer, J. A. Super-Resolution in Solution X-Ray Scattering and 

Its Applications to Structural Systems Biology SAXS: small-angle X-ray 

scattering. Annu. Rev. Biophys 42, 415–41 (2013). 

172. Richter, C. D., Nietlispach, D., Broadhurst, R. W. & Weissman, K. J. Multienzyme 

docking in hybrid megasynthetases. Nat. Chem. Biol. 4, 75–81 (2008). 



Références bibliographiques 

 
285 

 

173. Rix, U., Fischer, C., Remsing, L. L. & Rohr, J. Modification of post-PKS tailoring 

steps through combinatorial biosynthesis. Nat. Prod. Rep. 19, 542–580 (2002). 

174. Robert, X. & Gouet, P. Deciphering key features in protein structures with the 

new ENDscript server. Nucleic Acids Res. 42, 320–324 (2014). 

175. Robinson, R. A Synthesis of Tropinone. J. Chem. Soc. 111, 762–768 (1917). 

176. Rossmann, M. G. The molecular replacement method. Acta Crystallogr. Sect. A 

46, 73–82 (1990). 

177. Rossmann, M. G. & Blow, D. M. The detection of sub-units within the 

crystallographic asymmetric unit. Acta Crystallogr. 15, 24–31 (1962). 

178. Rowe, C. J., Böhm, I. U., Thomas, I. P., Wilkinson, B., Rudd, B. A. M., Foster, 

G., Blackaby, A. P., Sidebottom, P. J., Roddis, Y., Buss, A. D., Staunton, J. & 

Leadlay, P. F. Engineering a polyketide with a longer chain by insertion of an 

extra module into the erythromycin-producing polyketide synthase. Chem. Biol. 

8, 475–485 (2001). 

179. Roze, L. V., Chanda, A. & Linz, J. E. Compartmentalization and molecular traffic 

in secondary metabolism: A new understanding of established cellular 

processes. Fungal Genet. Biol. 48, 35–48 (2011). 

180. Rudd, B. A; Hopwood, D. A. Genetics of actinorhodin biosynthesis by 

Streptomyces coelicolor A3(2). J. Gen. Microbiol. 114, 35–43 (1979). 

181. Scaglione, J. B., Akey, D. L., Sullivan, R., Kittendorf, J. D., Rath, C. M., Kim, E. 

S., Smith, J. L. & Sherman, D. H. Biochemical and structural characterization of 

the tautomycetin thioesterase: Analysis of a stereoselective polyketide 

hydrolase. Angew. Chemie - Int. Ed. 49, 5726–5730 (2010). 

182. Schell, U., Haydock, S. F., Kaja, A. L., Carletti, I., Lill, R. E., Read, E., Sheehan, 

L. S., Low, L., Fernandez, M.-J., Grolle, F., McArthur, H. a I., Sheridan, R. M., 

Leadlay, P. F., Wilkinson, B. & Gaisser, S. Engineered biosynthesis of hybrid 

macrolide polyketides containing D-angolosamine and D-mycaminose moieties. 

Org. Biomol. Chem. 6, 3315–27 (2008). 

 



Références bibliographiques 

 
286 

 

183. Schlünzen, F., Zarivach, R., Harms, J., Bashan,  a, Tocilj,  a, Albrecht, R., 

Yonath,  a & Franceschi, F. Structural basis for the interaction of antibiotics with 

the peptidyl transferase centre in eubacteria. Nature 413, 814–821 (2001). 

184. Schwarzer, D., Mootz, H. D., Linne, U. & Marahiel, M. A. Regeneration of 

misprimed nonribosomal peptide synthetases by type II thioesterases. Proc Natl 

Acad Sci U S A 99, 14083–14088 (2002). 

185. Scotti, C., Piatti, M., Cuzzoni, A., Perani, P., Tognoni, A., Grandi, G., Galizzi, A. 

& Albertini, A. M. A Bacillus subtilis large ORF coding for a polypeptide highly 

similar to polyketide synthases. Gene 130, 65–71 (1993). 

186. Serre, L., Verbree, E. C., Dauter, Z., Stuitje,  a R. & Derewenda, Z. S. The 

Escherichia coli malonyl-CoA:acyl carrier protein transacylase at 1.5-A 

resolution. Crystal structure of a fatty acid synthase component. The Journal of 

biological chemistry 270, 12961–12964 (1995). 

187. Sheldrick, G. M. Experimental phasing with SHELXC/D/E: Combining chain 

tracing with density modification. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 66, 

479–485 (2010). 

188. Shen, B. Polyketide biosynthesis beyond the type I, II and III polyketide synthase 

paradigms. Curr. Opin. Chem. Biol. 7, 285–295 (2003). 

189. Sieber, S. a., Linne, U., Hillson, N. J., Roche, E., Walsh, C. T. & Marahiel, M. a. 

Evidence for a monomeric structure of nonribosomal peptide synthetases. 

Chem. Biol. 9, 997–1008 (2002). 

190. Siskos, A. P., Baerga-Ortiz, A., Bali, S., Stein, V., Mamdani, H., Spiteller, D., 

Popovic, B., Spencer, J. B., Staunton, J., Weissman, K. J. & Leadlay, P. F. 

Molecular basis of Celmer’s rulesμ Stereochemistry of catalysis by isolated 

ketoreductase domains from modular polyketide synthases. Chem. Biol. 12, 

1145–1153 (2005). 

191. Smith, S., Witkowski, A. & Joshi, A. K. Structural and functional organization of 

the animal fatty acid synthase. Prog. Lipid Res. 42, 289–317 (2003). 

 

 



Références bibliographiques 

 
287 

 

192. Squire, C. M., Goss, R. J. M., Hong, H., Leadlay, P. F. & Staunton, J. Catalytically 

active tetramodular 6-deoxyerythonolide B synthase fusion proteins. 

Chembiochem 4, 1225–1228 (2003). 

193. Stachelhaus, T. & Walsh, C. T. Mutational analysis of the epimerization domain 

in the initiation module PheATE of gramicidin S synthetase. Biochemistry 39, 

5775–5787 (2000). 

194. Starcevic, A., Zucko, J., Simunkovic, J., Long, P. F., Cullum, J. & Hranueli, D. 

ClustScan: An integrated program package for the semi-automatic annotation of 

modular biosynthetic gene clusters and in silico prediction of novel chemical 

structures. Nucleic Acids Res. 36, 6882–6892 (2008). 

195. Staunton, J. & Weissman, K. J. Polyketide biosynthesis: a millennium review. 

Nat. Prod. Rep. 18, 380–416 (2001). 

196. Stinear, T. P., Mve-Obiang, A., Small, P. L. C., Frigui, W., Pryor, M. J., Brosch, 

R., Jenkin, G. a, Johnson, P. D. R., Davies, J. K., Lee, R. E., Adusumilli, S., 

Garnier, T., Haydock, S. F., Leadlay, P. F. & Cole, S. T. Giant plasmid-encoded 

polyketide synthases produce the macrolide toxin of Mycobacterium ulcerans. 

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 1345–9 (2004). 

197. Straight, P. D., Fischbach, M. a, Walsh, C. T., Rudner, D. Z. & Kolter, R. A 

singular enzymatic megacomplex from Bacillus subtilis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. 

S. A. 104, 305–310 (2007). 

198. Sugawara, A., Sueki, A., Hirose, T., Nagai, K., Gouda, H., Hirono, S., Shima, H., 

Akagawa, K. S., Omura, S. & Sunazuka, T. Novel 12-membered non-antibiotic 

macrolides from erythromycin A; EM900 series as novel leads for anti-

inflammatory and/or immunomodulatory agents. Bioorganic Med. Chem. Lett. 

21, 3373–3376 (2011). 

199. Suhre, K. & Sanejouand, Y. H. ElNémo: A normal mode web server for protein 

movement analysis and the generation of templates for molecular replacement. 

Nucleic Acids Res. 32, 610–614 (2004). 

 

 



Références bibliographiques 

 
288 

 

200. Suwa, M., Sugino, H., Sasaoka, A., Mori, E., Fujii, S., Shinkawa, H., Nimi, O. & 

Kinashi, H. Identification of two polyketide synthase gene clusters on the linear 

plasmid pSLA2-L in Streptomyces rochei. Gene 246, 123–131 (2000). 

201. Svergun, D., Barberato, C. & Koch, M. H. J. CRYSOL – a Program to Evaluate 

X-ray Solution Scattering of Biological Macromolecules from Atomic Coordinates 

D . Svergun , C . Barberato and M . H . J . Koch. 768–773 (1995). 

202. Svergun, D. I. Determination of the regularization parameter in indirect-transform 

methods using perceptual criteria. J. Appl. Crystallogr. 25, 495–503 (1992). 

203. Svergun, D. I. Restoring Low Resolution Structure of Biological Macromolecules 

from Solution Scattering Using Simulated Annealing. 76, 2879–2886 (1999). 

204. Svergun, D. I., Petoukhov, M. V & Koch, M. H. Determination of domain structure 

of proteins from X-ray solution scattering. Biophys. J. 80, 2946–2953 (2001). 

205. Tang, G.-L., Cheng, Y.-Q. & Shen, B. Leinamycin biosynthesis revealing 

unprecedented architectural complexity for a hybrid polyketide synthase and 

nonribosomal peptide synthetase. Chem. Biol. 11, 33–45 (2004). 

206. Tang, L., Fu, H. & McDaniel, R. Formation of functional heterologous complexes 

using subunits from the picromycin, erythromycin and oleandomycin polyketide 

synthases. Chem. Biol. 7, 77–84 (2000). 

207. Tang, Y., Chen, A. Y., Kim, C. Y., Cane, D. E. & Khosla, C. Structural and 

mechanistic analysis of protein interactions in module 3 of the 6-

deoxyerythronolide B synthase. Chem Biol 14, 931–943 (2007). 

208. Tang, Y., Kim, C.-Y., Mathews, I. I., Cane, D. E. & Khosla, C. The 2.7-Angstrom 

crystal structure of a 194-kDa homodimeric fragment of the 6-deoxyerythronolide 

B synthase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103, 11124–9 (2006). 

209. Tang, Y., Kim, C.-Y., Mathews, I. I., Cane, D. E. & Khosla, C. The 2.7-Angstrom 

crystal structure of a 194-kDa homodimeric fragment of the 6-deoxyerythronolide 

B synthase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103, 11124–9 (2006). 

210. Tatsuno, S., Arakawa, K. & Kinashi, H. Analysis of Modular-iterative Mixed 

Biosynthesis of Lankacidin by Heterologous Expression and Gene Fusion. J. 

Antibiot. (Tokyo). 60, 700–708 (2007). 



Références bibliographiques 

 
289 

 

211. Tatsuno, S., Arakawa, K. & Kinashi, H. Extensive Mutational Analysis of 

Modular-Iterative Mixed Polyketide Biosynthesis of Lankacidin in Streptomyces 

rochei. Biosci. Biotechnol. Biochem. 73, 2712–2719 (2009). 

212. Taylor, G. L. Introduction to phasing. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 

66, 325–338 (2010). 

213. Thirlway, J., Lewis, R., Nunns, L., Al Nakeeb, M., Styles, M., Struck, A. W., 

Smith, C. P. & Micklefield, J. Introduction of a non-natural amino acid into a 

nonribosomal peptide antibiotic by modification of adenylation domain specificity. 

Angew. Chemie - Int. Ed. 51, 7181–7184 (2012). 

214. Thomas, I., Martin, C. J., Wilkinson, C. J., Staunton, J. & Leadlay, P. F. Skipping 

in a hybrid polyketide synthase: Evidence for ACP-to-ACP chain transfer. Chem. 

Biol. 9, 781–787 (2002). 

215. Till, M. & Race, P. R. Progress challenges and opportunities for the re-

engineering of trans-AT polyketide synthases. Biotechnol. Lett. 36, 877–888 

(2014). 

216. Till, M. & Race, P. R. The Assembly Line Enzymology of Polyketide Biosynthesis. 

Methods Mol. Biol. 1401, 31–49 (2016). 

217. Traitcheva, N., Jenke-Kodama, H., He, J., Dittmann, E. & Hertweck, C. Non-

colinear polyketide biosynthesis in the aureothin and neoaureothin pathways: An 

evolutionary perspective. ChemBioChem 8, 1841–1849 (2007). 

218. Tran, L., Tosin, M., Spencer, J. B., Leadlay, P. F. & Weissman, K. J. Covalent 

linkage mediates communication between ACP and TE domains in modular 

polyketide synthases. ChemBioChem 9, 905–915 (2008). 

219. Tropf, S., Karcher, B., Schroder, G. & Schroder, J. Reaction mechanisms of 

homodimeric plant polyketide synthases (stilbene and chalcone synthase). A 

single active site for the condensing reaction is sufficient for synthesis of 

stilbenes, chalcones, and 6’-deoxychalcones. Journal of Biological Chemistry 

270, 7922–7928 (1995). 

 

 



Références bibliographiques 

 
290 

 

220. Tsai, S. C., Miercke, L. J., Krucinski, J., Gokhale, R., Chen, J. C., Foster, P. G., 

Cane, D. E., Khosla, C. & Stroud, R. M. Crystal structure of the macrocycle-

forming thioesterase domain of the erythromycin polyketide synthase: versatility 

from a unique substrate channel. Proc Natl Acad Sci U S A 98, 14808–14813 

(2001). 

221. Tsai, S. C. & Ames, B. D. Chapter 2 Structural Enzymology of Polyketide 

Synthases. Methods Enzymol. 459, 17–47 (2009). 

222. Tsai, S. C., Lu, H., Cane, D. E., Khosla, C. & Stroud, R. M. Insights into channel 

architecture and substrate specificity from crystal structures of two macrocycle-

forming thioesterases of modular polyketide synthases. Biochemistry 41, 12598–

12606 (2002). 

223. Tsuji, S. Y., Cane, D. E. & Khosla, C. Selective protein-protein interactions direct 

channeling of intermediates between polyketide synthase modules. 

Biochemistry 40, 2326–2331 (2001). 

224. Tuan, J. S., Weber, J. M., Stayer, M. J., Lenng, J. O., Donadio, S. & Katz, L. 

Cloning of genes involved in erythromycin biosynthesis from Saccharopolyspora 

erythraea using a novel actinomycete-Escherichia coli cosmid. Gene 90, 21–29 

(1990). 

225. Del Vecchio, F., Petkovic, H., Kendrew, S. G., Low, L., Wilkinson, B., Lill, R., 

Cortés, J., Rudd, B. a M., Staunton, J. & Leadlay, P. F. Active-site residue, 

domain and module swaps in modular polyketide synthases. J. Ind. Microbiol. 

Biotechnol. 30, 489–494 (2003). 

226. Vidgren, J., Svensson, L. a & Liljas,  a. Crystal structure of catechol O-

methyltransferase. Nature 368, 354–358 (1994). 

227. Volkov, V. V & Svergun, D. I. Uniqueness of ab initio shape determination in 

small-angle scattering. J. Appl. Crystallogr. 36, 860–864 (2003). 

228. Wagner, D. T., Stevens, D. C., Mehaffey, M. R., Manion, H. R., Taylor, R. E., 

Brodbelt, J. S. & Keatinge-Clay, A. T. α-Methylation Follows Condensation in the 

Gephyronic Acid Modular Polyketide Synthase. Chem. Commun. (2016).  

 



Références bibliographiques 

 
291 

 

229. Wahab, H. a, Yam, W. K., Samian, M.-R. & Najimudin, N. Refinement of a low-

resolution crystal structure to better understand erythromycin interactions on 

large ribosomal subunit. J. Biomol. Struct. Dyn. 26, 131–146 (2008). 

230. Walsh, C. T. & Wencewicz, T. a. Flavoenzymes: Versatile catalysts in 

biosynthetic pathways. Nat. Prod. Rep. 30, 175–200 (2012). 

231. Wang, B. C. Resolution of phase ambiguity in macromolecular crystallography. 

Methods Enzymol. 115, 90–112 (1985). 

232. Weissman, K. J. Introduction to polyketide biosynthesis. Methods Enzymol. 459, 

3–16 (2009). 

233. Weissman, K. J. Natural Product Reports Genetic engineering of modular PKSs : 

from combinatorial biosynthesis to synthetic biology. Nat. Prod. Rep. 33, 203–

230 (2016). 

234. Weissman, K. J. Uncovering the structures of modular polyketide synthases. 

Nat. Prod. Rep. 32, 436–53 (2015). 

235. Weissman, K. J., Timoney, M., Bycroft, M., Grice, P., Hanefeld, U., Staunton, J. 

& Leadlay, P. F. The molecular basis of Celmer’s rulesμ The stereochemistry of 

the condensation step in chain extension on the erythromycin polyketide 

synthase. Biochemistry 36, 13849–13855 (1997). 

236. Weissman, K. J., Hong, H., Popovic, B. & Meersman, F. Evidence for a Protein-

Protein Interaction Motif on an Acyl Carrier Protein Domain from a Modular 

Polyketide Synthase. Chem. Biol. 13, 625–636 (2006). 

237. Weissman, K. J. & Leadlay, P. F. Combinatorial biosynthesis of reduced 

polyketides. Nat. Rev. Microbiol. 3, 925–936 (2005). 

238. Whicher, J. R., Smaga, S. S., Hansen, D. a, Brown, W. C., Gerwick, W. H., 

Sherman, D. H. & Smith, J. L. Cyanobacterial polyketide synthase docking 

domains: a tool for engineering natural product biosynthesis. Chem. Biol. 20, 

1340–51 

 

 



Références bibliographiques 

 
292 

 

239. Whicher, J. R., Dutta, S., Hansen, D. A., Hale, W. A., Chemler, J. A., Dosey, A. 

M., Narayan, A. R. H., Håkansson, K., Sherman, D. H., Smith, J. L. & Skiniotis, 

G. Structural rearrangements of a polyketide synthase module during its catalytic 

cycle. Nature 510, 560–564 (2014). 

240. Winn, M. D., Ballard, C. C., Cowtan, K. D., Dodson, E. J., Emsley, P., Evans, P. 

R., Keegan, R. M., Krissinel, E. B., Leslie, A. G. W., McCoy, A., McNicholas, S. 

J., Murshudov, G. N., Pannu, N. S., Potterton, E. A., Powell, H. R., Read, R. J., 

Vagin, A. & Wilson, K. S. Overview of the CCP4 suite and current developments. 

Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. 67, 235–242 (2011). 

241. Witkowski, A., Joshi, A. K. & Smith, S. Mechanism of the beta-ketoacyl synthase 

reaction catalyzed by the animal fatty acid synthase. Biochemistry 41, 10877–

10887 (2002). 

242. Witkowski, χ., Joshi, χ. K., Lindqvist, Y. & Smith, S. Conversion of a ??-ketoacyl 

synthase to a malonyl decarboxylase by replacement of the active-site cysteine 

with glutamine. Biochemistry 38, 11643–11650 (1999). 

243. Wlodawer,  a & Hodgson, K. O. Crystallization and crystal data of monellin. Proc. 

Natl. Acad. Sci. U. S. A. 72, 398–399 (1975). 

244. Wong, F. T., Jin, X., Mathews  II, Cane, D. E. & Khosla, C. Structure and 

mechanism of the trans-acting acyltransferase from the disorazole synthase. 

Biochemistry 50, 6539–6548 (2011). 

245. Worsham, L. M. S., Earls, L., Jolly, C., Langston, K. G., Trent, M. S. & Ernst-

Fonberg, M. Lou. Amino acid residues of Escherichia coli acyl carrier protein 

involved in heterologous protein interactions. Biochemistry 42, 167–176 (2003). 

246. Wu, N., Cane, D. E. & Khosla, C. Quantitative analysis of the relative 

contributions of donor acyl carrier proteins, acceptor ketosynthases, and linker 

regions to intermodular transfer of intermediates in hybrid polyketide synthases. 

Biochemistry 41, 5056–5066 (2002). 

 

 

 



Références bibliographiques 

 
293 

 

247. Xie, X., Garg, A., Keatinge-Clay, A. T., Khosla, C. & Cane, D. E. Epimerase and 

Reductase Activities of Polyketide Synthase Ketoreductase Domains Utilize the 

Same Conserved Tyrosine and Serine Residues. Biochemistry 55, 1179–1186 

(2016). 

248. Xu, J., Wan, E., Kim, C. J., Floss, H. G. & Mahmud, T. Identification of tailoring 

genes involved in the modification of the polyketide backbone of rifamycin B by 

Amycolatopsis mediterranei S699. Microbiology 151, 2515–2528 (2005). 

249. Yadav, G., Gokhale, R. S. & Mohanty, D. Computational approach for prediction 

of domain organization and substrate specificity of modular polyketide 

synthases. J. Mol. Biol. 328, 335–363 (2003). 

250. Yadav, G., Gokhale, R. S. & Mohanty, D. Towards Prediction of Metabolic 

Products of Polyketide Synthases: An In Silico Analysis. PLoS Comput. Biol. 5, 

(2009). 

251. Yamamoto, S., He, Y., Arakawa, K. & Kinashi, H. -butyrolactone-dependent 

expression of the Streptomyces antibiotic regulatory protein gene srrY plays a 

central role in the regulatory cascade leading to lankacidin and lankamycin 

production in Streptomyces rochei. J. Bacteriol. 190, 1308–1316 (2008). 

252. Yatsukawa, Y., Fujita, K., Nakamura, M., Watai, M., Murayama, M. & Maitani, T. 

Simultaneous Determination of Sedecamycin and Terdecamycin in Livestock 

Products by LC/MS. J. Food Hyg. Soc. Japan 49, 239–243 (2008). 

253. Yeh, E., Kohli, R. M., Bruner, S. D. & Walsh, C. T. Type II thioesterase restores 

activity of a NRPS module stalled with an aminoacyl-S-enzyme that cannot be 

elongated. ChemBioChem 5, 1290–1293 (2004). 

254. Zeng, J., Wagner, D. T., Zhang, Z., Moretto, L., Addison, J. D. & Keatinge-Clay, 

A. T. Portability and Structure of the Four-Helix Bundle Docking Domains of trans 

-Acyltransferase Modular Polyketide Synthases. ACS Chem. Biol. 

acschembio.6b00345 (2016). doi:10.1021/acschembio.6b00345 

255. Zhang, K. Y. J., Cowtan, K. & Main, P. Combining Constraints for Electron-

Density Modification. Methods Enzymol. 277, 53–64 (1997). 

 



Références bibliographiques 

 
294 

 

256. Zhang, L., Liu, W., Xiao, J., Hu, T., Chen, J., Chen, K., Jiang, H. & Shen, X. 

Malonyl-CoA: acyl carrier protein transacylase from Helicobacter pylori: Crystal 

structure and its interaction with acyl carrier protein. Protein Sci 16, 1184–1192 

(2007). 

257. Zheng, J., Gay, D. C., Demeler, B., White, M. A. & Keatinge-Clay, A. T. 

Divergence of multimodular polyketide synthases revealed by a didomain 

structure. Nat. Chem. Biol. 8, 615–21 (2012). 

258. Zheng, J., Taylor, C. A., Piasecki, S. K. & Keatinge-Clay, A. T. Structural and 

functional analysis of A-type ketoreductases from the amphotericin modular 

polyketide synthase. Structure 18, 913–922 (2010). 

 

 



 
 

Les polykétides sont des molécules complexes possédant des rôles thérapeutiques divers (antibiotiques, 
anticancéreux, immunosuppresseurs, etc..). Ces composés sont synthétisés par les polykétides synthases (PKS) qui 
présentent donc un intérêt 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 succès de cette 
méthode est la compréhension du fonctionnement des PKS. En effet, les PKS sont des systèmes 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 rôle biosynthétique.  

Il est ainsi nécessaire de comprendre comment s’opère 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 à caractériser la structure en solution du module 5, mais également à positionner les structures 
à haute résolution des domaines à l’intérieur de l’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 l’ACP5b 

doit être doté d’une certaine mobilité afin d’être fonctionnel, ceci dû à la flexibilité du linker reliant les deux ACP.  
L’interaction entre les sous-unités consécutives est également primordiale pour assurer la fidélité de la synthèse 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 première chez les PKS trans-AT. Grâce à une approche pluridisciplinaire, nous 
avons montré que l’un des DD constitue probablement une protéine intrinsèquement 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 à l’intersection des deux sous-unités. Nos données SAXS nous 
avons également permis de proposer un modèle de l’interface créée entre deux sous-unités PKS dans laquelle une 
chambre réactionnelle est formée, qui pourrait servir à protéger des intermédiaires réactifs de polykétide.  

Des enzymes post-PKS interviennent suite à la synthèse du polykétide pour maturer ce dernier. Cette étape est 
d’une importance considérable puisqu’elle confère la structure et l’activité finale du polykétide. Dans ce contexte, nous 
avons mené une étude structure/fonction de l’enzyme post-PKS catalysant la macrocyclisation de l’antibiotique lankacidine 
C. Après un phasage par SAD sur la protéine séléniée, nous avons résolu la structure de l’enzyme en complexe avec des 
analogues de substrats, puis procéder à la conception de mutants pour résoudre la structure de l’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 ACP5b 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 NDD) is likely to be an 
intrinsically disordered protein (IDP), whose interaction with its partner DD (VirA CDD) 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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