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PREFACE

Les données présentées dans ce manuscrit sont le fruit de 3 années d’un travail mené
sous la direction du Docteur Franck CHAUVAT et du docteur Corinne CASSIER-
CHAUVAT, que j’ai accompli dans leur Laboratoire de « Biologie et de Biotechnologies des
Cyanobactéries (LBBC) » situé au CEA de Saclay. En toute cohérence avec I’intitulé du
laboratoire, ce projet s’est construit et a ¢t¢é mené dans une indispensable synergie entre
recherche fondamentale et recherche appliquée, puisqu’une meilleure compréhension du
métabolisme des cyanobactéries est indispensable aux avancées biotechnologiques.

*k*k

Sur le plan fondamental, les cyanobactéries sont percues comme les organismes
procaryotes qui sont a 1’origine de la photosynthése oxygénique qui a fagonnée 'atmosphére
de notre atmosphere en utilisant I'énergie solaire, I'eau et le CO, pour produire un grande
partie de la biomasse et de I'oxygéne (O;) nécessaire a notre chaine alimentaire. Confrontées
aux especes réactives de I'oxygéne souvent désignées « ROS » (Reactive Oxygen Species)
immanquablement produites par leur métabolisme photo-autotrophique (par exemple sous
forte lumiére), les cyanobactéries ont développé une panoplie de systemes (dit anti-oxydants)
dont certains ont été conservés chez les plantes et les mammiferes. Parmi ces acteurs
importants, on trouve le tripeptide glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine) qui joue un réle
dans la protection contre les stress (notamment (photo)oxydant et métabolique) comme cela
sera une nouvelle fois montré et discuté (mais aussi précisé) dans cette thése. Le glutathion
existe sous deux formes, I’une réduite (monomérique, notée GSH) et 1’autre, oxydée
(dimérique, notée GSSG, ou les deux monoméres sont liés entre-eux par un pont disulfure).
Le glutathion réduit sert de donneurs d'électrons a une panoplie d'enzymes (anti-oxydantes
et/ou de détoxication), telles que les glutathion-s-transférases qui ont été analysées en détail
au cours de cette thése. Ce transfert d'électrons aboutit a I'oxydation du glutathion, qui peut
ensuite étre re-réduit par lI'enzyme glutathion réductase qui utilise les électrons fournis par le
NAD(P)H (il est oxydé en NAD(P)").

Les glutathion-S-transférases (GST) sont percues comme des enzymes de
détoxification qui conjuguent le glutathion sur des molécules toxiques hydrophobes (le plus
souvent des électrophiles) ce qui altére leurs propriétés physico-chimiques (diminution de
I’hydrophobicité du toxique, étiquetage) et biologiques (neutralisation) et facilite ainsi leur
élimination (dégradation et/ou excrétion) des cellules et/ou des organismes. Comme un grand
nombre de ces études concernent les GST de mammiferes ou de plantes, leur activité a éteé
testée avec des xénobiotiques qui touchent la santé humaine ou animale (drogues,
médicaments, polluants...) et le développement des plantes (pesticides). Ainsi de nombreux
laboratoires ont étudié l'influence de xénobiotiques sur I'activité GST d'un organisme ou de
ses tissus. Ils ont également D’activité de conjugaison avec le CDNB (1-chloro-2,4-
dinitrobenzene), un substrat qui s’est imposé comme standard dans les tests in vitro d’activité
GST, en dépit que certaines GST ne soient pas capables de conjuguer le GSH au CDNB.

Il est apparu que les GST constituent une superfamille de protéines dont la
classification repose sur leur séquence primaire en acides-amines; leur structure, leur
réactivite immunologique et sur leurs activités. Ainsi, les GST de plantes (50 & 90, selon
laplante) ont été réparties en 14 classes dont 5 spécifiques aux plantes; tandis que les 27 GST
humaines sont actuellement catégorisées en 7 classes. Cependant la classification actuelle
n'est pas rigoureuse car elle n'est pas issue de [lanalyse systématique de la
sélectivité/redondance des GST. Ceci est du au fait que cette étude est trés complexe chez
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eucaryotes supérieurs en raison de (i) la multiplicité des GST (chez la plante modeéle
Arabidopsis thaliana, on compte 55 GST et chez I'nomme 27 GST ont été identifiées et (ii) de
la différenciation cellulaire et tissulaire, et du développement de ces eucaryotes supérieurs.

Méme chez les cyanobactéries qui possedent un petit nombre de GSTs (par exemple 6
chez la cyanobactérie modéle Synechocystis PCC 6803), on connait mal la fonction des GST.
Cest pourquoi, au laboratoire nous avons décidé danalyser en détail leur
sélectivité/redondance chez un organisme simple la cyanobactérie Synechocystis PCC 6803
qui présente les atouts suivants. Synechocystis, la cyanobactérie la plus étudiée, est
unicellulaire, et dotée d'un petit génome (3.95 Mb) entiérement séquencé (voir CyanoBase :
http://genome.microbedb.jp/cyanobase/) et facilement manipulable grace aux techniques et
aux outils largement développés au laboratoire (inactivation génique, surproduction de
protéines régulée ou constitutive, et localisation subcellulaire de protéines). Synechocystis
possede 6 GST désignées SI0067, SII1147, SII1545, SIr0236, SI11902 et SIr0605 dans
CyanoBase. L'objectif de notre travail combinant les approches in vivo et in vitro est
d'identifier la fonction et I'activité de chacune des 6 GST de Synechocystis. Lorsque j'ai
commencé mon travail, quelques analyses in silico et in vitro (conjugaison du GSH avec
quelques xénobiotiques) avaient identifié des GST rangées les classes suivantes :

- Rho pour les cyanobactéries Synechococcus elongatus PCC 6301,
Thermosynechococcus elongatus BP-1 et Synechocystis (S111545),

- Chi pour Synechocystis (SI10067) qui est trés active envers les isothiocyanates,

- MAPEG (Membrane-Associated Protein involved in Ecosanoid and Glutathione
metabolism) pour Synechocystis (S111147).

Par contre, aucune GST cyanobactérienne n'avait été analysé in vivo.

C’est dans ce contexte que mon projet de thése s’est concentré sur la
problématique de I’identification et de la caractérisation du ou des role(s) des GST chez
Synechocystis et de leur possible redondance et sélectivité fonctionnelle.

Sur le plan appliqué, les cyanobactéries sont également percues comme des usines
cellulaires de 3°™ génération puisque leur métabolisme n’utilise que des composés durables et
renouvelables (énergie solaire, CO, atmosphérique, eau y compris des eaux polluées). Elles
sont donc activement utilisées pour la photoproduction de composés d’intérét (substances
pharmaceutiques : molécules antioxydantes, antitumorales, antimicrobiennes ; molécules
plateformes pour la chimie ; biocarburants : alcools, terpénes...), grace aux nombreux outils
génétiques facilement utilisables chez les cyanobactéries et a leur photosynthése qui convient
aux enjeux de la transition écologique. C’est justement dans ce contexte de recherche de
nouvelles sources d’énergie durables et respectueuses de 1’environnement que les
cyanobactéries sont modifiées et étudiées. En effet, 1’énergie est primordiale pour I’industrie
moderne et la vie quotidienne. En 2008, 5,7.10% Joules on été consommés dans le monde
parmi lesquels 80% ont été générés par la combustion de carburants fossiles, relachant 6
gigatonnes de CO,, un gaz a effet de serre. Les questions portant sur la disponibilité et la
dépendance a I’énergie et sur I’impact environnemental des énergies fossiles poussent la
communaut¢ scientifique et industrielle a développer de nouvelles sources d’énergies.

Parmi elles, I’énergie solaire est une source naturelle attractive puisque disponible et
inépuisable. Le flux solaire annuel reu par la Terre, d’environ 5.10%* Joules, est en excés par
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rapport a la consommation mondiale en énergie. Par conséquent, il y a un intérét croissant
pour les procédés combinant la production de biocarburants (alcools, alcanes, terpénes...) a la
capture du COyvia les cyanobactéries qui ne nécessitent donc que de 1’énergie solaire, du CO2
et de I’eau (y compris non potable). Les biocarburants a 1’étude par la communauté
scientifique internationale sont principalement les alcools (mélangeables a 1’essence) et les
alcanes (précurseurs de diesel). Trés récemment, quelques laboratoires ont initié des projets
visant a produire des terpénes, tels que le B-phellandréne et le limonéne, car ces molécules,
naturellement produites par les plantes, sont des précurseurs tres énergétiques du kéroséne
pour I’aviation (I’addition de terpenes au diesel produit du kérosene).

Néanmoins, les faibles rendements de production sont une problématique récurrente
qui nécessite une meilleure compréhension au niveau fondamental des cyanobactéries sur des
divers aspects. Pour minimiser les instabilités génétiques liées a la surproduction de génes
hétérologues, une meilleure compréhension des mécanismes de réparation de ’ADN sont
essentiels. L’étude de la photosynthése, du métabolisme et des réseaux de régulation peuvent
permettre de lever certains verrous métaboliques, d’améliorer les rendements de la
photosynthese et d’optimiser les enzymes du cycle de Calvin pour augmenter 1’incorporation
du carbone. Enfin, la plupart des molécules d’intéréts sont généralement toxiques. Dans le cas
des terpénes, aucune ¢tude n’a ét€¢ amorcée pour identifier et comprendre leur toxicité. De
plus, I’amélioration des rendements de production par la construction de souches plus
tolérantes passe nécessairement par une meilleure compréhension des mécanismes de gestion
des toxiques et des stress.

Parmi ces mécanismes, les GST sont attractives car elles pourraient participer aux
mécanismes de détoxification des biocarburants, ces derniers pouvant étre considérer comme
des xénobiotiques puisqu’ils ne sont pas naturellement produits par les cyanobactéries. Si une
GSTconjuguait au GSH un terpéne produit par une souche, cela ne serait pas nécessairement
intéressant sur le plan biotechnologique puisque des étapes supplémentaires de
purification/extraction seraient nécessaires. Cependant, rien ne présume du role direct des
GST dans la tolérance aux biocarburants que le LBBC souhaite produire. Il est tout a fait
envisageable que les GST participent indirectement a la tolérance aux terpénes en gérant le ou
les stress qu’ils produisent.

Dans cet objectif, mon projet de thése a également porté sur I’analyse de la
toxicité des terpénes et sur I’implication possible des GST dans la tolérance-sensibilité
aux biocarburants (terpene et alcools).

***k

Pour répondre a ces 2 enjeux et problématiques, je présenterai tout d’abord dans la
section « INTRODUCTION »: (i) I’importance fondamentale et biotechnologique des
cyanobactéries en raison de la synergie entre recherche fondamentale et appliquée, (ii) le
métabolisme et la physiologie des cyanobactéries et (iii) les différents stress auxquels elles
sont confrontées ainsi que les stratégies et mécanismes qu’elles ont développé pour les
combattre, afin de bien resituer de fagon intégrée le role des GST que j’ai identifié.

La partie « MATERIELS ET METHODES » développera 1’ensemble des techniques et des
méthodologies utilisées au cours de ce projet. Elle est présentée de fagon plus technique qu’a
I’accoutiimé en raison de mon passé¢ d’étudiant en Section de Technicien Supérieur et que je
suis convaincu que les détails techniques que j’y présente seront utiles au laboratoire pour
continuer a utiliser des techniques que j’ai grandement contribuées a développer.
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Enfin, la derniére partie « RESULTATS ET DISCUSSION » s’appuiera essentiellement sur
les différents manuscrits que j’ai eu la chance de rédiger en collaboration avec mes
encadrants. Parmi eux, le premier qui a été accepté dans la revue Frontiers in microbiology
montre I’implication des GST homologues SI11545 et SIr0236 dans la gestion du stress photo-
oxydant. Le second récemment soumis a la revue Frontiers in microbiology et traite du réle
conservé dans I’évolution des MAPEG dans la tolérance aux stress membranaires. Le role de
la GST SI110067 sera également présenté puisqu’il remet en cause le dogme selon lequel le
méthylglyoxal, un oxoaldéhyde ubiquitaire est détoxifié par une premiére étape non-
enzymatique. Enfin, I’analyse du role des GST S111902 et SIr0605 sera présentée de fagon
plus classique tout comme 1’analyse de la toxicité des terpénes et de la tolérance-sensibilité de
mutants dépourvus de GST.
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CHAPITRE | - LES TERPENES : UNE FAMILLE DE MOLECULES AUX PROPRIETES
INTERESSANTES

I. Définition, classification et structure des terpenes

1) Origine du mot terpene

Le terme terpene est issu de mot anglais turpentine (térébenthine, lat.

Balsamum terebinthinae). L’essence de térébenthine dit « résine de

pin » est un liquide visqueux odorant qui coule aprés la coupe et le

taillage du bois et de I’écorce de plusieurs espéces de pin (Pinaceae). /
La térébenthine contient des «acides résineux » et certains

hydrocarbures appelés terpenes. Traditionnellement, tous les Figure 1 - Structure
composés naturels construits a partir de I’unité isopréne — provenant  de I’unité isopréne
pour la plupart des plantes — sont des terpenes.

2) Définition et structure géenérale des terpénes

Les terpenes sont une large famille de composés organiques naturels (au moins 55 000)
(Davies et al., 2015)de type hydrocarbure et de formule générale (CsHg), dont la structure suit
la régle de I’isopréne établie par Ruzicka et Wallach en 1953-1959 (Ruzicka, 1953).

Cette régle repose sur une unité de base, le 2-méthyl-1,3-butadiene ou isopréne (CsHg), un
hémiterpene a 5 carbone. Cette régle est représentée dans la figure ci-aprés avec un alcane
analogue a I’isopréne, le 2-méthylbutane (d’aprés (Breitmaier, 2006a)). Elle montre que les
terpénes dérivent d’un point de vue structural de ’unité isopréne (2-méthylbutane). Ainsi,
chacune des classes de terpénes correspond a un nombre précis d’unité isopréne (2-
méthylbutane). On distingue alors les terpénes en fonction de ce nombre et/ou du nombre de
carbones de la maniére suivante : les hemi- (C5), mono- (C10), sesqui- (C15), di- (C20),
sester- (C25), tri- (C30), tetra-(C40) et polyterpenes (>C40).

D’aprés cette régle, en se basant sur le modele du 2-méthylbutane, son groupement
isopropyl est défini comme étant la «téte » de la molécule alors que le groupement éthyl
correspond a la « queue ». Tel que représenté dans la figure ci-apres, les unités isoprene (2-
méthylbutane) sont reliées entre elles par une liaison « téte-a-queue » pour les mono- (C10),
sesqui- (C15), di- (C20) etsesterterpenes(C25). Pour les tri- (C30) et tetraterpénes (C40), une
liaison « téte-a-téte » est présente au centre de la molécule, correspondant respectivement a
I’assemblage de 2 sesquiterpeénes (2 x C15) et de 2 diterpénes (2 x C20). L’assemblage
successif des unités isoprene produits des molécules linéaires comme présentées dans la
figure ci-aprés mais conduit également a la formation de composés cycliques (Davies et al.,
2015).

Bien que des terpénes linéaires relativement simples d’un point de vue structural soient
représentés dans la figure ci-dessous, la nomenclature systématique selon 'TUPAC qui y est
associe se révele assez complexe pour une denomination courante. Néanmoins, le comité
américain de nomenclature en chimie organique a posé les régles de nomenclature des
monoterpenes acycliques, monocycliques et bicycliques (pour revue (Crane, 1955; Chizzola,
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2013)). Elle est utilisée dans les manuels et les bases de données, mais reste trop complexe
pour un usage courant au regard de 1’énorme diversité des terpénes. En pratique, chaque
terpéne possede un nom basé et tenant compte principalement de la plante source comme par
exemple le pinéne issu majoritairement du pin (Pinus), et 1’eucalyptol provenant de
I’eucalyptus. Dans le reste de ce mémoire, les noms usuels seront utilisés.

. queue
¢ mte)v A//'

Hémi-

Cc10
Mono-

C15
Sesqui-

Cc20
Di-

C25
Sester-

C30
Tri-

C40
Tétra-

>C40
Poly-

2-méthylbutane 2-méthyl-1,3-butadiene
(isopréne)

téte

queue
2,6-diméthyloctane

P N

2,6,10-triméthyldodécane

P O

2,6,10,14-tétraméthylhexadécane

)\/\/'\/\/Qét}\/l\/\*/

queue
2,6,10,14,18-pentaméthylicosane

téte

téte

2,6,10,15,19,23-hexaméthyltrétracosane

U, p-caroténe

AAANAN

Trans-polyisopréne (guttapercha)

Figure 2 — Représentation schématique de la classification selon la régle de I’unité isopréne

17



Tableau 1 — Classification des teriénes et teriénones
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Comme déja évoqué precédemment, la classification des terpénes repose sur 2 principaux
criteres : (i) le nombre de carbones ou d’unités isopréne (CsHg) (la molécule d’isopréne
comporte 5 atomes de carbone et représente 1’'unique membre des hémiterpénes (C5))
contenus dans leur molécule et (ii) la structure du squelette carboné « mere » pour lequel, on
distingue les structures (a.) acycliques ou (b.) cycliques subdivisées en fonction du (o)
nombre de cycle : mono-, bi- ou polycyclique(s) et du (B) motif de cyclisation « mére » (cycle
p-menthane, pinane, thujane...(pour revue(Breitmaier, 2006a, 2006b, 2006¢, 2006d, 2006e,
2006f, 20069, 2006h)), critére pour lequel il existe une énorme diversité de cycle. La
classification tenant compte de 1’ensemble de ces critéres est présentée dans le tableau ci-
avant et comme suit (d’aprés (Crane, 1955)(Breitmaier, 2006a, 2006b, 2006¢, 2006d, 2006e,
2006f, 2006g, 2006h)(Chizzola, 2013)) :

- les hémiterpénes (C5) ou isopréne

- les monoterpenes (C10, 2 unités isoprene) :
o les monoterpénes acycliques, dont le myrcene, le Z-B-ocimene et le E-B-
ociméne sont les plus retrouvées dans les huiles essentielles (voir tableau I)

o les monoterpénes cycliques, subdivisés en 3catégories selon le nombre et la
nature des cycles considéres :

= les monoterpenes monocycliques :

e de type A (dérivé 1-methyl-4-isopropyl-cyclohexane ou p-
menthane) qui comprend le a-terpinéne, le y-terpinéne, le a-
phellandréne, le B-phellandréne, le a-terpinolene et le limonene
(Chizzola, 2013). Les monoterpénes de type A résultat de
différents réarrangements du cation y-terpinyl portant sur la
position de doubles liaisons.

e de type B (dérivé du 1-diméthyl-cyclohexane) dont le B-
cyclogeranioléne, le a-pyronene et le cyclodihydromyrcéne font
partie (Crane, 1955).

CH3 H,C CH

3 3

HsC~ “CHs

Tipe A Tvpe B
Cyele p-menthane I-diméthyl-cyclohexane

Figure 3 — Structure des dérivés de type A et B pour les monoterpénes monocycliques

= |es monoterpénes bicycliques, sont classés en fonction du squelette cyclique
sur lequel ils reposent :

e les composés bicycliques de type bicyclohexane présentent une

structure basée sur un cycle de type bicyclo[3.1.0]hexane qui

correspond a la présence d’un cyclopropane intégré et relié au
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cyclohexane au niveau des carbones C2 et C4 (Crane, 1955). Les
principaux terpénes dérivant de cette structure sont le a-thujene et le
sabinéne et forment les dérivés terpéniques de type
« thujane/sabinane »

les composés bicycliques de type bicycloheptane sont de 3 catégories :

o les dérivés terpéniques de type « carane » ont un cycle du
type bicylo[4.1.0]heptane(Crane, 1955). 1l s’agit d’un
cyclopropane relié par une liaison additionnelle entre le C5 et
le C8 du cycle p-menthane. Le principal représentant est le 8-
3-caréne retrouvé dans 1’essence de térébenthine obtenus a
partir du pin (Pinus) et des sapins (Abies),

o les dérivés terpeniques de type « bornane »sont tous basés
sur le bicyclo[2.2.1]heptane via une liaison établie entre les
carbones Cl1 et C8 (Crane, 1955). On retrouve
majoritairement dans les huiles essentielles le camphene et le
fenchéne (Chizzola, 2013) qui possédent respectivement un
sous type de squelette carboné, le camphane et le fenchane,

o les dérivés terpeniques de type « pinane » reposent sur le
bicyclo[3.1.1]heptane par addition d’une liaison entre les
carbones C6 et C8 (Crane, 1955). Les composés majeurs de
type pinane sont le a- et le B-pinéne retrouvés dans les huiles

A-3-carene

HO, =~

Structure carane et thujane

thujane

cis-sabinenehydrate

N
a-thujone

cis-thujone

trans-sabinenehydrate

o)
P
B-thujone

trans-thujone

a-thujene  sabinene * o
o 2
/
2/ 5
" / Structure bornane,

/OH 40
. =
umbellulone sabinaketone i

essentielles de pin (Pinus)(Chizzola, 2013)

camphene  o-fenchene  endo-fenchol borneol

: fenchone camphor  camphane et fenchane
/[\_‘ OH
) ) T, U
sabinol < HO® o \| g
pinane a-pinene  P-pinene frans-verbenol cis-chrysanthenol pinocampheol
0
o) w ’ ) S
. verbenone trans-pinocamphone trans-pinocarveol pinocarvone

myrtenol  myrtenal Structure pinanc

Figure 4 — Structure de quelgues monoterpénes bicycliques

les monoterpenes tricycliques présentent un tricycle de type [2.2.1.0]
comme le tricycléne, le principal composé de I’huile essentielle des
feuilles du cotonnier créole (Gossypium barbadense).
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les sesquiterpénes (C15, 3 unités isoprene) :

O

o

les sesquiterpénes acycligues : les différents isomeres du farnesene sont des
hydrocarbures ramifiés et comprennent 4 doubles liaisons. Le E,E-a-farneséne
et le E-B-farnesene sont couramment retrouvés dans les huiles essentielles
alors que le E,Z-a-farneséne et le Z,Z-a-farnesene ne sont pas retrouvés dans

la nature.
/kz £ E
X “ = X E

|
NN

Z-B-farenesene E-B-farnesene E,E-a-farnesene

E E -
X g X NG X Pz
E
a7 el
E| E|
\OH /\70 20

2E,6E-farnesol a-sinensal B-sinensal

E-nerolidol

Figure 5 — Structure de quelques sesquiterpénes linéaires

les sesquiterpénes cycliques : le repliement de la chaine farnesyl, durant sa
biosynthése, permet d’obtenir une grande diversité de structure cyclique dont
les plus importantes sont représentées dans la figure X et sont classés en 2
groupes :

» |es monocycliques comme par exemple, les isomeres du bisaboléne (Z-
a-bisabolene, p-bisabolene, E-y-bisaboléne, Z-y-bisaboléne) qui dérive
du squelette carboné cyclique a 6 carbones, le bisabolane. Les
germacrenes et le a-humuléne, quant a eux, présentent respectivement
une structure cyclique a 10 et a 11 carbones.

= les bi- et tricycliques sont fréquemment retrouvés dans les huiles
essentielles et offrent une grande diversité de structure. Les
bergamotenes preésente un cycle de type cyclobutane. Les dérivés
terpéniques du cadinane, murolane et amorphane possedent un systeme
a 2 cycles substitués par un groupement isopropyl et 2 groupements
méthyl. Le B-caryophylléne, qui dérive du a-humuléne, présente lui, un
cycle a 9 carbones fusionné a un cyclobutane.
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bisabolane garmacrane humulane
bergamotane cadnans eudesmane eremophilane

muurolane, amorphane

S ¢ o

himalachane caryophyllane

aromadendrane bourbonane silphiperfolane cedrane

Monocyclique
Bicyclique
Tricyclique
Figure 6 — Structure des principaux cycles de base des sesquiterpenes cycliques

les diterpénes (C20, 4 unités isopréne) : le phytol, un constituant majeur des
chlorophylles fait partie des diterpénes

les sesterterpénes (C25, 5 unités isopréne) :

les triterpénes (C30, 6 unités isopréne) : squalene, précurseur du cholestérol

les tétraterpénes (C40, 8 unités isopréne) : caroténoides

les polyterpénes (>C40, >8 unités isoprene): comme le caoutchouc (ci-1,4-

polyisopréne) qui est le terpéne présentant la chaine carbonée la plus longue composée
de plus de 100 000 unités isoprene.
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1) Quelques observations d’analogie structurale

En dépit de cette classification, les terpénes présentent de fortes analogies structurales.
Ceci provient du fait qu’ils dérivent tous d’une unique unité de base, 1’isopréne. En
considérant la voie de biosynthese des terpénes, les terpénes sont synthétisés a partir d’une
molécule matrice (le diméthylallylpyrophosphate DMAPP (C5)) sur lequel se greffe par
polymérisation successive une unité de base (1’isopentenylpyrosphosphate IPP (C5)).

Ainsi, les terpénes acycliques présentent une forte analogie structurale, seul leur
nombre d’unité isopréne étant variable. De la méme maniére, les mono- et sesquiterpénes
acycliques n’ont pas été représent¢ de maniére linéaire pour rendre compte de 1’analogie
structurale qui existe entre eux. Ce mode de représentation souligne également I’apparenté
structurale qui coexiste entre les monoterpenes acycliques et les p-menthane terpénes.
D’autres exemples renforcent cette notion. C’est le cas du squelette bisabolane qui comporte
un cycle a 6 carbones et présente une analogie structurale avec le cycle p-menthane. Les
bergamoténes ont un cycle de type cyclobutane similaire au pinene.

Parmi les monoterpenes cycliques, une derniere classe a été décrite (Chizzola, 2013).
Il s’agit des monoterpénes mono- ou bicycliques a O-hétérocycles. Ils ont une analogie avec
certains monoterpénes monocycliques de type A (p-menthane), puisqu’une réaction
intramoléculaire avec des groupements contenant de I’oxygene, conduit a la formation d’un
second hétérocycle. Ces composés sont fréeqguemment retrouvés dans les huiles essentielles
comme le 1,8-cinéol — un eucalyptol avec une liaison éther entre les carbones C1 et C8
(tableau 1) — qui est le principal composé de I’essence d’eucalyptus (Eucalyptus globulus et
autres especes) (Chizzola, 2013).

2) Diversification des terpenes
a. Premier niveau de diversification : les isoméries

Alors que la classification rend compte, a elle seule, de la grande diversité des
terpenes, celle-ci est encore plus importante si I’on considére :

(1) I’isomérie des molécules et en particulier :
a. l'isomérie de position des insaturations qui existe chez certains composés.
C’est le cas du pinéne pour lequel on distingue le a-pinéne et le B-pinéne,
b. la stéréoisomérie de configuration pour laquelle on distingue :

i. DI’énantiomérie noté R/S et/ou +/- pour les terpénes comportant un ou
plusieurs carbones asymétriques. C’est notamment le cas du limonéne
pour lequel 2 énantiomeres présentent des propriéetes et des applications
différentes. Le (R)-(+)-limonéne est retrouvé principalement dans
I’orange (Citrus sinensis) et le pamplemousse (Citrus paradisi) et
présente une odeur citronnée avec des notes fraiches de citron et
d’orange. Le (S)-(-)-limonene, quant a lui, présente une odeur plus
proche du pin et de la térébenthine. Il est retrouvé chez I’eucalyptus et
la menthe poivrée (Mentha x piperita) (Chizzola, 2013).
L’énantiomérie a donc un impact important sur les propriétés
organoleptiques des terpenes qui sont trés recherchees par les industries
de la parfumerie et de la cosmétique. Un second exemple concerne un
dérivé du limonéne, la carvone. Les 2 énantiomeres de la carvone
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different par leur pouvoir rotatoire, leur dichroisme circulaire et leur
flaveur. Le (S)-(+)-carvone présente une odeur caractéristique des fruits
du carvi ou cumin des prés (Carum carvi), alors que le (R)-(+)-carvone
est un ardme mentholé composant de la menthe verte (Mentha spicata).

ii. la diastéréoisomérie pour les terpénes stéréoisomeéres présentant un
nombre pair de carbones asymétriques mais non énantiomere. C’est le
cas de

iii. la diastéréoisomérie de configuration Z et E: pour les terpénes
présentant des groupements différents a chaque extrémité d’une double
liaison.

Notons ici que le ratio entre les différents isoméres sont variables lorsqu’on compare
différentes huiles essentielles issues de divers plantes sources, tel que représenté par le tableau

ci-dessous :

Tableau 2 — Rapport du R-(+)-citronellal sur le S-(-)-citronellal dans diverses huiles essentielles

avec un arome citron

Plant species %" (+)-citronellal (%) (—)-citronellal (%)
Melissa officinalis 3-31 97-99 1-3

Cymbopogon nardus 1.1 85 15

Eucalyptus citriodora 71.2 56 44

Litsea cubeba 0.3-0.9 33-53 47-67

Nepeta cataria var. citriodora 0.4 0.1 999

Backhousia citriodora 0.1 17 83

®Pourcentage de citronellal dans I’huile essentielle

3) Second niveau de diversification : les isoméries de fonction

Le second niveau de diversification correspond a (i1) I’état d’oxydation des hydrocarbures
(alcools, aldéhydes, cétones, esters). Ces terpénes sont alors qualifiés de terpénoides. La
figure ci-aprés donne un exemple de terpénoides et rend compte de la diversification des
terpénes par els différence isomeéres qui existe.

TTks

S-(+)-carvone R ( ) carvone
D-(+)-carvone )-carvone R-(+)-citronellal S-(-)-citronellal

LT \/,\/ﬂ 7k ;\7{

(+/-)-menthol (+/-)-neomenthol (+/-)-isomenthol (+/-)-neoisomenthol

Figure 7 — Exemples de différents stéréoisomeres de monoterpenoides
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Il. Voie de biosynthese, toxicité et roles biologiques chez les
(cyano)bactéries

1) Lavoie du MEP

Les terpénes dérivent tous de 2 précurseurs : 1’isopentenyl-pyrophosphate (IPP) et le
diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP), produits par la voie métabolique appelée MEP (MEP
pour 2-C-méthyl-D-erythritol-4-phosphate), qui a été bien caractérisée chez Escherichia coli
(Boronat and Rodriguez-Concepcion 2015). La voie MEP utilise 2 substrats: le pyruvate
produit par la glycolyse (catabolisme des sucres comme le glucose) ; et le glycéraldéhyde-3-
phosphate (GAP) généré par la glycolyse et aussi le cycle de Calvin chez les organismes
photosynthétiques (assimilation du CO,grace a I'énergie fournie par la photosynthese). La
voie MEP utilise 7 etapes pour transformer le pyruvate et le GAP en IPP et DMAPP :

- (1) la premiere réaction, catalysée par lI'enzyme DXP synthase (DXS), condense le

pyruvate et le GAP en 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP),

- (2) la deuxieme étape, effectuée par la DXP reductoisomérase (DXR) réarrange et réduit

le DXP pour former le MEP,

- (3) a (5) les réactions 3 a 5, successivement catalysées par les enzymes (i) MEP

cytidylyltransférase (MCT), (ii) 4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-méthyl-D-erythritol (CDP-

ME) kinase (CMK) et (iii) 2-C-méthyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate (MECPP)

synthase (MDS), transforment le MEP en CDP-ME, puis en CDP-MEP et enfin en

MECPP,

- (6) la 4-hydroxy-3-méthyl-but-2-ényl diphosphate (HMBPP) synthase (HDS) produit le

HMBPP,

- (7) enfin, sous I’action de la HMBPP réductase (HDR), il y a formation de I’IPP et du

DMAPP
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Figure 8 — Repreésentation schématique de la voie du MEP
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Ferrédoxine réduite (Fd™®) ; glycéraldéhyde 3-phosphate (GAP) ; 1-deoxy-D-xylulose 5-
phosphate (DXP) synthase (DXS) ; DXP reductoisomérase (DXR) ; MEP cytidylyltransférase
(MCT) ; 4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-méthyl-D-erythritol (CDP-ME) kinase (CMK) ; 2-
C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate (MECPP) synthase (MDS) ; 4-hydroxy-3-
méthylbut-2-ényl diphosphate (HMBPP) synthase (HDS) ; HMBPP réductase (HDR) ;
isopentenyl pyrophosphate (IPP) isomérase (ID1) ; diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) ;
géranyl pyrophosphate (GPP) synthase (GPPS) ; farnésyl pyrophosphate (FPP) synthase
(FPPS) ; géranyl géranyl pyrophosphate (GGPP) synthase (GGPPS) ; terpéne synthase
(TPS)

Ensuite, un groupe d’enzymes appelées prényltransférases, catalysent I’addition répétée
des unités IPP activées au DMAPP, par des réactions de condensation téte-a-queue (Davies,
Jinkerson and Posewitz 2015). Ceci conduit a la formation de molécules linéaires : des
prényls-pyrophosphates : GPP ; FPP ; GGPP, qui varient en longueur (par multiple de 5
atomes de carbones) et sont respectivement les précurseurs des: monoterpenes (C10);
sesquiterpénes (C15) et triterpénes (C30 ; 2 fois C15); diterpénes (C20) et tétraterpenes
(C40; 2 fois C20). La synthése de ces terpenes nécessite des enzymes spécifiques : les
terpenes synthases (TPS).

Ainsi, la synthese du limonene requiert une limonene synthase (Davies, Work, et al. 2014),
et celle du pinéne et du sabinene utilise une pinéne synthase (Sarria, et al. 2014) et une
sabinene synthase (Zhang, et al. 2014), et ainsi de suite. En outre, ’enzyme IDI (IPP
isomérase) joue un rble important dans la proportion en DMAPP et en IPP, qui influence la
nature des terpénes finalement produits. Les propriétés catalytiques des TPS influent
également sur la nature des produits obtenus, car leur spécificité et leur stéréospécificité est
variable. Certaines TPS synthétisent des mélanges de terpénes et d’autres les différents
1soméres d’un unique terpene.

2) Synechocystis PCC 6803 possédent les enzymes de la voie du MEP

De maniére intéressante, le génome de Synechocystis contient un homologue (orthologue)
de chacun des génes de la voie du MEP, décrits chez E. coli (Pattanaik and Lindberg 2015).

Tableau 3 — Enzymes et genes vraisemblablement impliqués dans la voie métabolique
MEP (2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate) chez Synechocystis

Enzymes Nom(s) du géne Geéne ID Taille du géne (en pb)

DXS dxs sl11945 1923

DXR dxr sl10019 1185

MCT ispD slr0951 693

CMK iSpE sll0711 948

MDS ispF (yghB) slr1542 486

HDS ispG (gcpE) slr2136 1212

HDR ispH (IytB) slr0348 1221

IDI idi (fni) sl11556 1050
GPPS/FPPS/GGPPS Ccrte slr0379 909

L’annotation des enzymes et des genes a ¢ét¢ réalisée avec la base KEGG
(http://www.genome.jp/kegg-bin/shox_organism?menu_type=pathway maps&org=syn) et le
gene ID grace la base CyanoBase (http://genome.microbedb.jp/cyanobase/) ; la taille des
genes correspond a celle de phase codante ; ’abréviation des enzymes est décrite dans la
figure ci-dessous ; D’aprés (Pattanaik and Lindberg 2015)
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Bien que massivement synthétisés par les plantes, les roles biologiques des terpenes ne
seront presentés que chez les (cyano)bactéries ou ils sont nécessaires a plusieurs grandes
fonctions dont :

la traduction : en effet, ’isopentenyl ARNt, synthétisé a partir du groupement
isopentenylde I’IPP par une ARNt isopentenyltransférase (tRNA A2-1PP transferase),
augmente 1’efficacité de traduction. L’enzyme ARNt isopentenyltransférase est codée
par le gene miaA chez E. coli (Persson et al.,, 1994; Boronat and Rodriguez-
Concepcion, 2015),

le métabolisme : puisque les hemes, les ubiquinones et ménaquinones et les pigments
(chlorophylles et caroténides) nécessitent les précurseurs FPP et GGPP de la voie du
MEP pour étre synthétisé , tel que représenté dans la figure ci-apres,

la structuration des enveloppes bactériennes dont le peptidoglycane puisque le
bactoprénol constitue le lipide qui transporte les précuseurs du peptidoglycane, la voie
du MEP est donc essentielle puisque le peptidoglycane est essentiel a la viabilité des
cellules. De plus, les lipides membranaires de type éther retrouvés chez les Archea
sont synthétises a partir du GGPP (Boronat and Rodriguez-Concepcidn, 2015).

" |PPp —» isopenteny|

heme :
l adenosine

ubiquinone ¢——— FPP ——» hopanoids

.

menaquinone GGPP bactoprenol

carotenoids l chlorophylls
ether-type lipids

DMAPP

Figure 9 — Représentation schématique du réle de la voie du MEP dans la synthése de molécules

essentielles a la physiologie (cyano)bactérienne
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C.

Bien que les terpenes soient tres étudiés pour leurs nombreuses applications (voir
partie suivante), la toxicité de ceux-ci a été tres peu étudiées chez les bactéries et encore plus
chez les cyanobactéries alors de que plus en plus de souches cyanobactériennes sont
ingéniérées pour la photoproduction de terpenes (Rosgaard et al., 2012; Sarria et al., 2014;
Englund et al., 2015; Savakis and Hellingwerf, 2015; Kitchener and Grunden, 2018). A ma
connaissance, la toxicité des terpénes n’a été reporté que ans 2 articles, respectivement chez
E. coli pour le pinene et le géraniol (Sarria et al., 2014) et chez Synechocystis pour le géraniol,
le géranial, le linalool, le farnéséne et le citronellene (Hellier et al., 2013).

C’est pourquoi 1’analyse de la toxicité des terpénes chez Synechocystis a été 1’un de
mes projets au cours de mes travaux de thése, en plus de I’étude des GST de Synechocystis.

I1. Applications des terpenes

Les terpénes sont de plus en plus étudiés du fait de leur immense diversité qui peut
étre source de nouvelles molécules thérapeutiques par exemple mais aussi du fait que parmi
les terpénes d’ores et déja utilisés, ceux-ci présentent des propriétés physico-chimiques
multiples et intéressantes pour divers champs industriels. Ainsi :

- les propriétés organoleptiques (odeur, saveur, flaveur...) sont trés recherchées par
les industries cosmétiques, de la parfumerie et alimentaires et en a d’ailleurs fait
I’'usage historique des terpenes,

- les propriétés biologiques (activité antimicrobienne, antiparasite...) sont
prometteuses pour I’industrie pharmaceutique et expliquent la tres forte consommation
mondiale d’huiles essentielles,

- les propriétés physico-chimiques (molécule plateforme, faible viscosité aux faibles
températures...) font de terpenes des molécules attractives pour les industries de la
chimie, de la pétrochimie et de I’environnement.

Les terpénes/terpénoides sont retrouvés dans de nombreux produits alimentaires non
manufacturés (légumes, fruits, jus de fruits, épices...) (Chizzola, 2013). Cela s’explique
simplement par le fait que ces produits sont issus de plantes qui synthétisent ces molécules.
Ces dernieres donnent alors le godt caractéristique que 1’on connait du jus de citron, d’orange
ou de pamplemousse. L’ardme de menthe est trés reconnaissable et provient principalement
du terpénoide menthol. De nombreux terpenoides ont une odeur caractéristique dont certaines
sont présentées dans le tableau ci-aprés.

En plus de leur occurrence naturelle, les produits alimentaires manufacturés regorgent
de terpénes dont la quantité ajoutée dépend du seuil d'odeur qui peut varier considérablement
et qui dépend de la matrice d’un terpéne a un autre. Ainsi, le (-)-limonéne qui a I’ar6bme
d’agrume est un agent odorant essentiel du jus d’orange et le néral/géranial (citral) sont les
molécules clés de I’ardme de citron. Ma propre expérience confirme cette observation,
puisqu’en ouvrant un flacon de citral, I’odeur de 1’arome citron synthétique est véritable. Le
terpénoide 1-p-menthéne-8-thiol présent dans le jus de pamplemousse est responsable de
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I’arome de pamplemousse et avec une concentration de 0,02 ng/L, il est 'un des
terpénes/terpenoides ayant un seuil d’odeur le plus faible. La lecture des listes des ingrédients
de plusieurs produits alimentaires suffit a rendre compte de leur utilisation. Par exemple, la
carvone (un dérivé du limonéne) est utilise comme additif alimentaire dans I’industrie du
chewing-gum (Brevet US5158790, 1992, Wm. Wrigley, Jr. Company). Les additives
dénommés E140, E160 et E161 regroupe des molécules dérivant des terpénes que sont
respectivement les chlorophylles, les carotenes/carotenoides/lycopénes et les xanthophylles.

Les terpénes sont également trés utilisés dans 1’industrie de la cosmétique et les
produits d’hygiéne. Un simple détour au rayon produit d’hygiéne nous permet de rendre
compte de I’utilisation des terpeénes dans 1’industrie de la cosmétique, comme le démontre la
figure ci-dessous donnant la composition de certains produits.

Contient du : Contient du :
Limonene Extrait d’huille
Linalool essentielle de Prunuts
Coumarin amygdalus dulcis
Citronellol (swette almond)

Citral

Ingredients:

Contient du :
Citronellol
Coumarin
Geraniol
Limonéne
Linalool

Figure 10 — Exemples de quelques produits cosmétiques comportant des terpénes_dans leur
composition
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Tableau 4 — Odeur/Aréme (ou flaveur) des différents monoterpenes

Compound Odor Compound Odor

Bomeol Woody-camphoraceous, dry-minty trans-a-Bergamotene Weak woady, warm, ea-leaf-like
Tsobomeol Camphoraceous, weak peppery and woody Bicyclogermacrene Green, spicy, mushroom-notes, dry-woody
Camphene Camphoraceous, mild-oily P-Bissholene Sweet, warm, bakamic, woody, spicy
Camphor Camphoraceous, fresh, warm-minty, ethereal a-Bisabolol Sweet, mild floral

8-3-Carene Resinous, sweet, refined-limonene- like, spicy B-Bisabolol Mild, sweet weak herbal

Carved Fresh, caraway- and spearmint-like Bukesol Weak woady, weak spicy
S4+)Cavone Spicy, caraway-like Cadina-1 4-Gen-3-d Weak fruity, wesk woady, spicy
R+—)Carvone Speamint-like Cadina-1 4-dene Fruity, mango-like, spicy, woody
Civanellal Minty, citrus-like 5-Cadinene Dry-woody, weak medicinal
Civaellol Floral rose ke a-Cadmnol Wesk woady, medicinal, dry

Cumin aldehyde Sharp, acid, pungent, woady, oily Calamanene Weak floral, weak spicy

Cuminyl alcahol Floral, oily-spicy, dllseed- and caraway-like p-Caryophyllene Woody, spicy. erpene notes
Cymen-8-0l Weak civus-like Caryophyllene oxide Weak woady, warm, mild weak spicy
p-Cymene Fresh, weak citrus-like, kemon and bergamat nokes a-Copaene Vegeubke-like, hops-like, woody
Geranial Lemon, sweet a-Cubebene Spicy, herbal

Geraniol Floral, lemonlike, minty B-Cubebene Herbal, woody

Limmene Fresh, citrus-like, mild leman and orange noks Cubenol Spicy, herbal, green-tea notes
Linalool Fresh, floral, ckean, sweet, lemon notes p-Elemene Fresh, warm, weak woody

Myrcene Mild, sweet, bakamic, plastic note 1-Elemene Mild, woody

Neral Sweet, leman 8-Flemene Lime-oil-like, woody

Nerol Rose, sweet B-Eudesmol Woody

cis-f-Ocimene Hertul, warm-herbaceous, sweet-floral, neroli-oil-like  grgny p-Famesene Warm, mild, sweet

trans-p-Ocimene Hertul, weak floral trans,rans-<-Famesene Mild, warm, sweet

a-Phellandrens Spicy. herbacequs, minty, peppery-woody, fresh, citrus  ¢is pans-a-Famesol Mild, sweet, aily, floral, fresh green
P-Phellandrene Peppery, minty, refreshing, citus-like trans,rans-<-Famesol Weak fresh, fresh green, weak floral
a-Pinene Pine-like, sharp, woody, turpentine-hke Genmmuacrene B Earthy, mushroomlike

P-Pinene Dry-woody, pine-like, resinous-terpene-like, spicy Germuacrene D Weak spicy, weak fruity, apple-like, weak dry-woody
Piperione Fresh, minty, campharacecus a-Guaiene Sweet-woody, balsamic, peppery
Sabinene Warm, aly-peppery, woody-herbaceous, spicy P-Guaiene Balsamic, woady, spicy

cis-Sabinene hydrate Mild, plessant, warm, woody-balsamic Guaiol Woody-balsamic, mild, sweet, wesk floral
trans-Sahinene hydrae Warm, hakamic-woody, mild a-Gurjunene Balsamic, woady

Terpmen--ol Nutmeg-like, spicy, woody-earthy, liliac-like a-Humulene Weak woady, weak spicy, hertul
a-Terpinene Refreshing, lemon-<citrus-like -Muurolene Weak spicy, weak herbal, woody
7-Terpinene Fresh-herbaceous, citrus-like T-Muurolol Weak woady, weak spicy, mild
a-Terpineol Floral lilisc-like trans-Nerolidol Woody-floral, wesk green
Terpinolene Sweet-piney, oily, petroleum-lke Spathulenol Weak fruity, weak herbal

a-Thujene Green, herbal, woody a-Zingiberene Spicy. fresh, sharp

Tiré de (Chizzola, 2013)



Bien que les huiles essentielles ne soient pas utilisées uniquement par | »industrie
pharmaceutique, le tableau ci-dessous rend compte de leur importance quantitative.

Tableau 5 — Estimation de la consommation mondiale des principales huiles essentielles

Ol type Botnical species Tom/year Main erpenoids

Orange Citrus sinenss S0.000 Limonene (92-97%)

Com munt Mentha arvensts 25,000 Menthol (70%)

Peppermint Mentha pperita 4,500 (=)-Menthol (30-55%), menthone
(14-32%)

Eucalyptus Eucalyptus globulus 1,000 1.8-Cineol (>70%)

Lemon Citrus limon 3,500 Limonene (60-80%), geranial (0.5-2%),
neral (02-12%)

Civanella Cymbopogon 3,000 Civanellal (30-45% ), geraniol

winterianus (20-25%), civonellol (9-15%)

Civnella Cymbopogon nardus Geraniol (15-23%), citronellol (3-9%),
geranial (3-6%)

Eucalyptus Eucalyptus curiodora 2100 Civanellal (70-87% ), citronellbol
(5-10%)

Spearmint Mertha spicata 2,000 (=)-Carvane (S0-80%)

Ceodarwood Juwniperus virginana 1,500 a-Cedrene (22-53%), thuppsene

(Viegnia) (10-25%), cedrol (5-30%)

Lime Ciérus awrantifdia 1,500 Limonene

Lavandin Lavandula angussfola 1,000 Linalool (24-35%), lavandulyl scetate

t L. laifdia (28-38%)

Litsea Lusea cubeba 1,000 Geranial (38-45%), neral (25-33%)

Cedarwood Cupressus funebris 800 a-Cedrene (13-29%), thuppsene

(China) (18-31%), cedrol (10-16%)

Cornander Conandrum saivum 700 (+)-Linakol (65-78)

Grapefruit Citrus paradisi 700 Limonene

Patchoukl Pogostemon cablin 600 Patchould (27-35%)

Basil (Reunion  Ocimum baslicum S00 Estragol (75-87%). Enalool (0.5-3%)

type)

Basil (European  Océmum baslicum Linalool (45-62%), estragol (0-30% ),

type) eugenol (2-15%)

Mandar e Citrus reticulass 500 Limonene (65-75%), y4terpinene
(16-22%)

Tiré de (Chizzola, 2013)

Ces huiles essentielles sont utilisées en phytothérapie qui repose sur les substances
actives des plantes. Les huiles essentielles classiques issues des plantes médicinales
oléagineuses sont la camomille allemande (Matricaria recutita), le thym (Thymus vulgaris),
la menthe poivrée (Mentha x piperita), le carvi (Carum carvi) et le fenouil (Foeniculum
vulgare). Ces huiles essentielles ne sont pas seulement utilisées pour soigner des pathologies
humaines mais présentent aussi un intérét croissant dans la phytothérapie vétérinaire.

Pour les pathologies, le recours aux huiles essentielles 1’est principalement pour
soulager la douleur chronique, la dépression, les troubles cognitifs, 1’anxiété, I’insomnie et les
troubles liés au stress. Par exemple, les essences contenant du linalol sont traditionnellement
utilisees comme sedatifs, analgésiques et anxiolytiques. Dans ce contexte, 1’influence des
huiles essentielles sur le systéme nerveux est étudiée.



L’utilisation des huiles essentielles dans certains thérapeutiques provient de leurs

diverses propriétés que sont leurs :

activité antimicrobienne : les terpénes sont toxiques et plusieurs modes d’action ont
été proposés comme la degradation de la paroi, les dommages causés sur la membrane
plasmique et les protéines membranaires causant des fuites cellulaires et la dissipation
de la force proton-motrice. Cela provient du caractére hydrophobe des terpénes.
Néanmoins, c’est la combinaison de leur hydrophobicité avec la présence de
groupements fonctionnels qui est essentiel pour leur activité antimicrobienne. Ainsi, la
toxicité des terpenes/terpenoides va décroissante selon le groupement fonctionne
considéré comme suit : aldéhyde > cétone > alcools > esters > hydrocarbone.

Les terpénes/terpénoides présentant un large spectre d’action sont le thymol suivi
dans I’ordre par les molécules suivantes: carvacrol, a-terpineol, terpinen-4-ol, eugenol,
linalool, (-)-thujone, A-3-carene, geranyl acetate, (cis + trans) citral, nerol, geraniol,
menthone, B-pinene, (-)-limonene, a-pinene, a-terpinene, borneol,(+)-sabinene, y-terpinene,
citronellal, terpinolene, 1,8-cineole, bornyl acetate, carvacrol methyl ether, myrcene, B-
caryophyllene, a-bisabolol, a-phellandrene, a-humulene, B-ocimene, aromadendrene, et p-
cymene. Les terpenes ont des effets antibactérien, antifongique et antiviral.

A titre d’exemple, le linalool et le
citral inhibent trés efficacement la
croissance de Candida albicans. Des
huiles essentielles de thym et de citron
inhibent la production d’aflatoxine et
la croissance d’Aspergillus parasiticus
alors que I’essence de carvi n’a pas
d’effet. Néanmoins, I’exemple le plus
documenté reste a ce jour I’artémisine,
un sesquiterpene lactone, utilisé dans
le traitement de la malaria causé par
Plasmodium(George et al., 2015). La
figure ci-dessous montre la synthese
de I’artémisine. Les essences extraites
de Melaleuca alternifolia et de
Santolina insularis ont une activité
antivirale contre le virus Herpes
simplex de type 1 et 2. Le terpene
ascaridol a une propriété antiparasite
(pour revue voir (Chizzola, 2013)).

Figure 11 — Voie de synthése de
I’artémisine obtenue par ingénierie des
souches de Saccharomyces cerevisiae et

de Escherichia coli

S. cerevisiae

.......

Acetyl-CoA

Breatete

Y meme

E. coli

activité anticancereuse : puisque des études ont montré qu’un régime riche en
isoprénoides éviterait 1’apparition de cancers. Le terpéne a-bisabolol a montré des
effets cytotoxiques sur des cellules gliales et le B-caryophylléne a des effets de
potentialisation des activités anticancéreuses de I’a-humuléne, de 1’isocaryophylléne
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et du paclitaxel sur différentes lignées cellulaires cancéreuses. L’exemple du
paclitaxel ou (taxol® dans son nom de marque déposé) est historique puisque le Food
and Drug Administration (FDA) a autorisé son utilisation dans le traitement du cancer
de I’ovaire en 1992 puis pour celui de sein en 1994et dans le sarcome de Kaposi en
1997 (Li et al., 2015). La figure ci-dessous donne un exemple de la voie de
biosynthése du taxol.

Figure 12 — Voie de biosynthése du taxol

- activité anti-oxydante : les composés phénoliques comme le thymol et le carvacrol
ont montré les meilleures activités anti-oxydantes.

La derniere grande application des terpénes provient de leurs propriétés physico-
chimiques remarquables. Ainsi, I’isopréne sert par exemple de précurseur pour la synthése de
caoutchouc synthétique, d’élastomeéres, de copolymeéres, d’adhésifs et de composés chimiques
(Vickers and Sabri, 2015).

La diversité des structures des terpenes est également considérée comme un atout
majeur pour la découverte de terpénes « candidats » pour des biocarburants avancées en
agissant comme des remplacements de I’essence, du diesel et des carburéacteur des avions
(George et al., 2015). Le tableau ci-dessous donne d’ailleurs un apercu des propriétés
physico-chimiques des carburants et des « terpenes-carburants ».

Parmi les terpenes candidats, les sesquiterpenes farnésene et bisabolene, ainsi que le
limoneéne et le pinéne (monoterpénes) ont été évalués positivement (George et al., 2015). De
plus, une étude a permis la caractérisation de leurs propriétés de combustion et d’émission
dans un systeme motorise dont le schéma est présenté ci-dessous (Hellier et al., 2013).
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Tableau 6 — Propriétés des carburants et « terpénes-carburants »

Fuel Name Density (range) Flash point Freezing point Net heat of combustion Cetane number References
kg/m (°C) (min; (°C) (max) (MJ/kg) (min) (mun 40)
775-840 N 40 428 ND.
811 43 47 43.42 ND.
818 9 % 13.1 ND.
L/ 846 60 53 1297 ND.
100 % Amorphane® K80 13 <-52 42.79 ND.
Farnesene
#2 Diesel 864.6 73 N.D. 24 116
S % AMD-200/#2 Diesel 859.5 75 N.D N.D. 11.7
20 % AMD-2(X sel 8454 7 ND 28 45.2
S0 % AMD-200/#2 Diesel 8204 86 ND 432 50.7
100 % AMD-200 (Famesane) 737 109 N.D. 442 586
935 ND. 2047 ND. 136)
938 N.D. 42.118 N.D
914 N.D. 41.906 N.D
820 ND <~46.15 24 ND
940 N.D. <~T9.15 $2.1 N.D.
1,080 N.D. >~18.15 416 N.D.
7 N.D. <-100.15 13.6 ND.
850 ND. 12.15 10 ~6.15 124 ND.
880 ND >~10.15 37.4 ND
860 N.D. 61.15 429 N.D.
ntinued
Fuel Name Flash point  Freezing point Net beat of combustion | Cetanc number  References
C) (min) | (°C) (max) (MJ/kg) (min) (min 40)
F 6 N.D. 64,1 4 N.D.
Bic monoterpenes
Jet-A ASTM 775-840 38 40 28 N.D.
Jet-A 811 43 47 434192 ND.
0 % AMJ-400"/Jet-A 820.4 3 st 43,0534 NI
S0 % AMJ-400"Jet-A §34.9 4 $6.5 129881 ND.
00 % AMI-400™ ( 2 860.3 43 <70 42,8011 ND.
3 N.D. N.D. S
ene (limonane)
N.D. S8 ND ND. 8
N.D. 639 ND. N.D. 4“9
N.D. 61.7 N.D. N.D. 43
N.D. 0 N.D N.D 447
850 60-80 N.D. N.D, 10-55 16}
KX 100-170 ND ND. I8-65
820 111 N.D. ND. 419
Pa with ponhydrogenated amorphadicae
.D, termined
08 { pinane
Bypass
Free moving
pistons ., High pressure valve
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Figure 13 — Représentation schématique du systéme d’étude des propriétés de combustion et
d’émission des terpénes en vue de leur utilisation comme carburants

Tiré de (Hellier et al., 2013)

Les terpenes sont donc une famille de molécules trés diversifiée présentant de
multiples applications. Puisqu’ils sont synthétises par la voie du MEP de fagon commune a
celle des dérivés terpeniques essentielles a la croissance des cyanobactéries (bactoprénol,
caroténoides...), la synthese de terpénes (par I’introduction d’un gene codant pour une
terpéne synthase) peut provoquer des stress en perturbant cette voie metabolique ou en
modifiant la physiologie des cyanobactéries. En conséquence, je présenterai dans la partie
suivante les cyanobactéries, leur métabolisme et les stress auxquelles elles sont confrontées.
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CHAPITRE Il —LES CYANOBACTERIES

I. Les cyanobactéries : des origines de la vie aux biotechnologies

Les cyanobactéries sont les seuls organismes procaryotes capables d'effectuer la
photosynthése oxygénique. Elles utilisent I'énergie solaire pour hydrolyser des molécules
d'eau, produisant ainsi de l'oxygéne indispensable a la respiration des organismes dits
« aérobiques », de 1'énergic sous forme d’ATP et du pouvoir réducteur sous forme de
NAD(P)H, leur permettant d’assimiler des minéraux (NOgs, POy, SOy, etc.) et du carbone a
partir du CO, atmosphérique nécessaires a leur croissance. Cette partie a pour but de montrer
que les cyanobactéries, du fait de leur capacité métabolique a réaliser la photosynthese
oxygeénique et de leur incroyable diversité morphologique et physiologique, ont eu et ont,
encore aujourd’hui, un impact écologique globale sur la biosphére ; qu’elles ont joué un role
important dans 1’¢lucidation des mécanismes biochimiques relatifs a la photosynthese et
qu’elles sont des outils et des modéles prisés par les biotechnologies modernes.

1) Les cyanobactéries sont a l’origine de I’atmosphére oxygénique
a. Les cyanobactéries sont a l’origine de [’atmosphére oxygénique

Les cyanobactéries sont apparues il y a environ 3 milliards d’années (Awramik, 1992). Du
fait de leur capacité a réaliser la photosynthése oxygeénique, elles ont eu un impact
considérable sur la biosphere dont les principaux effets ont été :

- un enrichissement de I’atmosphére terrestre en oxygene tout au long du précambrien

(& partir de — 3,3 milliards d’années) (Des Marais, 1991),

- une diminution du taux de CO, atmosphérique, provoquant une nouvelle chute de la
température terrestre moyenne dont les effets ont fortement impacté la biosphere
existante

- et une augmentation massive de la biomasse planétaire issue de la capacité des
cyanobactéries a fixer le CO2 pour synthétiser des molécules organiques disponibles
pour le reste du vivant.

La photosynthese est un processus biochimique vraisemblablement apparu chez les
bactéries aprés la divergence entre les 2 domaines procaryotes du vivant décrits par Woese
(Woese and Fox, 1977), puisqu’aucune archée photosynthétique n’a été aujourd’hui
identifié (Xiong et al., 2000). Ainsi, les bactéries pourpres qui réalisent la photosynthése
anoxygénique sont aujourd’hui décrites comme ancétre commun des lignées
photosynthétiques actuelles et la photosynthése anoxygénique aurait alors précédé la
photosynthése oxygénique (Battistuzzi et al., 2004)(Johnson et al., 2013), pour laquelle seule
les cyanobactéries en sont doues et possédent a ce titre un appareil photosynthétique unique
(Xiong et al., 2000). Dans un tel scénario évolutif, des duplications de genes ont contribué a
I’émergence d’un second photosystéme (Drews, 2011) et a I’apparition de la réaction
d’oxydation de 2 molécules d’eau en dioxygeéne (Cardona et al., 2015), par évolution des
composants auxiliaires du photosysteme Il (antennes photosynthétiques et cluster manganese
(Johnson et al., 2013)).
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b. Impact sur les cycles biogéochimiques globaux d’hier a aujourd hui

Les premicres cyanobactéries n’ont pas été datées précisément mais les nombreux fossiles
montrent leur expansion sur la surface de la Terre. Grace a leur photosynthése, les
cyanobactéries ont assimilé le CO, atmosphérique en le mobilisant sous forme de carbonate
de calcium (CaCO3) (Jansson and Northen, 2010). Leur métabolisme photosynthétique a donc
grandement influencé le cycle biogéochimique du carbone comme le témoigne les
stromatolithes composés de roches calcaires comme étant les plus anciennes traces de vies
identifiées (Nutman et al., 2016).
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Figure 14 — Frise chronologique de I’apparition des cyanobactéries et leurs impacts sur
I’évolution du vivant

En parallele d’une forte consommation de CO,, la production de dioxygéne O, a
également fortement augmenté modifiant ainsi certains parametres geéochimiques
(précipitation de métaux). Ces divers marqueurs coincident avec les analyses phylogénétiques
(De Marais, 2000)datant I’émergence des cyanobactéries entre -3 et -2,5 milliards d’années.
La forte production de dioxygene a modifié globalement les sphéres biologiques et
géologiques en passant de milieux riches en especes réduites a des biotopes fortement
oxydants : c’est la grande oxydation (Great Oxygenation Event : GOE). En conséquence, cela
a considérablement modifié la vie sur Terre, en cantonnant les organismes anaérobies a des
niches écologiques dépourvus d’oxygene et en entrainant une radiation évolutive importante.
Parmi ces évolutions, on note 1’apparition de la compartimentation cellulaire : avec genése du
noyau (environ — 1,8 milliards d’années ; apparition des eucaryotes) et spécialisation
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d’organites intracellulaires par endosymbiose. En ce qui concerne les cyanobactéries, ces
radiations évolutives ont eu pour effet I’émergence de formes pluricellulaires différenciées
qui définissent aujourd’hui les 5 sections des cyanobactéries.

De nos jours, elles assurent environ 30 a 40 % de la production d’O,, de I'assimilation du
COqet du N, par les océans (Partensky et al., 1999)(Hoehler et al., 2001)(Grizeau et al., 2016).
Les cyanobactéries convertissent 1’énergie lumineuse en biomasse hautement énergétique
avec un rendement et une efficacité supérieure aux plantes (3-9 % pour les cyanobactéries
conte 0,25 a 3 % pour les plantes) (Ducat et al., 2011). Elles produisent ainsi une grande
partie de la biomasse du phytoplancton et constituent le premier maillon de la chaine
alimentaire et I'une des premicres barri¢res d’entrée des toxiques dans cette chaine.

2) Le chloroplaste dérive des cyanobactéries

Les cyanobactéries présentent un appareil photosynthétique tres semblable a celui des
chloroplastes des plantes (I'organite ou s'effectue la photosynthése). Une cyanobactérie serait
d’ailleurs a ’origine de ces chloroplastes, aprés endosymbiose (coopération mutuellement
bénéfique entre 2 organismes vivants, ou 1’un est contenu par 1’autre) avec un héte eucaryote
(Gray, 1993).

L’optimisation de cette symbiose a provoqué la perte du matériel génétique inutile ou
redondant avec 1’hote (Martin et al., 1998). Le génome du chloroplaste ne code actuellement
que pour 50 a 200 protéines, contre plusieurs milliers pour les cyanobactéries. Comme 18%
du génome nucléaire de la plante Arabidopsis provient de cyanobactéries (Leister and
Schneider, 2003), il semble qu’au moins une partie du matériel génétique perdu ait été
transféré dans le génome nucléaire de la plante. Les protéines correspondantes ont d’ailleurs
souvent acquis un domaine supplémentaire en particulier une séquence d’adressage
chloroplastique (Weisbeek et al., 1989).

3) Ladiversité des cyanobactéries explique leur présence ubiquitaire
a. Diversité morphologique et ultrastructures des cyanobactéries
i.  Diversité morphologique

La diversité des cyanobactéries s’observe aisément sur le plan morphologique tel que
symbolisé par la Figure 15. La taille des cellules cyanobactériennes varie d'environ 0,5um
jusqu’a 40 um de diameétre comme chez Oscillatoria princeps. Elles peuvent exister sous
différentes formes (Cassier-Chauvat and Chauvat, 2014a): unicellulaires sphériques
(Synechocystis sp. PCC6803) ou cylindriques (Synechococcus sp. PCC7942), se divisant par
scission Dbinaire ou par scission multiples (Dermocarpa, Xenococcus, de I’ordre des
Pleurocapsales).

D’autres cyanobactéries sont pluricellulaires organisées en filaments linéaires pouvant
présenter des cellules différenciees et spécialisées telles les hormogonies, les akinétes
(résistances aux stress et dissémination de ces cyanobactéries), ou encore les hétérocystes
(fixation de l'azote atmosphérique, notamment chez les Nostocales (Anabaena sp., Nostoc
PCC7120)). On observe également des formes pluricellulaires en filament linéaire dépourvues
de cellules spécialisées (Spirulina sp.) et des formes en filament ramifié (Fischerella
sp.)(Rippka et al., 1979). Ces critéres morphologiques sont d’ailleurs a la base de la
taxonomie et de la classification.

37



Morphologie
des
cyanobactéries

I Unicellulaire !I Pluricellulaire

Avec Sans
Sphérique Cylindrique différenciation différenciation
cellulaire cellulaire

Spirulinaplatensis  Oscillatoria princeps

§ Filament %2’ .
2 linéaire non "6\ (\A o
;v ramifié P

i Synechococcus Anabeana sp. ]
sp. PCC 7942 Filament

Synechocystis sp.
PCC 6803

linéaire ramifié

Fischerellamuscicola Fischerellathermalis
PCC 7414 PCC 7521

&

Prochlorococcus Thermoynechoco Nostoc sp.
marinus i ccus elongatus |

Figure 15 — Diversité morphologique des cyanobactéries
Photographies en microscopie photonique ou électronique de différentes cyanobactéries

Ultrastructure des cyanobactéries

Les cyanobactéries présentent une ultrastructure proche des autres bactéries mais
possedent quelques particularités morphologiques et biochimiques, expliquant leur capacité a
coloniser divers milieux dont des milieux extrémes.

L’enveloppe de type GRAM négatif est souvent plus épaisse que chez d’autres bactéries
(de 1 a 10 nm) avec une couche de peptidoglycane particulierement importante. Elle est
parfois protégée par une gaine mucilagineuse constituée de microfibriles. Celles-ci sont
souvent associées a des pilis qui peuvent atteindre 1 um de long et assurent une migration des
cellules par glissement en réponse a une variation de 1’environnement. Les cyanobactéries ont
un phototropisme (Bhaya, 2004)et certaines sont douées de tactisme hydrique (F. Garcia-
Pichel and Pringault, 2001).

Le cytoplasme est semblable aux autres bactéries. Le matériel génétique est contenu dans
une région appelée nucléoide au centre la cellule. A ’exception de Gloeobacter violaceus,
dont 1’appareil photosynthétique se situe dans la membrane plasmique, les cyanobactéries
possédent des membranes photosynthétiques spécialisées intracellulaires appelées
thylakoides. Le plus souvent en disposition parietale concentrique chez les cyanobactéries de
formes cylindriques ou sphériques, ils s’organisent plus rarement en disposition radiale. Les
thylakoides sont constitués de 2 membranes de 7 nm d’épaisseur renfermant 1’espace intra-
thylakoidien. Le cytoplasme renferme de nombreuses inclusions servant de réserves de
nutriments et d’énergie. On retrouve des grains de polyglucoside situés pres des thylakoides
(réserve de carbone), d’un polypeptide composé de L-Arg et L-Asp fabriqués sans ribosome,
la cyanophycine (réserve d’azote), de volutine (réserve de phosphate) et des globules
lipidiques. Un dernier type d’inclusion et pas des moindres, le carboxysome, est observé chez
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les cyanobactéries et n’a pas de role de réserve mais un role metabolique. Le carboxysome est
nécessaire a la fixation du carbone.

Certaines espéces planctoniques possédent des veésicules a gaz, de petits cylindres
protéiques contenant de 1’air. Elles leur permettent de se positionner de manicre optimale dans
la colonne d’eau qu’elles occupent. Enfin, certaines cyanobactéries présentent des cellules
différencic¢es et spécialisées. L’exemple principal est les hétérocystes, des cellules a paroi
épaisse ou si¢ge la fixation de 1’azote atmosphérique. Toutes les bactéries ne sont pas douées
de différenciation cellulaire. C’est le cas de Synechocystis sp. PCC 6803, qui fait 1’objet de ce
travail, qui ne peut assimiler que I’azote combiné (nitrate, ammonium OU Urée) Comme Source
d’azote. Ce dernier point met en perspective le fait que la diversité des ultrastructures et des
morphologies des cyanobactéries est étroitement liée a leur capacité métabolique et donc a la
colonisation de nombreux milieux.

b. Diversité métabolique et physiologique

Les cyanobactéries présentent une diversité métabolique, qui est en partie responsable de
leur présence ubiquitaire sur la planéte. Elles peuvent assimiler le carbone et/ou 1’azote a
partir de diverses sources (C : dioxyde de carbone, glucose, acétate, glycérol ; N : diazote,
ammonium, nitrate, urée, arginine, glutamine)(Bryant, 2006). Les cyanobactéries présentent
une faculté d’adaptation remarquable. Elles ont ainsi pu coloniser de hombreux biotopes sur
terre comme le symbolise la figure ci-dessous. Elles montrent égalemen