N
N

N

HAL

open science

Caractérisation structurale d’une méga-enzyme

bactérienne participant a la biosynthese du carcinogene

colibactine

Sarah Bonhomme

» To cite this version:

Sarah Bonhomme. Caractérisation structurale d’une méga-enzyme bactérienne participant a la biosyn-
these du carcinogene colibactine. Biologie structurale [g-bio.BM]. Université Grenoble Alpes [2020-..],

2022. Francais. NNT': 2022GRALV050 . tel-03853505

HAL Id: tel-03853505
https://theses.hal.science/tel-03853505

Submitted on 15 Nov 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03853505
https://hal.archives-ouvertes.fr

UGA

Université

THESE Grenoble Alpes

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE GRENOBLE ALPES

Spécialité : Biologie Structurale et Nanobiologie
Arrété ministériel : 25 mai 2016

Présentée par

Sarah BONHOMME

These dirigée par Andréa DESSEN
et co-encadrée par Pauline MACHEBOEUF, CNRS

préparée au sein du Laboratoire Institut de Biologie Structurale
dans I'Ecole Doctorale Chimie et Sciences du Vivant

Caractérisation structurale d'une méga-enzyme
bactérienne participant a la biosynthése du
carcinogene colibactine

Structural characterization of a bacterial
megaenzyme involved in the biosynthesis of the
colibactin carcinogen

Thése soutenue publiqguement le 12 juillet 2022,
devant le jury composeé de :

Madame Andréa DESSEN

DIRECTRICE DE RECHERCHE, CNRS délégation Alpes, Directrice de
thése

Madame Kira WEISSMAN

PROFESSEUR DES UNIVERSITES, Université de Lorraine, Rapporteure
Monsieur Richard BONNET

PROFESSEUR DES UNIVERSITES - PRATICIEN HOSPITALIER,
Université Clermont Auvergne, Rapporteur

Monsieur Patrice GOUET

PROFESSEUR DES UNIVERSITES, Université Lyon 1 - Claude Bernard,
Examinateur

Monsieur Guy SCHOEHN

DIRECTEUR DE RECHERCHE, CNRS délégation Alpes, Examinateur
Monsieur Winfried WEISSENHORN

PROFESSEUR DES UNIVERSITES, Université Grenoble Alpes,
Président






Remerciements

J'aimerais tout d’abord remercier I'Ecole Normale Supérieure de Lyon pour m’avoir accordé
une bourse de these.

Je tiens ensuite a remercier Andréa, pour m’avoir acceptée dans son équipe et m’avoir donné
la chance de travailler sur un sujet passionnant. Merci également pour ton enthousiasme a
tout épreuve.

Merci évidemment a Pauline, pour m’avoir accompagnée tout au long de ma thése, depuis ma
formation a la paillasse, la mise en place des expériences et I'aide a I'écriture. En plus de tes
talents de formatrice, merci aussi de m’avoir fait profiter de tes talents de cristallographe en
m’aidant a pécher de (trés trés) nombreux cristaux et en résolvant la structure de la PKS. Merci
aussi d’avoir partagé ton bureau, que j'ai largement envahi.

Je remercie sincéerement Madame Kira Weissman et Monsieur Richard Bonnet de me faire
I’honneur d’étre rapporteurs de ma these.

Je remercie également les autres membres du jury, Patrice Gouet, Guy Schoehn et Winfried
Weissenhorn d’avoir accepté d’évaluer mon travail.

Jaimerais remercier les membres de mon comité de suivi de thése, Mickaél Cherrier, Patrice
Gouet et Cécile Morlot, pour leurs conseils et nos discussions, qui m’ont remotivée.

Merci a tous ceux qui ont participé aux expériences sur ClbK :

Merci a Caroline Mas de m’avoir formée patiemment aux techniques de biophysique.

Je remercie Luca Signor pour les expériences de spectrométrie de masse.

Je tiens a remercier Guy Schoehn et la plate-forme de microscopie pour les observations de
ClbK. Merci aussi a Alexandre Dos Santos et Mayara Miyachiro pour les nombreuses sessions
de coloration négative.

Merci a Sylvain Engilberge pour son aide dans la génération des modeles Alphafold. Merci
aussi a Eric Girard pour sa collaboration sur les cristallophores.

Merci a Petra Pernot et Mark Tully pour leur aide a la collecte des données SAXS. J'aimerais
aussi remercier chaleureusement Frank Gabel, pour ses conseils sur I'analyse des données
SAXS.

Un grand merci a tous les membres, passés et présents, de I’équipe PATBAC, pour leur accueil
chaleureux et les bons moments passés ensemble. Merci a Carlos pour tes conseils qui m’ont
bien souvent aidée, au laboratoire et en dehors. Merci a Alex, pour ton aide au laboratoire et
les moments de détente nécessaires aux pauses café. Merci aussi a Kévin, pour ta bonne
humeur infaillible. Merci a Mayara pour ta gentillesse et ta générosité.

Merci a Jérodme, Mickaél et Jean-Marie de m’avoir intégrée dans votre équipe pédagogique et
de m’avoir donné I'opportunité d’enseigner a I'Université.

Merci a ma famille, qui m’a soutenue pendant que je travaillais sur « mes petites bétes ».
Merci a mes parents, a qui je dois mon go(t pour I'étude du vivant. Merci aussi a mes sceurs,
pour les moments de détente et de repos partagés ensemble, bien nécessaires.

Merci a Maxime, pour ton oreille attentive et ton soutien au quotidien.






Table des matieres

Table des matiéres 5
Abréviations 9
Introduction 15
Préambule 17
I.  Activités biologiques des souches pks+ d’Escherichia coli du microbiote intestinal 19
I.1. Le microbiote intestinal et son réle 19
I.2. Diversité des souches d’Escherichia coli 19
I.3. Génotoxicité des souches pks+ d’E. coli 20
I.4. Implication des souches pks+ d’E. coli dans le cancer colorectal 23
I.5. Implication des souches pks+ d’E. coli dans d’autres types de cancers 28
1.6. Autres effets des souches pks+ d’E. coli 29
Il. Labiosynthése de la colibactine par I'llot génomique pks 31
I1.1. Distribution et acquisition de I'llot pks chez les bactéries 31
11.2. Organisation et régulation de I'llot pks 32
I1.3. Elucidation de la structure de la molécule génotoxique, la colibactine 33
I1.4. Production de la colibactine par I'llot pks 35

lll. La biosynthése des peptides non ribosomaux et des polycétides par des machineries
enzymatiques multi-domaines 39
IIl.1. Importance des métabolites secondaires synthétisés par les NRPS/PKS 39
I1.2. Les NRPS/PKS partagent une organisation commune 41
IIl.3. Le domaine « carrier protein » 42
IV. Structures et fonctions des méga-enzymes NRPS 44
IV.1. Les domaines enzymatiques des NRPS 44
IV.2. Les structures des assemblages NRPS monomériques 49
IV.3. Les structures des assemblages NRPS dimériques 50
V. Structures et fonctions des méga-enzymes PKS 52
V.1. Les domaines enzymatiques des PKS 52
V.2. Les structures des assemblages PKS de type cis-AT 55
V.3. Les structures des assemblages PKS de type trans-AT 62




VI. Les hybrides NRPS/PKS 67

VI.1. Classification des hybrides 67
VI.2. Interfaces NRPS/PKS 68
VI.3. Interfaces PKS/NRPS 69
VI.4. Etat oligomérique des protéines hybrides de type fusionné 69
Choix du modéle d’étude et objectifs 71
Mateériels et méthodes 77
I Matériel biologique 79
I.1. Vecteurs d’expression 79
I.2. Souches bactériennes 79
1.3. Milieux de culture 80

Il. Bio-informatique 81
I1.1. Logiciels utilisés pour I'alignement de séquences et |I'analyse des structures 81
I1.2. Analyse de la séquence de ClbK 81
I1.3. Génération de modeles par le logiciel Alphafold2 82
lll. Biologie moléculaire 84
Il.1. Clonage de ClbK et de ses fragments 84
I1l.2. Mutagénese dirigée 86
IV. Expression et purification de CIbK et de ses fragments 88
IV.1. Tests d’expression, de solubilité et d’attache a la résine d’affinité 88
IV.2. Expression et lyse des cultures de ClbK 89
IV.3. Purification de ClIbK 90
IV.4. Préparation de ClbK pour la microscopie électronique 91
IV.5. Expression et lyse des cultures de fragments de ClbK 92
IV.6. Expression de la forme sélénométhionée de la protéine CIbK-PKS 92
IV.7. Purification de CIbK-PKS 93
IV.8. Purification de CIbK-PKS-Cy et ClbK-PKS-Acore 93

V. Caractérisation biochimique et biophysique de CIbK et de ses fragments 95
V.1. Caractérisation par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes 95

V.2. Caractérisation par diffusion de lumiére laser multi-angles couplée a une chromatographie

d’exclusion de taille (SEC-MALLS) 95
V.3. Caractérisation par photométrie de masse 97
VI. Caractérisation de I'activité enzymologique du domaine d’adénylation de ClbK 99
VII. Introduction a la diffusion des rayons X en vue d’études structurales 101

6



VIII.  Caractérisation structurale par cristallographie aux rayons X

IX.

VIII.1. Tests de stabilité de la protéine dans différents tampons par essai Thermofluor

VIII.2. Cristallogenese

103
103
104

VIII.3. Congélation des cristaux et enregistrement des données de diffraction

105

VIII.4. Traitement des données de diffraction

105

VIII.5. Phasage et affinement de la structure

106

Caractérisation structurale par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

IX.1. Dispositif expérimental et acquisition des données

107
107

IX.2. Soustraction du signal de diffusion du tampon

107

IX.3. Analyse de Guinier

108

IX.4. Fonction de distribution des distances

109

IX.5. Graphique de Kratky

110

IX.6. Modélisation ab initio

110

Caractérisation structurale par microscopie électronique a transmission

X.1. Principe de la méthode

113
113

X.2. Coloration négative

114

X.3. Cryo-microscopie électronique

115

Résultats

Etudes biochimiques et structurales de CIbK entiére

I.1. Objectifs de I’étude de ClbK entiére

117

119

119

I.2. Mise en place d’un protocole d’expression et de purification de ClbK

119

I.3. Détermination de I’état oligomérique de ClbK

123

I.4. Détermination de la préférence de substrat du domaine d’adénylation de ClbK

124

I.5. Eléments suggérant la présence d’un cofacteur FMN associé a ClbK

127

1.6. Essais de cristallisation de ClbK

128

I.7. Analyse structurale de ClbK en solution par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

1.8. Observation de ClbK en microscopie électronique

131

137

1.9. Bilan de I'étude de ClbK entiere et perspectives

142

1.10. Choix d’une stratégie de « dissection-reconstruction » de ClbK

143

Etudes biochimiques et structurales de CIbK-PKS

I1.1. Objectifs de I'étude de ClIbK-PKS

145
145

I1.2. Purification de CIbK-PKS

145

I1.3. Détermination de I'état de modification post-traductionnelle de CIbK-PKS

146

I1.4. Détermination de I’état oligomérique de CIbK-PKS

147

I1.5. Cristallisation de ClbK-PKS

147

11.6. Résolution de la structure de CIbK-PKS*

151




II.7. Analyse de la structure cristallographique de CIbK-PKS*

153

lll. Etudes biochimiques et structurales d’autres fragments de ClbK

IIl.1. Objectifs de I’étude d’autres fragments de ClbK

174
174

II.2. Purification des fragments ClbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et ClbK-PKS-Acore

175

I11.3. Détermination de I'état oligomérique des fragments ClbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et CIbK-PKS-Acore_ 176

IIl.4. Tentatives d’analyse structurale de ClbK-PKS-Cy 177

II1.5. Bilan de I’études des fragments CIbK-PKS-LK, ClbK-PKS-Cy et CIbK-PKS-Acore €t perspectives 178
Discussion et perspectives 181
Résumé des informations acquises sur ClbK 183
Modeéle possible de I’architecture de ClbK 184
Hypotheéses sur I'interaction de ClbK avec ses partenaires enzymatiques 186
Interaction avec I'enzyme CIbG 186
Interactions avec les autres méga-enzymes Clb 188
Intérét des travaux pour 'ingénierie des NRPS/PKS 190
Références 193
Annexe 1 213
Annexe 2 : publication 1 219




Abréviations



10

Abréviations
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Les termes entre guillemets sont en anglais.

A (domaine)

o

A

Acore (sous-domaine)

Asub (sous-domaine)

ACP (domaine)
ADN

AMP

AT (domaine)

AT* (domaine)

AT (sous-domaine)

AT; (sous-domaine)

ATM

ATP

AU

AVS

BAC

BS3

C (domaine)
CCR
ClbK-A-Ox-A
ClbK-NRPScourt
CIbK-NRPSjong
ClbK-PKS
ClbK-PKS*
ClbK-PKS-Acore
ClbK-PKS-Asub
CIbK-PKS-Cy
ClbK-PKS-LK
ClbK-SER

CoA

domaine d’adénylation

angstrom

grand sous-domaine A

petit sous-domaine A

domaine « acyl carrier protein »

acide désoxyribonucléique

adénosine monophosphate

domaine acyltransférase

domaine acyltransférase non fonctionnel

grand sous-domaine AT

petit sous-domaine AT

« ataxia telangiectasia mutated »

adénosine triphosphate

unité d’absorbance

adénosine vinyl-sulfonamide

chromosome artificiel bactérien

bis(sulfosuccinimidyl) subérate

domaine de condensation

cancer colorectal

protéine contenant les résidus 1268 a 2023 de ClbK entiere
protéine contenant les résidus 812 a 2115 de ClbK entiére
protéine contenant les résidus 812 a 2154 de ClbK entiere
protéine contenant les résidus 1 a 787 de ClbK entiére
protéine CIbK-PKS apreés clivage de I'étiquette poly-histidines
protéine contenant les résidus 1 a 1659 de ClbK entiére
protéine contenant les résidus 1 a 2023 de ClbK entiere
protéine contenant les résidus 1 a 1241 de ClbK entiére
protéine contenant les résidus 1 a 812 de ClbK entiére
forme de ClbK contenant les mutations K1718A, E1719A, E1721A

coenzyme A
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Cy (domaine)
DEBS
DMSO
Dmax
DOsao
DTT
EDTA
EGS
ESRF
ExPEC
FAS
Fab
FMN
GA
GST
Hepes
HTX
IPTG
ISBG
KS (domaine)
LB

LD
linker
LINKS
LS
MES
MesG
MMT
NacCl
NRPS

domaine de cyclisation

« 6-deoxyerythronolide B synthase »
diméthylsulfoxyde
dimension maximale

densité optique mesurée a 600 nm

dithiothréitol

acide éthylene diamine tétraacétique
éthyléne glycol bis(sulfosuccinimidyl succinate)
« European Synchrotron Radiation Facility »

Escherichia coli pathogéne extra-intestinal

Abréviations

synthase d’acides gras, de |'anglais « fatty acid synthase »

« fragment antigen binding »
flavine mononucléotide
glutaraldéhyde

glutathion-S-transférase

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

« High Throughput Crystallization »

isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

« Integrated Structural Biology Grenoble »
domaine cétosynthase, de I'anglais « ketosynthase »
« lysogeny broth »

domaine de liaison, de I'anglais « linker domain »
peptide reliant deux domaines repliés

« laterally-interacting ketosynthase sequence »
lumiére diffusée, de I'anglais « light scattering »
acide 2-éthanosulfonique
7-méthyl-6-thioguanosine

acide malique, MES, Tris

chlorure de sodium

synthétase de peptide non ribosomaux, de I’anglais « non-ribosomal

peptide synthetase »
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Ox (domaine)
PAL

PCP (domaine)
PCR

PDB

PEG

pks

PKS

pLDDT
PPant (bras)
PP;

PPTase

Rg

RMSD

rpm

SAXS

SDS
SEC-MALLS

SER

SST

TB

TEV (protéase)
Tm

Tris

u.a.

uv

Abréviations

domaine oxydase
« post-AT linker »
domaine « peptidyl carrier protein »

réaction en chaine par polymérase

banque de données des structures protéiques, de I'anglais « protein

data bank »

polyéthylene glycol

flot génomique « polyketide synthase »
synthase de polycétide, de I’'anglais « polyketide synthase »
« predicted local-distance difference test »
bras phosphopantéthéine

pyrophosphate inorganique
phosphopanthétéinyl-transférase

rayon de giration

déviation de la racine de la moyenne des carrés
rotation par minute

diffusion des rayons X aux petits angles
dodécylsulfate de sodium

diffusion de Ilumiére laser multi-angles couplée
chromatographie d’exclusion de taille
réduction de I'entropie de surface

sodium silico tungstate

« terrific broth »

« tobacco etch virus »

« melting temperature »
2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol
unité arbitraire

ultraviolet
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Introduction

Préambule

Escherichia coli est une bactérie commensale de notre intestin mais aussi un
pathogéne humain majeur (Kaper et al., 2004). La nature de l'interaction entre E. coli et son
hote repose notamment sur I'utilisation de facteurs de virulence. L'un d’eux est la colibactine,
une génotoxine produite par I'llot génomique « polyketide synthase » (pks) (Wernke et al.,
2020). Les souches pks+ d’E. coli ont été décrites pour la premiere fois en 2006 (Nougayréde
etal., 2006) et les preuves de leur génotoxicité et de leur implication dans le cancer colorectal
se sont accumulées depuis (Dougherty & Jobin, 2021). L'ilot pks code 19 protéines permettant
la synthese d’'un métabolite secondaire, la colibactine. Des efforts exceptionnels ont été
fournis depuis 2006 pour élucider la structure de cette toxine et ont abouti en 2019 puisque
deux groupes indépendants ont déterminé la structure d’'un adduit entre la colibactine et
I’ADN (Xue et al., 2019 ; Jiang et al., 2019). L’introduction débutera d’abord par un état de I'art
des activités biologiques des souches pks+ d’E. coli (partie I). La détermination de la structure

de la colibactine et de sa biosynthése grace a I'llot pks seront ensuite résumées (partie Il).

Les protéines au cceur de la synthése de la colibactine sont un assemblage de
synthétases de peptides non ribosomaux (NRPS) et de synthases de polycétides (PKS). Ces
méga-enzymes synthétisent de nombreux métabolites secondaires de grand intérét médical
(Katz & Baltz, 2016). La partie lll explicitera I'importance de ces métabolites ainsi que la
logique biochimique des NRPS/PKS permettant la synthése de métabolites d’une
extraordinaire diversité (Weissman, 2015b). Les NRPS/PKS fonctionnent selon le méme
principe qu’une chaine d’assemblage: les domaines enzymatiques interviennent
successivement selon un ordre prédéfini afin de synthétiser un métabolite. Le métabolite en
construction est ainsi transporté d’'un domaine a I'autre dans la chaine d’assemblage. Dans les
NRPS/PKS de type |, les domaines sont fusionnés entre eux dans un seul polypeptide. L’étude
structurale de ces multi-enzymes, flexibles par nature, est donc délicate. Des avancées
majeures ont eu lieu ces dernieres années et les parties IV et V rendront compte des
connaissances structurales des NRPS/PKS (Weissman, 2015a ; Bonhomme et al., 2021 ; Bagde
et al., 2021 ; Cogan et al., 2021 ; Fortinez et al., 2022 ; Wang et al., 2022). Une attention
particuliére sera portée aux domaines enzymatiques constitutifs de ClbK, le modéle d’étude
de ma theése, une méga-enzyme participant a la biosynthése de la colibactine. La derniere

partie s’attachera a introduire les protéines hybrides NRPS/PKS, dont ClbK fait partie. Mon
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sujet d’étude est rattaché a deux sujets de la biologie en pleine expansion, la colibactine et les
NRPS/PKS. Les connaissances sur ces deux sujets ont considérablement augmenté entre le
début de ma these et aujourd’hui et une attention particuliere sera donnée dans

I'introduction aux avancées tres récentes sur ces deux sujets.
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|. Activités biologiques des souches pks+ d’Escherichia coli du

microbiote intestinal

[.1. Le microbiote intestinal et son role

Le microbiote désigne I'ensemble des micro-organismes associés a un individu, il est
propre a chacun. Ces micro-organismes, en majorité des bactéries, sont localisés a la surface
et al'intérieur du corps humain et I'organe le plus riche en bactéries est le gros intestin, appelé
ici cblon (Savage, 1977). On estime qu’un individu humain est composé d’au moins autant de
cellules bactériennes que de cellules humaines, de I'ordre de 10*3 cellules (Sender et al., 2016).

Ce ratio suggére un réle essentiel du microbiote dans la physiologie du corps humain.

Le développement des méthodes d’analyse génomique a permis des progres
considérables dans la caractérisation des microbiomes, notamment grace au projet
microbiote humain (Turnbaugh et al., 2007). L'implication du microbiote a pu étre démontrée
dans plusieurs pathologies telles que I'obésité (Gérard, 2016) ou les maladies chroniques
inflammatoires de lintestin (Lavelle & Sokol, 2020). Des dysbioses, c’'est-a-dire des
déséquilibres du microbiote, sont associées a ces maladies (Levy et al., 2017). La grande
complexité du microbiote intestinal entrave généralement la capacité a associer une souche
bactérienne unique a un effet spécifique sur la santé humaine. Une rare exception est la
souche d’Escherichia coli possédant I'llot génomique polyketide synthase (pks), dont les
preuves de I'implication dans la pathogenése du cancer colorectal se sont accumulées ces

dernieres années.

[.2. Diversité des souches d’Escherichia coli

Escherichia coli est une espece de bactérie en forme de bacille de la famille des
Enterobacteriaceae. C'est un organisme modele en génétique, biologie moléculaire et
microbiologie. Cette espéce versatile peut étre aussi bien commensale de I'homme que
pathogéne (Kaper et al., 2004). Plusieurs classifications rendent compte de la diversité de
cette espéce. En particulier, I'espece est divisée en groupes phylogénétiques ou phylogroupes
et la plupart des souches appartiennent aux phylogroupes A, B1, B2 et D (Escobar-Paramo et
al., 2004). Le mode de vie d’'une souche est relié a son histoire évolutive et donc a son
phylogroupe. Ainsi, les souches commensales appartiennent généralement au phylogroupe A.
Les souches pathogénes sont également divisées en différents pathotypes selon la maladie
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gu’elles génerent et la combinaison de facteurs de virulence qu’elles possédent (Kaper et al.,
2004 ; Gatsios et al., 2021). Par exemple, il existe six pathotypes d’E. coli causant des diarrhées.
Les souches pathogénes extra-intestinales d’E. coli (EXPEC) causent des infections urinaires et

des méningites et sont généralement associées au phylogroupe B2 (Russo & Johnson, 2000).

[.3. Génotoxicité des souches pks+ d’E. coli

1.3.a. Les souches pks+ d’E. coli générent des cassures double-brin de ’ADN

des cellules eucaryotes

A + DH10B +IHE3034 + IHE3034Apks +DH10B + BAC  + DH10B + BAC-pks
Seiaar Ta\N &G 24 TN
T SRR . N LW -‘,/’.’{{;."' -
-‘,',z‘é‘;-:.op ‘5‘] I ..\ -:Qi;_’._agﬁm, - 0
;ar. ;"):“._;,\ \\ - ‘n;/j ,;‘\§;¢;p 5 § ‘ S
i o ® N g
l-\‘ - - ‘4‘::;‘, ' ‘ { A '.:-i_/ ’i. ‘}‘ 4 - . ‘ .
e LT - 2 NAR T — "
B C 5h30 36h 48h
G1(2n) + DH10B
f/\ +BAC
M
point de
contréle G2/M S +DH10B ‘
G2 (4n) + BAC-pks |. ‘

2n  4n 2n  4n 2n  4n 2n  4n 2n  4n

Figure 1. U'infection transitoire de cellules Hela par des souches pks+ d’E. coli induit un phénotype de
mégalocytose et un arrét du cycle cellulaire. Adapté de Nougayrede et al., 2006. A) Des cellules HelLa ont
été infectées pendant 4 heures par des bactéries E. coli a une multiplicité d’infection de 100 puis lavées et
examinées par coloration Giemsa 72 heures apres infection. La souche DH10B est une souche de
laboratoire alors que la souche IHE3034 est une souche ExPEC possédant I'flot pks. BAC : chromosome
artificiel bactérien vide, BAC-pks : BAC contenant I'llot pks. Barre d’échelle : 50 um. B) Schéma du cycle
cellulaire. C) Des cellules Hela synchronisées en phase G1/S ont été incubées pendant 4 heures avec des
souches DH10B-BAC ou DH10B-BAC-pks et la progression du cycle cellulaire a été analysée par cytométrie
en flux plusieurs heures aprés l'infection.

L’effet génotoxique de certaines souches d’E. coli sur des cellules de mammiferes a été
démontré pour la premiére fois en 2006 par Nougayrede et al. (Nougayréde et al., 2006).
L’équipe a remarqué que certaines souches d’E. coli du phylogroupe B2, telle que la souche
ExPEC IHE3034 isolée d’un patient souffrant d’'une méningite, induisent chez des cellules de
mammiféres en co-culture un phénotype de mégalocytose, c’est-a-dire un accroissement du

volume du cytoplasme et du noyau associé a une absence de mitose (Figure 1A). Des
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mutagéneéses ont permis I'identification de I'llot génomique pks, d’une taille de 54 kilobases,
comme étant responsable du phénotype de mégalocytose. Un ilot génomique est une portion
de génome acquise par transfert horizontal et I'acquisition de I'llot pks chez E. coli sera décrite
dans la partie II.1 ci-dessous. L'llot pks a été cloné dans un chromosome bactérien artificiel
(BAC-pks) et des expériences de complémentation ont démontré que cet flot est suffisant pour
induire le phénotype de mégalocytose chez les cellules en co-culture (Figure 1A). Ce
phénotype n’est pas induit par I'incubation avec un lysat ou un surnageant de cultures de
souches pks+ d’E. coli et nécessite un contact entre la cellule eucaryote et la bactérie.
L'inhibition de linternalisation de la bactérie dans la cellule eucaryote n’abolit pas le
phénotype induit de mégalocytose. Ces résultats suggerent que les bactéries possédant I'llot
pks produisent une toxine, la colibactine, responsable du phénotype de mégalocytose observé

chez les cellules eucaryotes avec lesquelles elles ont été co-cultivées.

Le phénotype de mégalocytose rappelle I'effet des cyclomodulines, qui sont des
toxines bactériennes perturbant le cycle cellulaire des cellules eucaryotes (Nougayrede et al.,
2005). Par exemple, les cyclomodulines Cif (« cycle inhibiting factor ») et CDT (« cytolethal
distending toxin ») inhibent le cycle cellulaire. Au cours du cycle cellulaire, les cellules
eucaryotes répliquent leur ADN pendant la phase S et se divisent pendant la mitose (Figure
1B). Le passage d’une phase a I'autre est régulé par des points de controle. Des cellules Hela
contréles suivent le cycle classique et répliquent leur ADN puis se divisent en moins de 24
heures alors que des cellules Hela infectées par des souches pks+ répliquent leur ADN plus
lentement et ne se divisent plus, ce qui indique qu’elles n"ont pas passé avec succes le point

de contréle G2/M (Figure 1C). Certaines cellules entrent en apoptose.

Le passage de la phase G2 a la mitose est régulé par le point de contréle G2/M, qui est
déclenché notamment par des cassures double-brin (Figure 1B). L'analyse de I’ADN des
cellules eucaryotes par électrophorése en conditions alcalines a montré que les souches pks+
induisent des cassures double-brin dans ’ADN des cellules HelLa (Nougayréde et al., 2006).
Des analyses biochimiques ont montré que les souches pks+ d’E. coli induisent
I’autophosphorylation de la kinase ATM (de l'anglais « ataxia telangiectasia mutated »)
(Bakkenist & Kastan, 2003). La phosphorylation détectée des protéines H2AX et Chk2 indique
gue toute la voie de signalisation initiée par I'autophosphorylation d’ATM est déclenchée par

les souches pks+. La déphosphorylation de Chk2 est nécessaire au passage de la phase G2 a la
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mitose. En résumé, les bactéries pks+ induisent des cassures double-brin de I’ADN des cellules
Hela, ce qui initie la voie de signalisation ATM et in fine bloque I’entrée en mitose des cellules
Hela. L'induction de cassures double-brin et I'activation de la voie de signalisation ATM sont
confirmées in vivo sur des portions d’intestin de souris incubées avec des souches pks+ d’E.

coli (Cuevas-Ramos et al., 2010).

1.3.b. Les souches pks+ d’E. coli induisent des alkylations de I’ADN et des

ponts inter-brin

Des cassures double-brin de I’ADN peuvent étre causées par un mécanisme de
réparation de certaines lésions a I’ADN, les ponts inter-brin (de I'anglais « interstrand
crosslink ») (Deans & West, 2011). L’activation de la voie de signalisation ATM pourrait donc
étre une conséquence d’autres dommages infligés a I’ADN par les bactéries pks+ d’E. coli.
L’équipe de Nougayrede a montré que des cellules Hela co-cultivées avec des souches pks+
d’E. coli sont protégées de la génotoxicité bactérienne par 'ajout d’ADN extracellulaire de
facon dose-dépendante (Bossuet-Greif et al., 2018). L'analyse biochimique de I’ADN extra-
cellulaire a révélé que cet ADN contient des ponts inter-brin, suggérant que la colibactine
produite par les souches pks+ est responsable de la formation de ponts inter-brin sur I’ADN.
Les ponts inter-brin sont formés par alkylation de deux nucléotides localisés chacun sur un
brin. lls empéchent I'ouverture de I'ADN par |'hélicase au moment de la réplication, la
bloquant. Les E. coli pks+ induisent la voie de I'anémie de Fanconi, une voie de réparation de
I’ADN utilisée par les cellules eucaryotes en réponse a des ponts inter-brin, qui est en lien avec

d’autres voies de réparation (Bossuet-Greif et al., 2018).
1.3.c. Les souches pks+ d’E. coli générent des aberrations chromosomiques

Les souches pks+ induisent des ponts inter-brin et des cassures double-brin mais
également des dommages plus importants de I’ADN, qui pourraient provenir d’une réparation
incompléte des dommages initiaux. Des aberrations chromosomiques sont observées sur des
portions d’intestin de souris exposées aux bactéries pks+ (Cuevas-Ramos et al., 2010) et sont
également observées sur des organoides humains infectés par les souches pks+ d’E. coli
(Iftekhar et al., 2021). Les dommages a I’ADN générés par les souches pks+ d’E. coli ainsi que

leur localisation intestinale suggerent un lien entre ces souches et le cancer colorectal.
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[.4. Implication des souches pks+ d’E. coli dans le cancer colorectal

1.4.a. Le cancer colorectal

Le cOlon est la portion du tube digestif aprés I'intestin gréle. Il posséde une fonction
de récupération d’eau et de propulsion des feces vers le rectum. Le c6lon et le rectum ont une
histologie semblable. Le cancer est une maladie causée par la prolifération anarchique de
cellules qui forment in fine une masse nommée tumeur. Le cancer colorectal (CCR) est le
deuxieme cancer le plus meurtrier et 916 000 déces ont été attribués au CCR dans le monde
en 2020 (Organisation mondiale de la santé). Il peut étre guéri s’il est détecté précocement.
Seulement 5 % des CCR sont héréditaires (Kwak & Chung, 2007) et les 95 % restants sont
sporadiques, c’est-a-dire causés par une combinaison de facteurs génétiques et

environnementaux.

R PI3K
Gengs APC KRAS Cycle cellulaire/apoptose
mutés TGF-8
.»' ’.:‘ : 76#‘;,}.1?» A
%’T ;‘ -:'“v 4 -” i %&,‘.' f‘)
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Epithélium sain ‘Adénome précoce .Adénome tardif Carcinome
Age du
patient 30-50 40-60 50-70

Figure 2. Stades du cancer colorectal (CCR) et mutations génétiques associées, modeéle valable pour la
plupart des cas de CCR. Adapté de Vogelstein et al., 2013. L'age qu’ont généralement les patients lors
de la mutation des génes clés dans la carcinogenese est indiqué. APC : « adenomatous polyposis coli »,
KRAS : « kristen rat sarcoma viral oncogen homolog », PI3K : phosphoinositide 3-kinase, TGF-B : facteur
de croissance transformant B.

La transformation d’un épithélium sain en une tumeur est divisée en étapes et les
mutations génétiques clés initiant le passage d’'une étape a l'autre sont bien connues
(Vogelstein et al., 2013) (Figure 2). La plupart de ces mutations sont des substitutions d’un
seul nucléotide. La premiére mutation est généralement celle du gene suppresseur de tumeur
APC (de I'anglais « adenomatous polyposis coli ») dans une cellule épithéliale. Ce géne doit
son nom a la polypose adénomateuse familiale, une forme héréditaire du CCR causée par une
mutation du géne APC. Cette mutation participe a l'activation constitutive de la voie de
signalisation Wnt, normalement activée constitutivement uniquement dans les cellules
souches et induit donc la prolifération de la cellule mutée, générant un adénome précoce.
Une mutation d’'un deuxieme gene, tel que le géne KRAS (de I'anglais « kristen rat sarcoma
viral oncogene homolog ») augmente encore la capacité proliférative des cellules mutées. Une
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troisieme mutation dans des genes tels que P53 génere une tumeur maligne ou carcinome,

qui peut envahir d’autres parties du corps en formant des métastases.

Plusieurs facteurs de risque sont identifiés pour le cancer colorectal tels que
I"alimentation trop riche, le surpoids ou l'inflammation chronique de l'intestin. Les maladies
inflammatoires de I'intestin, comprenant la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique,
sont d’ailleurs un facteur de risque pour le CCR (Stidham & Higgins, 2018). Ces derniéres
années, les preuves du réle du microbiote intestinal dans l'initiation et le développement du
CCR se sont accumulées (Tilg et al., 2018). Des dysbioses sont associées au CCR et certaines
especes bactériennes sont particulierement retrouvées chez les patients ayant un CCR,
notamment Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis et certaines souches d’Escherichia

coli.
1.4.b. Etudes épidémiologiques

Plusieurs études épidémiologiques démontrent que les souches pks+ d’E. coli sont plus
associées a des patients ayant un CCR qu’a des patients contréles. Une premiére étude montre
que les souches pks+ d’E. coli sont retrouvées dans 55 % des biopsies de patients avec CCR et
dans seulement 19 % des patients contréles ayant des diverticules sur la surface du colon (Buc
et al., 2013). Des valeurs trés similaires sont retrouvées par étude des selles de patients avec
CCR ou patients controles (Eklof et al., 2017). Les souches pks+ sont également
significativement plus retrouvées chez les patients souffrant de maladie inflammatoire de

I'intestin et de polypose adénomateuse familiale (Dejea et al., 2018).

Ces chiffres suggerent un lien entre les souches pks+ d’E. coli et le CCR mais ne
démontrent pas une causalité. On pourrait par exemple supposer que I'environnement

tumoral confere un avantage sélectif aux souches pks+ d’E. coli.
l.4.c. Effet des souches pks+ d’E. coli sur des modeéles murins

Afin de démontrer une causalité des souches pks+ dans l'initiation ou la progression
du CCR, plusieurs expériences ont été menées sur des modeles murins. Une premiére étude a
investigué I'effet des souches pks+ d’E. coli sur un modeéle de souris mimant le contexte du
CCR (souris IL107 traitées par I"'azoxyméthane) (Arthur et al., 2012). Les souches pks+ d’E. coli
ont un effet pro-tumoral dans ce contexte pro-inflammatoire et en présence d’un

carcinogene. L'effet pro-tumoral des souches pks+ d’E. coli a également été démontré chez
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des souris Min, un autre modéle animal de CCR (Bonnet et al., 2014). Ces études démontrent

que les souches pks+ d’E. coli favorisent la progression du CCR dans les modeéles murins.

Afin de tester I'effet des souches pks+ dans un contexte non pro-tumoral, des souris
aseptisées (« germ free ») ont été infectées par des E. coli pks+ ou pks- puis I’ADN des cellules
épithéliales du cOlon de ces souris a été extrait (Wilson et al., 2019). Des adduits de I’ADN avec
la molécule de colibactine sont détectées uniquement dans les cellules des souris infectées
par les souches pks+, ce qui montre que I'effet génotoxique des souches pks+ se produit en
I’'absence de conditions pro-tumorales et suggére que les souches pks+ jouent également un

réle dans l'initiation du CCR.

1.4.d. Signature mutationnelle induite par les souches pks+ d’E. coli
Figure 3. Schéma de l'expérimentation utilisée pour la
@ détermination de la signature mutationnelle des souches

pks+ d’E. coli. Adapté de Pleguezuelos-Manzano et al.,
2020. Des souches pks+ ou pksAclbQ d’E. coli ont été micro-
injectées dans des organoides, qui ont été co-cultivés avec
ces bactéries pendant plusieurs mois. Des nouveaux
organoides dérivés d’une cellule unique issue des premiers
organoides ont été générés et le génome complet de ces
organoides a été séquencé (WGS: « whole genome
sequencing »). La comparaison de ces génomes a permis
I'identification de la signature mutationnelle des E. coli
pks+.
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Deux études publiées en 2020 ont déterminé la signature mutationnelle des souches
pks+ d’E. coli et ont identifié cette signature dans une portion des CCR, démontrant ainsi le
role des souches pks+ dans l'initiation de certains CCR (Pleguezuelos-Manzano et al., 2020 ;
Dziubanska-Kusibab et al., 2020). La premiere étude a utilisé un outil novateur, les organoides,
qui sont des structures tri-dimensionnelles mimant un organe, un intestin dérivé de cellules
épithéliales humaines dans cette étude (V. S. W. Li, 2020) (Figure 3). Des E. coli pks+ ou
délétées d’un géne essentiel a la génotoxicité, c/bQ (pksAclbQ) ont été injectées dans le lumen

de deux organoides. Apres seulement un jour d’exposition, les dommages a I’ADN décrits
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précédemment sont détectés uniquement chez les organoides exposés a la souche pks+ d’E.
coli. Des injections d’E. coli pks+ ou pksAclbQ ont alors été répétées pendant cing mois afin de
mimer une exposition a long terme par les souches bactériennes. Plusieurs organoides ont été
dérivés des organoides initiaux et leurs génomes ont été séquencés entierement. Des
mutations spécifiques sont alors identifiées uniqguement dans les organoides exposés a la

souche pks+ d’E. coli.

Deux sortes de mutations sont détectées : les substitutions d’une seule base (« single-
base substitution », SBS) et des délétions dans des séquences riches en base thymine. Les SBS
sont principalement retrouvées sur la base thymine localisée dans des motifs ATA, ATT et TTT
(la base mutée est soulignée) présentant une base adénine 3 paires de bases en aval de la
base thymine. Ces signatures mutationnelles ont été recherchées dans les séquences de
tumeurs. Un enrichissement significatif (5-10 %) est retrouvé dans les tumeurs de CCR, ainsi
gue dans certains autres types de tumeurs. Les mutations connues des génes causant le CCR
ont été analysées afin d’établir un lien entre cette signature et I'initiation du CCR. La signature
est retrouvée dans 2.4 % (112/4712) des mutations de geénes clés dans l'initiation et la
progression du CCR. 52 mutations touchent le géne APC, géne clé dans la carcinogénese du
CCR. Ces résultats, confortés par I’étude de Dziubanska-Kusibab et al., suggérent la causalité
des souches pks+ E. coli dans certains CCR (Dziubarnska-Kusibab et al., 2020). Cette signature
mutationnelle est compatible avec la structure et le mécanisme d’action de la colibactine (voir

1.3 ci-dessous).

l.4.e. Les souches pks+ d’E. coli induisent la transformation tumorale de

cellules épithéliales de célon

Des organoides ont également été utilisés pour démontrer la capacité de
transformation de cellules saines en cellules tumorales par les souches pks+ d’E. coli (Iftekhar
et al.,, 2021). Une exposition courte (quelques heures) d’organoides dérivés de cellules
épithéliales primaires de cbélon de souris par des E. coli pks+ confere a ces organoides des
caractéristiques de cellules cancéreuses du CCR. Notamment, la voie de signalisation Wnt est
constitutivement active dans ces cellules. De plus, ces cellules proliferent anormalement et
présentent des signes de dédifférenciation. Le séquencage du génome des organoides ayant
la voie Wnt activée constitutivement a également révélé plusieurs aberrations
chromosomiques, qui sont retrouvés dans une majorité des CCR sporadiques (Cancer Genome
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Atlas Network, 2012). La signature mutationnelle n’a pas été identifiée dans ces organoides,
suggérant que la signature mutationnelle et les aberrations chromosomiques résultent de

mécanismes différents.

1.4.f. Modeéle du role des souches pks+ d’E. coli sur le cancer colorectal
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Figure 4. Conséquences sur la cellule des ponts inter-brin générés par la colibactine produite par les
souches pks+ d’E. coli. Modéle proposé par Berger & Meyer, 2021. CDM : motif cible de la colibactine,
de l'anglais « colibactin damage motif », DSB : cassure double-brin, de I'anglais « double-strand
break ».

La co-culture de souches pks+ d’E. coli avec des cellules eucaryotes génére plusieurs
types de dommages a I'’ADN dans ces cellules: ponts inter-brin, cassures double-brin,
mutations et aberrations chromosomiques. Le modeéle présenté a la Figure 4 résume I'impact
des souches pks+ d’E. coli produisant la colibactine sur I’ADN des cellules eucaryotes (Berger
& Meyer, 2021). L'effet génotoxique direct de la colibactine est le pontage inter-brin de I’ADN
(Xue et al., 2019). Selon ce modele, deux cas de figure se présentent alors. Dans le premier
cas, les ponts sont suffisamment peu nombreux pour étre réparés par les mécanismes de
réparation de la cellule, ce qui génére des cassures double-brin et des mutations. La signature

mutationnelle détectée dans une faible proportion de cancers serait la marque des dommages
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dus a la colibactine imparfaitement réparés par la cellule. Dans le deuxieme cas, les ponts sont
tellement nombreux que la cellule ne peut pas tous les réparer, ce qui blogue la réplication et
entraine des aberrations chromosomiques. Ce modeéle suggere que la signature mutationnelle
présente dans 5-10 % des CCR ne serait que la partie émergée de I'iceberg et que la colibactine
produite par les souches pks+ d’E. coli pourrait jouer un réle dans une bien plus large

proportion des CCR.

On peut signaler ici que les souches pks+ d’E. coli sont acquises trés tét au cours de la
vie, par des contacts mére-enfant a la naissance ou lors de I'allaitement (Tsunematsu et al.,
2021). Une détection précoce de cette souche pourrait étre envisagée en prévention du

cancer colorectal.

[.5. Implication des souches pks+ d’E. coli dans d’autres types de cancers

La signature mutationnelle des souches pks+ d’E. coli est également retrouvée dans
des tumeurs du colon mais aussi dans une faible fraction de tumeurs de la téte et du cou, ainsi
gue des tumeurs des voies urinaires (vessie ou reins) (Pleguezuelos-Manzano et al., 2020). Ces
deux sites sont des sites d’infection par E. coli donc les souches génotoxiques pks+ d’E. coli

pourraient jouer un réle dans certains de ces cancers.

Deux études récentes ont commencé a établir un lien de causalité entre les souches
pks+ d’E. coli et un cancer autre que le CCR. Une premiére étude a d’abord montré que les
souches pks+ d’E. coli sont particulierement retrouvées chez les patients atteints d’infection
urinaire (Chagneau et al., 2021). Un modele murin d’infection urinaire a permis de démontrer
la génotoxicité d’'une souche isolée d’un patient ayant une infection urinaire sur les cellules
urothéliales. Une deuxiéme étude a suggéré une association entre les souches pks+ d’E. coli
et l'initiation du cancer de la prostate (Shrestha et al., 2021). Environ la moitié des cancers de
la prostate sont caractérisés par une fusion entre les génes TMPRSS2 et ERG conduisant a une
surexpression de I'oncogéne ERG (Tomlins et al., 2005). Les souches pks+ d’E. coli sont
détectées dans certains spécimens de prostatectomie et semblent capables d’induire des
cassures chromosomiques dans les genes TMPRSS2 et ERG, suggérant que certains cancers de

la prostate pourraient étre causés par une infection précoce par des souches pks+ d’E. coli.
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[.6. Autres effets des souches pks+ d’E. coli

L'intérét biologique de I'llot pks pour la bactérie le possédant est une question
centrale. En effet, I'induction ou la promotion de cancer chez son hote n’apporte pas de
bénéfices évidents a une bactérie, il semble donc peu probable que I'effet carcinogene soit la
seule fonction physiologique de I'llot pks. Plusieurs études suggerent I'importance des
souches possédant I'llot pks dans I'écologie du microbiote, qui est un environnement
complexe composé de nombreuses espéces microbiennes. Une premiere étude a démontré
un effet antibiotiqgue modéré des souches pks+ d’E. coli contre plusieurs souches de
Staphylococcus aureus, en particulier contre des souches multi-résistantes aux antibiotiques
(Fais et al., 2016). Le mécanisme de I'effet antibiotique n’a pas été déterminé a I'époque mais
une étude récente suggére fortement que cet effet reposerait sur I'induction du cycle lytique

de prophages intégrés dans le génome de S. aureus (Silpe et al., 2022).
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Figure 5. Le cycle lytique et le cycle lysogénique du phage lambda. D’aprés I'ouvrage de biologie
Campbell, 2012. La colibactine produite par les souches pks+ d’E. coli est un des facteurs déterminant
le passage du cycle lysogénique au cycle lytique.

Les bactériophages sont des virus infectant les bactéries (Campbell, 2012) (Figure 5).
Apreés infection, le virus peut entrer dans un cycle lysogénique, c’est-a-dire que I’ADN du
phage s’intégre dans le chromosome bactérien et devient un prophage. Le virus peut
également entrer dans un cycle lytique, c’est-a-dire détourner la machinerie bactérienne pour

synthétiser de nouveaux phages et finalement lyser la cellule h6te. Les souches pks+ d’E. coli
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induisent l'initiation du cycle lytique chez plusieurs especes de bactéries contenant des
prophages intégrés dans leur génome, en particulier chez des souches d’E. coli, de S. aureus,
de Salmonella enterica ou encore d’Enterococcus faecium. L’ajout d’ADN extracellulaire
diminue I'induction du cycle lytique du phage, aussi appelée induction du prophage, suggérant
que les dommages a I'’ADN générés par la colibactine déclenchent cette induction du
prophage. Par ailleurs, certaines bactéries possedent uniquement un géne de I'ilot pks, le gene
clbS codant la protéine de résistance a la colibactine ClbS (Bossuet-Greif et al., 2016 ; Tripathi
et al., 2017). Silpe et al. ont démontré |'effet protecteur de ClbS chez des souches pks- contre
I'induction du prophage par les souches pks+. L’effet d’induction du prophage par des souches
pks+ pourrait expliquer les changements de composition du microbiote observés chez des

souris aprées introduction d’une souche pks+ d’E. coli (Tronnet et al., 2020).

Une autre étude a montré un effet bactéricide des souches pks+ contre des souches
de Vibrio cholerae, I'entéropathogene responsable de la maladie du choléra (Chen et al.,
2022). Comme pour la génotoxicité des cellules eucaryotes et I'induction du prophage des
cellules bactériennes, un contact est nécessaire entre la bactérie pks+ et I’autre cellule. L’ effet
bactéricide repose sur les cassures double-brin dans le génome des Vibrio cholerae mais le

role des prophages n’a pas été étudié dans cette étude.

Enfin, I'llot pks confere un effet anti-inflammatoire a certaines souches le possédant,
notamment la souche d’E. coli Nissle 1917 utilisée comme probiotique (Olier et al., 2012).
Commercialisé sous le nom de Mutaflor®, ce probiotique est utilisé depuis plus d’un siecle
dans le traitement de certaines maladies intestinales dont la rectocolite hémorragique
(Schultz, 2008). Il a été démontré qu’un lipopeptide produit par I'llot pks confere a la souche
ses propriétés analgésiques (Pérez-Berezo et al., 2017). Toutefois, la souche Nissle 1917,
comme les autres souches pks+, est génotoxique in vitro et in vivo et la slireté de ce traitement
est aujourd’hui questionnée (Nougayrede et al., 2021). Il semblerait donc que, chez la souche
Nissle 1917, l'llot pks soit responsable de la biosynthése de plusieurs métabolites ayant une

variété d’actions biologiques.
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Il. La biosynthése de la colibactine par I'iflot génomique pks

[I.1. Distribution et acquisition de 'ilot pks chez les bactéries

L'llot pks a été décrit principalement chez des Entérobactéries commensales de
I’'hnomme. Il a été découvert chez E. coli mais a été reporté chez d’autres Entérobactéries telles
que Klebsiella pneumoniae, Citrobacter koseri et Enterobacter aerogenes (Putze et al., 2009).
L'organisation et l'identité génétique de I'flot pks sont tres conservées parmi ces
Entérobactéries (Figure 6). En particulier, I'llot pks du pathogéene opportuniste Klebsiella
pneumoniae présente une identité de séquence de 100 % avec celui d’E. coli, suggérant que
les souches pks+ de K. pneumoniae pourraient également jouer un réle dans le CCR (Strakova

etal., 2021).

Alphaproteobacteria csases  NRPS-PKS  PKSDHTDH NRPS  PKS  NRPS . NRPS-PKSAM EP NRps TBNSPONErS o oPEpPPT,
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Figure 6. Relations phylogénétiques entre les bactéries possédant I'llot pks et comparaison de
I'organisation génétique de I'llot chez ces bactéries. D’apres Engel et al., 2015. Les souches en bleu
(Pseudovibrio FO-BEG1), violet (Frischella perrara PEB0191) et vert (Enterobacteriaceae) possédent I'llot
pks. Les génes orthologues sont connectés entre eux par des blocs gris. Les genes sans homologues sont
représentés en blanc. AM : amidase, DH : déshydrogénase, EP : protéine d’efflux, H : hydrolase, MobB :
protéine de mobilisation B, PE : peptidase, PPT : phosphopantéthéinyl-transférase, SAM : protéine liant
la S-adénosylméthionine, T : « carrier protein », TE : thioestérase.

L'flot pks a également été décrit chez deux symbiontes bactériens n’appartenant pas
a la famille des Entérobactéries, une souche de Frischella perrara isolée d’une abeille (Engel
et al., 2015) et une souche de Pseudovibrio isolée d’un corail (Bondarev et al., 2013). Malgré
une faible identité de séquence avec I'flot pks des Entérobactéries, I'organisation génétique
de I'llot chez ces souches est globalement conservée avec celle des Entérobactéries (Figure 6).

La génotoxicité de la souche pks+ de Frischella perrara a méme été démontrée in vitro (Engel

etal., 2015).
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A l'exception de Frischella perrara, I'llot pks des autres souches est bordé par des
éléments génétiques mobiles, en particulier des genes qui codent des transposases et des
intégrases, témoignant d’une acquisition par transfert horizontal de genes (Engel et al., 2015)
(Figure 6). Chez la plupart des souches d’E. coli du phylogroupe B2, cet flot est inséré au niveau
du locus de I'’ARNt asnW (Auvray et al., 2021). Ce locus est situé a proximité de I'llot
génomique codant la biosynthése du sidérophore yersiniabactine, indiquant que I'llot pks a

suivi une trajectoire évolutive similaire a cet flot (Wami et al., 2021).

[1.2. Organisation et régulation de I'flot pks

0 10000 20000 30000 40000 50000
Phosphopantéthéinyl- Machinerie de .
transférase . biosynthese . Peptidase

Facteur de résistance

[ Activateur transcriptionnel [ ] Transporteur

Figure 7. Organisation de I'llot pks d’E. coli (54 kilobases). Adapté de Wami et al., 2021.

L'Tlot pks code 19 protéines, toutes essentielles a la génotoxicité de la souche d’E. coli
le possédant, a I'exception de la protéine de transport ClbM, pouvant probablement étre
complémentée par une autre pompe a efflux (Nougayrede et al., 2006 ; Mousa et al., 2016).
La majorité des protéines codées par I'ilot sont des enzymes qui participent directement a la
biosynthese de la colibactine (Figure 7). La peptidase ClIbP (Dubois et al., 2011 ; Cougnoux et
al., 2012) et I'hydrolase ClbS (Bossuet-Greif et al., 2016 ; Tripathi et al., 2017) sont deux
protéines permettant a la bactérie productrice de se protéger contre |'effet génotoxique de la
colibactine. ClIbQ est une thioestérase hydrolysant les intermédiaires attachés aux protéines
de biosynthese de la colibactine (Guntaka et al., 2017). Deux protéines, CIbA et CIbR, sont
codées sur le brin opposé du brin ou sont codées toutes les autres protéines Clb. CIbA est une
enzyme qui modifie post-traductionnellement certaines enzymes de biosynthése de la

colibactine et CIbR est 'activateur transcriptionnel de I'llot pks (Wallenstein et al., 2020).

Les 19 protéines codées par I'llot sont traduites a partir de sept transcrits dont quatre
polycistroniques (Homburg et al., 2007). Les protéines ClbB, ClbH et CIbQ sont codées a partir

d’ARNm monocistroniques. Les protéines codées par des ARNm polycistroniques sont ClbC a
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ClbG, Clbl a CIbN, ClIbO-ClbP et CIbA-CIbR. L'unité génétique codant CIbA et CIbR a été acquise
postérieurement au reste de I'llot génomique et apparait essentielle pour la régulation de la

biosynthese de la colibactine (Wami et al., 2021).

Un parameétre important pour la régulation de I'expression de I'llot pks est la
disponibilité en fer. En effet, I'expression de CIbA et de ClbR est diminuée dans un milieu riche
en fer (Tronnet et al., 2017 ; Wallenstein et al., 2020). Par conséquent, la production de
colibactine est réduite dans un milieu riche en fer (Tronnet et al.,, 2017). Les voies de
biosynthese de la colibactine et du sidérophore yersiniabactine sont connectées par la
phosphopantéthéinyl-transférase ClbA, capable de modifier post-traductionnellement les
enzymes de la biosynthése de la yersiniabactine dont la voie de biosynthése ne possede pas
d’enzyme équivalente (Martin et al., 2013). L’effet synergique de la colibactine et de la
yersiniabactine pourrait augmenter la virulence des souches possédant les ilots génomiques

permettant la biosynthése de ces deux métabolites.

D’autres facteurs physiologiques impactent I'expression des génes de I'ilot pks et/ou
la production de colibactine. Par exemple, la spermidine, une polyamine abondante dans les
tissus cancéreux, favorise la génotoxicité des souches pks+ (Chagneau et al.,, 2019).
L'inflammation active la transcription des genes de I'flot pks dans des souris modéles du CCR
(Arthur et al., 2014). La régulation de la biosynthese de la colibactine par de nombreux
facteurs physiologiques souligne I'importance de ce métabolite pour la bactérie le produisant

(Dougherty & Jobin, 2021).

[1.3. Elucidation de la structure de la molécule génotoxique, la colibactine

Malgré des efforts considérables, la faible production de colibactine par les souches
pks+ et son instabilité n’ont pas encore permis d’isoler la molécule de colibactine afin d’en
élucider directement sa structure (Williams et al., 2020). Plusieurs stratégies ont toutefois
permis la détermination indirecte de la structure de la colibactine. Il a rapidement été établi
gue les bactéries pks+ ne synthétisent pas directement la génotoxine mais une molécule non
toxique, la pré-colibactine contenant un motif protecteur N-myristoyl-D-asparagine
(Brotherton & Balskus, 2013). L'export de la pré-colibactine dans le périplasme par ClbM
(Mousaetal., 2016) et le clivage du motif protecteur par la peptidase ClbP (Dubois et al., 2011)

génerent la molécule de colibactine. Plusieurs molécules de pré-colibactines ont été isolées a
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partir de cultures a grande échelle de souches pks+AclbP d’E. coli mais il a ensuite été
démontré que certaines de ces molécules étaient des artefacts causés par la mutation de c/bP

(Williams et al., 2020).

Les recherches sur la structure de la colibactine ont alors reposé sur une stratégie
différente, I'isolation et I’élucidation de fragments d’ADN endommagés par la colibactine
(Williams et al., 2020). La structure d’un adduit entre la colibactine et une adénine a d’abord
été déterminée par deux groupes indépendants (Xue et al., 2018 ; Wilson et al., 2019). Peu
apres, c’est la structure du pont inter-brin généré par la colibactine entre deux adénines qui a
été caractérisée par les deux groupes (Xue et al., 2019 ; Jiang et al., 2019). Ces caractérisations
structurales ont été permises par une multitude d’expériences, notamment des marquages

isotopiques, de la spectrométrie de masse en tandem et de la synthése chimique.

Pont inter-brins (détecté)

S \ (o] (o]
SN NH\)Q\ N NH o
N 4 J 0
NH~—on © o s 0 ho

adénine adénine

Iz

Noyau de la cellule intestinale ?

oxydation et
hydrolyse

Périplasme

Cytop\asme

CIbM  CloP
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Motif protecteur Mot|f protecteur
Pré-colibactine (structure prédite)

Figure 8. Modele de la structure de la colibactine, et des dernieres étapes de sa biosynthése. Adapté de
Gatsios et al., 2021. La pré-colibactine est exportée dans le périplasme par la protéine d’export ClbM
puis le motif protecteur, en bleu, est clivé par la peptidase périplasmique ClbP, générant la génotoxine
colibactine. Le mode de transport de la colibactine depuis le périplasme jusqu’au noyau de la cellule
intestinale n’est pas connu.
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La colibactine est une molécule hétérodimérique contenant deux cycles cyclopropanes
responsables de I'alkylation des adénines de I’ADN générant les ponts inter-brin (Figure 8). La
structure de la colibactine est compatible avec sa signature mutationnelle décrite a la section
I.4.d ci-dessus (Pleguezuelos-Manzano et al., 2020 ; Dziubanska-Kusibab et al., 2020). En effet,
I"alkylation d’une adénine suivie de la réparation incorrecte par la cellule géneérerait des
mutations A>N sur un brin et donc T>N sur le brin complémentaire (Wernke et al., 2020). La
colibactine contient également deux cycles thiazoles qui sont des motifs fréquemment
retrouvés comme intercalants de I’ADN (Roy et al., 1999). Le groupement amino-cétone entre
les deux cycles thiazoles n’a jamais été identifié, suggérant qu’il est instable et qu’il est oxydé

puis hydrolysé en un groupement di-cétone (Healy et al., 2019) (Figure 8).

Une question majeure non résolue de la biosynthese de la colibactine est son transport
depuis le périplasme jusqu’au noyau de la cellule héte. La génotoxicité des souches pks+
nécessite un contact cellulaire entre la bactérie et la cellule h6te (Nougayrede et al., 2006).
L'instabilité de la colibactine pourrait expliquer la nécessité de ce contact. Un systeme de
sécrétion pourrait permettre le transport dans la cellule héte mais aucun systéeme n’a été

identifié a ce jour (Figure 8).

Bien que la structure présentée a la Figure 8 soit relativement consensuelle, d’autres
structures de colibactine ont été proposées. Notamment, la molécule colibactine-645 induit
directement des cassures double-brin par un mécanisme d’oxydation dépendent du cuivre (Z.-
R. Li et al., 2019). Cependant, la voie de biosynthese proposée pour la colibactine-645 ne fait
pas intervenir I'ensemble des protéines Clb démontrées comme nécessaires a la génotoxicité
de la colibactine (Wernke et al., 2020). La molécule de colibactine présentée a la Figure 8 est
la seule molécule décrite actuellement dont la biosyntheése fait intervenir toutes les protéines

de la machinerie de biosynthese (Figure 7).

[I.4. Production de la colibactine par I'ilot pks

La machinerie de biosynthése de la colibactine est constituée de synthétases de
peptides non ribosomaux (NRPS), de synthases de polycétides (PKS) et de protéines hybrides
NRPS/PKS. Ces méga-enzymes construisent la colibactine par addition d’acides aminés par les
NRPS et de groupements acyles par les PKS. Un module est 'unité protéique responsable de

I'ajout d’un monomeére (acide aminé ou acyle) et il se divise en plusieurs domaines. Chaque
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domaine possede une activité enzymatique, a I'exception du domaine « carrier protein », qui
attache les substrats et la colibactine en construction grace a un groupement
phosphopantéthéinyl (PPant) ajouté post-traductionnellement et les présente aux domaines
enzymatiques. Ce domaine est nommé ACP (« acyl carrier protein ») dans les modules PKS et

PCP (« peptidyl carrier protein ») dans les modules NRPS.
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Figure 9. Etapes initiales de la biosynthese de la colibactine. Les modules NRPS sont représentés en jaune et les
modules PKS sont représentés en saumon. Les modules NRPS sont composés des domaines A (adénylation), C
(condensation), Cy (cyclisation), E (épimérisation), Ox (oxydase) et PCP (« peptidyl carrier protein »). Les modules
PKS sont composés des domaines AT (acyltransférase), AT* (AT tronqué), ACP (« acyl carrier protein »), DH
(déshydratase), ER (énoylréductase), KS (cétosynthase) et KR (cétoréductase). Les substrats incorporés par chaque
module sont indiqués. AG : acide gras, CoA : coenzyme A, SAM : S-adénosylméthionine.

La premiére partie de la biosynthése de la colibactine est bien établie (Fais et al., 2018 ;
Wernke et al., 2020) (Figure 9). Elle débute par la synthése du motif protecteur N-myristoyl-
D-asparagine par la NRPS CIbN. L’hybride NRPS-PKS CIbB ajoute ensuite une alanine puis une
unité malonyle qui est entierement réduite par les domaines réducteurs de CIbB. Une unité
malonyle est ensuite incorporée par la PKS ClbC. ClbH n’utilise pas un acide aminé
protéinogéne mais incorpore le substrat S-adénosylméthionine, ensuite converti en cycle
cyclopropane par la PKS Clbl (Zha et al., 2017), qui rajoute également une unité malonyle. La

NRPS ClbJ incorpore deux acides aminés, une glycine et une cystéine. Cette derniére formera
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le premier cycle thiazole de la colibactine apres cyclisation et oxydation. Les deux derniers
modules PKS, le premier module de CIbK et ClbO, ne sont pas entierement fonctionnels. Ces
modules ne sélectionnent pas leur substrat directement mais utilisent un substrat
aminomalonyl fourni par CIbG (Brachmann et al., 2015). La construction de ce substrat fait
intervenir les enzymes ClbD, CIbE, CIbF et ClbH. Le deuxiéme module de CIbK est responsable

de la synthése du deuxiéme cycle thiazole.

Le schéma présenté a la Figure 9 fait intervenir toutes les protéines essentielles a la
génotoxicité des souches pks+ d’E. coli a I’exception de ClbL et ClIbQ, il est donc incomplet. Il
a récemment été démontré que ClbL, bien qu’appartenant a la famille enzymatique des
amidases, est capable de catalyser la formation de liaisons peptidiques entre substrats amino-
cétone et céto-thioesters (Jiang et al., 2019). ClbQ est une thioestérase (TE) de type I
hydrolysant des métabolites chargés sur les domaines « carrier protein » des NRPS/PKS
(Guntaka et al., 2017). Les deux groupes ayant élucidé la structure du pont inter-brin généré
par la colibactine ont proposé une voie de biosynthese compléete de la colibactine (J.-W. Tang

et al., 2022) (Figure 10).
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Figure 10. Modéles des dernieres étapes de la biosynthése de la pré-colibactine, proposés par les
groupes de Balskus (1) et d’Herzon et Crawford (2). D’aprés J.-W. Tang et al., 2022.

La différence principale entre ces deux modeles est le réle joué par la protéine ClbL.
Dans le modeéle proposé par le groupe de Balskus (Figure 10, (1)), CIbL catalyserait la formation

d’une liaison peptidique entre le produit décarboxylé du métabolite attaché a CIbO et le
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métabolite chargé sur Clbl (Jiang et al., 2019). Le role de la thioestérase ClbQ, essentielle a la

génotoxicité des souches pks+, n’est pas explicité dans ce modele (Nougayréde et al., 2006).

ClbQintervient a la premiere étape du modeéle proposé par Herzon et Crawford (Figure
10, (2)) en hydrolysant le métabolite chargé sur le premier module de ClbJ (Xue et al., 2019).
L’amidase ClbL catalyserait ensuite le clivage d’une liaison amide libérant un résidu glycine, ce
qui favoriserait la formation d’une liaison amide entre le métabolite ainsi généré et le

métabolite chargé sur la PKS CIbO.

Ces deux modeles de la biosynthése totale de la pré-colibactine n’ont pas été prouvés
expérimentalement. En particulier, ClbQ est une enzyme capable d’hydrolyser plusieurs
substrats (Guntaka et al., 2017) donc d’autres voies de biosynthése a partir d’autres
précurseurs sont envisageables. De plus, d’autres enzymes d’autres voies de biosynthéese
pourraient intervenir. En particulier, la biosynthése de métabolites récemment isolés fait
intervenir des enzymes de la voie de biosynthése des acides gras en plus des enzymes de I'llot

pks (Kim et al., 2021).

En résumé, I'llot pks permet la biosynthése de métabolites variés dont la génotoxine
colibactine. La construction de ce métabolite hybride peptide-polycétide est permise par les
NRPS/PKS, des méga-enzymes générant des métabolites secondaires d’une incroyable

diversité.
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I11. La biosynthese des peptides non ribosomaux et des polycétides

par des machineries enzymatiques multi-domaines

l1.1. Importance des métabolites secondaires synthétisés par les NRPS/PKS

Les peptides non ribosomaux (NRP), les polycétides (PK) et leurs hybrides (NRP/PK)
sont des métabolites secondaires qui, par opposition aux métabolites primaires, ne sont pas
dédiés a la croissance et au développement de I'organisme les produisant mais jouent
généralement un role d’adaptation dans des conditions environnementales particulieres.
Comme les autres métabolites secondaires, les NRP/PK ont majoritairement été décrits chez
des micro-organismes. Un seul exemple de métabolite NRP/PK animal est connu a ce jour, les
némamides produits par Caenorhabditis elegans, permettant la survie de I’'animal en I'absence

de nourriture (Shou et al., 2016 ; Feng et al., 2021).

Les NRP/PK sont construits a partir d’unités chimiques diverses qui sont ensuite
assemblées et modifiées chimiquement par des domaines enzymatiques dédiés. Les
métabolites finaux présentent donc une tres grande diversité chimique. Ces produits naturels
sont généralement solubles dans un milieu aqueux, capables de traverser les membranes et
relativement stables chimiquement, ce qui n’est pas toujours le cas des molécules
synthétisées par les chimistes (Gulick, 2017). Par conséquent, ces métabolites ont été et sont

encore largement exploités en médecine (Katz & Baltz, 2016) (Figure 11).

Dés la fin du XIX®™Me siécle, la capacité des moisissures a produire des molécules
antimicrobiennes a été étudiée par le médecin francais Ernest Duchesne (La pénicilline | -
Découverte d’un antibiotique, s. d.). Le premier antibiotique isolé par Alexandre Flemming en
1928, la pénicilline, est synthétisé a partir d’'un NRP. De nombreux autres antibiotiques utilisés
en médecine sont synthétisés par des NRPS/PKS, en particulier I'érythromycine synthétisée
par les protéines PKS DEBS (« 6-deoxyerythronolide B synthase ») de Saccharopolyspora
erythraea. L'immunosuppresseur rapamycine et les anticancéreux bléomycine et épothilone
sont d’autres exemples de molécules NRP/PK d’importance cruciale en médecine (Katz &

Baltz, 2016).
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intérét médical. D’aprés Katz & Baltz, 2016 et Miyanaga, Kudo, et al., 2018.

o} OH o

L’étude des NRP/PK produits par les micro-organismes présente un intérét majeur
dans la recherche de nouveaux antimicrobiens. La résistance aux antimicrobiens est un
probléme de santé public majeur (Iskandar et al., 2022). 700 000 personnes meurent chaque
année d’une infection causée par un agent pathogéne résistant aux anti-infectieux et ce
nombre pourrait s’élever a 10 millions en 2050 (Organisation mondiale de la santé). Une cause
de cette crise est I'absence de nouveaux antimicrobiens novateurs. Les facteurs de virulence
synthétisés par les NRPS/PKS sont une nouvelle cible potentielle d’antimicrobiens. Ainsi, de
nombreux pathogénes synthétisent des sidérophores afin d’acquérir le fer nécessaire au
fonctionnement de certaines de leurs enzymes (Gulick, 2017). Par exemple, le sidérophore
yersiniabactine est synthétisé entre autres par la bactérie Yersinia pestis a partir d’un flot
NRPS/PKS (Figure 11) (Miller et al., 2002). Le sidérophore pyochéline est quant a lui produit

par Pseudomonas aeruginosa a partir d’'une unité d’assemblage exclusivement NRPS (Braud
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etal., 2009). Des molécules inhibitrices de la synthése de ces sidérophores sont de potentielles
sources de nouveaux antibiotiques. La découverte ou la synthése de telles molécules nécessite

une compréhension poussée des enzymes synthétisant les NRP/PK, les NRPS/PKS.

[11.2. Les NRPS/PKS partagent une organisation commune
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Figure 12. Fonctionnement des NRPS/PKS. Adapté de Weissman, 2015b. Les domaines essentiels a la
biosynthése des NRP/PK sont représentés et le domaine catalysant la réaction chimique décrite est
entouré en noir. La premiére étape de la biosynthése des NRP/PK est la sélection du substrat par le
domaine d’adénylation (A) ou le domaine acyltransférase (AT) puis le transfert du substrat au domaine
« carrier protein » (PCP/ACP). Les substrats des NRPS sont des acides, notamment des acides aminés
(AA) alors que les substrats des PKS sont des thioesters contenant le coenzyme A (CoA). Les domaines
de condensation (C) et cétosynthase (KS) catalysent respectivement la formation d’une liaison
peptidique et d’une liaison carbone-carbone entre deux substrats. Apres plusieurs cycles d’élongation,
le métabolite final est libéré par le domaine thioestérase (TE).

La biosynthese des métabolites NRP/PK est une succession de réactions chimiques
catalysées par des domaines enzymatiques. Les structures des métabolites synthétisés par les

NRPS/PKS sont généralement bien corrélées a I’architecture des méga-enzymes les produisant
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(Hertweck, 2009). Cette regle de colinéarité n’est pas toujours valable et sera discutée dans la
section V.3. Pour rappel, un module est I'unité multi-domaines responsable de I'ajout d’un
monomere au métabolite en construction. Les domaines enzymatiques sont soit portés par
des protéines distinctes (NRPS/PKS de type Il) soit fusionnés en un seul polypeptide (NRPS/PKS
de type I). Parmi les protéines NRPS/PKS de type I, on distingue les méga-enzymes modulaires
des méga-enzymes itératives. Les modules des NRPS/PKS modulaires incorporent un seul
substrat dans le métabolite final alors que les modules de NRPS/PKS itératives incorporent
plusieurs fois le méme substrat dans le métabolite final. Seules les NRPS/PKS de type |

modulaires seront décrites ici.

Les NRPS/PKS utilisent la méme logique de biosynthése, celle retrouvée dans les
chaines d’assemblage. Cette chaine d’assemblage est constituée de plusieurs modules. La
chaine est constituée d’un module d’initiation, d’'un ou plusieurs modules d’élongation et
enfin d’'un module de terminaison. La reconnaissance entre les modules est directe lorsque
les modules sont codés par le méme polypeptide ou indirecte lorsque les modules sont codés
par différents polypeptides. Dans ce cas-la, elle est permise par des régions nommées
« docking domains », généralement localisées aux extrémités des polypeptides (Smith et al.,
2021). Un module d’élongation est composé au minimum de trois domaines : un domaine de
sélection du substrat, un domaine responsable de I’élongation et un domaine « carrier
protein » délivrant les substrats aux domaines catalytiques (Figure 12). Les réactions
catalysées par ces différents domaines seront présentées dans les sections IV.1 et V.1 ci-

dessous.

[11.3. Le domaine « carrier protein »

Chagque module NRPS/PKS posséde un domaine non catalytique dénommé « carrier
protein » (CP), responsable du transport du substrat dans la chaine d’assemblage. Ce domaine
est modifié post-traductionnellement par I'enzyme phosphopantéthéinyl-transférase
(PPTase) qui ajoute un bras phosphopantéthéine (PPant) sur une sérine conservée du
domaine ACP/PCP. Les substrats sont chargés directement sur la fonction thiol terminale du
bras PPant par formation d’une liaison thioester (Figure 13). Certaines PPTases sont capables
de modifier des domaines CP n’appartenant pas a la méme voie de biosynthése. Par exemple,
la PPTase Sfp de Bacillus subtilis, est fréqguemment utilisée pour modifier post-
traductionnellement les domaines CP et ainsi exprimer les NRPS/PKS sous leur forme holo

42



Introduction

(Tufar et al., 2014). La souche d’E. coli BL21(DE3) Bap1 a été modifiée génétiquement a partir
de la souche BL21(DE3) afin que cette derniere exprime de fagon inductible la PPTase Sfp
(Pfeifer et al., 2001).

Coenzyme A
NH, o ﬁ HO
Forme apo SN °© ° © O
OH O ,53 -
P=0o

Forme holo

Figure 13. Addition d’un bras phosphopantéthéine (PPant) sur les domaines « carrier protein » des
NRPS/PKS par les phosphopantéthéinyl-transférases (PPTases).

Les domaines CP sont des petits domaines de moins de 100 résidus et ils sont repliés
en hélices (Crosby & Crump, 2012). Les domaines CP sont constitués d’au moins quatre
hélices, les hélices | et Il étant généralement plus longues que les hélices Il et IV. La sérine
modifiée post-traductionnellement est localisée au début de I'hélice Il. Certains domaines CP,
généralement les domaines ACP des PKS de type cis-AT, possedent une hélice supplémentaire
en N-terminal nommée HO (Moretto et al.,, 2019). Le domaine CP est central dans les

NRPS/PKS car il présente les substrats a tous les autres domaines enzymatiques.
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IV.Structures et fonctions des méga-enzymes NRPS
La publication en Annexe 2 est complémentaire a cette partie.

Durant les deux parties suivantes (IV et V), une attention particuliére sera portée aux
domaines enzymatiques constitutifs de la méga-enzyme ClbK, le modele d’étude de ma these.
Notamment, deux études structurales de NRPS publiées cette année sont de grand intérét
pour I'étude de ClbK. La premiere structure d’'une enzyme oxydase isolée, BmdC, ainsi que la
structure de ce domaine en complexe avec le module 2 de BmdB (BmdBwm2, Cy-A-PCP) ont été
dévoilées cette année (Fortinez et al., 2022). En plus d’avoir la méme composition en
domaines que le module NRPS de ClbK, ce complexe BmdBm2-BmdC a la méme fonction
puisqu’il synthétise lui aussi un cycle thiazole, celui de la bacillamide D. La deuxieme étude a
capturé la dynamique de PchE, un module a cinqg domaines synthétisant un des deux cycles

thiazolines de la pyochéline (Wang et al., 2022).

[V.1. Les domaines enzymatiques des NRPS

IV.1.a. Le domaine d’adénylation

Les NRPS sont des synthétases alors que les PKS sont des synthases. Cette distinction
s’explique car les NRPS utilisent une molécule d’adénosine triphosphate (ATP) afin d’activer
leurs substrats alors que les PKS utilisent des substrats contenant une liaison riche
énergétiquement, la liaison thioester formée entre une fonction acide carboxylique et la
fonction thiol du coenzyme A. La réaction d’activation du substrat est une réaction

d’adénylation catalysée par le domaine d’adénylation (A).

Le domaine A est responsable de la sélection du substrat, de son adénylation et de son
transfert au domaine PCP (Figure 14A). Le domaine A est divisé en deux sous-domaines, Acore
(= 400 résidus), et Asub (= 100 résidus), séparés par un linker flexible (I1zoré & Cryle, 2018). Les
conformations adoptées par le domaine A a chaque étape ont été déterminées grace aux
structures du module d’initiation de la NRPS LgrA participant a la synthése de I'antibiotique
gramicidine linéaire (Reimer, Aloise, Harrison, et al., 2016) (Figure 14B). Ce module est
constitué d’'un domaine de formylation (F), d’'un domaine A et d’'un domaine PCP. Le passage
d’une conformation a l'autre est permis par la rotation du sous-domaine Asub (Gulick, 2009)

(Figure 14C).
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Figure 14. Le domaine d’adénylation (A) sélectionne un substrat, I'active et le transfére au domaine PCP.
A) Réactions catalysées par le domaine A. B) Organisation du module d’initiation de LgrA, composé d’un
domaine de formylation (F), d’'un domaine A constitué d’un grand (Acre) et d’un petit (Asp) Sous-
domaine, et d’'un domaine « peptidyl carrier protein » (PCP). C) Changements conformationnels du
module d’initiation de LgrA. La conformation ouverte permet la fixation des substrats valine et ATP ; |a
conformation fermée est compétente pour la réaction d’adénylation ; la conformation de thiolation est
adoptée pour le transfert de la valine sur le domaine PCP (Reimer, Aloise, Harrison, et al., 2016). Le
domaine PCP n’a pu étre reconstruit dans les conformations ouverte et fermée. Le fragment F-Acore
adopte la méme conformation dans chaque structure alors que le sous-domaine Agp est mobile.

Les domaines A sélectionnent des substrats tres divers tels que des acides aminés
protéinogénes ou non protéinogénes et mémes des groupes aryles. L'analyse de séquences et
de structures de domaines A sélectionnant des acides aminés protéinogenes a permis de
définir le code des domaines A, c’est-a-dire de définir les résidus conférant sa spécificité de
substrat au domaine A (Stachelhaus et al., 1999). Ce code a permis la création d’outils de
prédiction du substrat d’un domaine A a partir de sa séquence (Strieker et al., 2010). La
sélection d’acides aminés non protéinogenes par le domaine A repose également sur des
bases structurales (Kudo et al., 2019). La fixation des substrats par le sous-domaine Acore €st

permise lorsque le domaine A est en conformation ouverte (Figure 14C).

Le domaine A, comme les autres enzymes de la famille ANL (« adenylate forming
enzyme ») catalyse deux réactions, d’abord une réaction d’adénylation, puis une réaction de
thiolation (Figure 14A) (Gulick, 2009). La réaction d’adénylation est la réaction d’activation du
substrat, c’est-a-dire le transfert d’'un groupement adénosine monophosphate (AMP) sur le

substrat acidique apres hydrolyse d’'une molécule d’adénosine triphosphate (ATP). Lorsque
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les deux substrats sont fixés, le domaine Asyp, effectue une rotation de 30°, refermant ainsi le
site actif du domaine A : le domaine A adopte alors la conformation fermée compétente pour

la réaction d’adénylation (Figure 14C).

La réaction de thiolation est la réaction de transfert de I'acide aminé sur le groupement
thiol du bras PPant. La conformation de thiolation permet I'interaction productive entre les
domaines A et PCP et a été capturée dans plusieurs structures, souvent a I'aide d’analogues
non hydrolysables du produit de la réaction, généralement des molécules adénosine vinyl-
sulfonamides (AVS) (Gulick & Aldrich, 2018). Le passage de la conformation fermée a la
conformation de thiolation est permis par une rotation de 140° du sous-domaine Ay, (Reimer,

Aloise, Harrison, et al., 2016) (Figure 14C).
IV.1.b. Les domaines de condensation et de cyclisation

Le domaine de condensation (C) catalyse la formation d’une liaison peptidique entre
deux substrats attachés a deux domaines PCP. Le substrat donneur est apporté par le domaine
PCP appartenant au module en amont du domaine C et le substrat accepteur est apporté par
le domaine PCP localisé en aval du domaine C. La réaction de condensation nécessite que les
domaines PCP donneur et accepteur se fixent tous les deux sur le domaine C. Dans certains
modules, le domaine de cyclisation (Cy), également nommé domaine d’hétérocyclisation,
remplace le domaine C (Bloudoff & Schmeing, 2017). En plus de catalyser la formation de la
liaison peptidique, le domaine Cy catalyse la réaction de cyclo-déshydratation du substrat
accepteur lorsque celui-ci est une sérine, une thréonine ou une cystéine (Figure 15A). Cette
réaction génére un cycle a cinqg atomes, nommé respectivement cycle oxazoline, méthyl-

oxazoline ou thiazoline.

Les domaines C possédent un motif HHxxxD conservé alors que les domaines Cy
possedent le motif DxxxxD a la position équivalente (Bloudoff & Schmeing, 2017). Ces motifs
ne joueraient pas un role catalytique direct mais un réle structural dans le positionnement
adéquat des substrats, facilitant ainsi les réactions de condensation/cyclisation. Pour la
réaction de cyclisation catalysée par les domaines Cy, une dyade catalytique aspartate-
thréonine a été identifiée et est retrouvée dans les motifs SQTPQVxLD et PVVFTS (Bloudoff &
Schmeing, 2017). Le résidu aspartate agirait d’abord comme une base en déprotonant la

fonction thiol de la cystéine (Figure 15A). La thréonine catalytique donnerait ensuite un
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proton, permettant la formation de I'intermédiaire hydroxy-thiazolidine. La restitution du
proton par le résidu aspartate permettrait la formation du cycle thiazoline en libérant une

molécule d’eau.

A 9 PCP, PCP, PCP, PCP,
S 23 § /o ?S o 2S o}
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Figure 15. Le domaine de cyclisation (Cy) catalyse les réactions de condensation et de cyclo-
déshydratation. A) Schéma des réactions catalysées par un domaine Cy sur un substrat accepteur
cystéine, permettant la synthése d’un cycle thiazoline. D’apres Bloudoff & Schmeing, 2017. B) Structure
du domaine Cy de PchE dans la conformation de condensation (PDB : 7EN2) (Wang et al., 2022). Le
résidu Asp critique pour la cyclisation est représenté par une sphere, ainsi que les résidus sérines
modifiés des domaines PCP. Le bras PPant du domaine PCP donneur est représenté par des baguettes.

Les domaines C et Cy (= 450 résidus) appartiennent a la super-famille des domaines de
condensation (Bloudoff & Schmeing, 2017). Les structures de ces domaines excisés révelent
gu’ils adoptent un repliement pseudo-dimérique en V, chaque lobe adoptant le repliement
typique de I'enzyme chloramphénicol acyltransférase (Figure 15B). La conformation de
condensation visualisant les PCP donneurs et accepteurs fixés au domaine C/Cy a été observée
chez LgrA et chez PchE (Reimer et al., 2019 ; Wang et al., 2022). Les positions des domaines
PCP sont équivalentes dans les deux structures : les deux PCP se fixent a des sites opposés du
domaine C/Cy et dirigent leur sérine modifiée en direction du résidu aspartate catalytique

(Figure 15B).
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IV.1.c. Les domaines de modification

Une diversification importante des métabolites NRP est permise par les domaines de
modification. Ces domaines optionnels peuvent agir avant I'incorporation du substrat par le
domaine A, sur le substrat attaché au domaine PCP ou aprées la libération du NRP. Ces
domaines sont soit codés par des protéines indépendantes, soit inclus dans les NRPS,
généralement dans les domaines A, qui sont alors nommés domaines A interrompus (Labby
et al.,, 2015). Parmi les domaines caractérisés structuralement, on trouve les domaines
cétoréductase (Alonzo et al., 2020), d’épimérisation (Wang et al., 2022), de formylation
(Reimer, Aloise, Harrison, et al., 2016), de méthylation (Mori et al., 2018), oxydase (Fortinez

etal., 2022),...

domaine RREL

Figure 16. Le domaine oxydase (Ox) catalyse I'oxydation d’un cycle thiazoline en cycle thiazole.
A) Réaction catalysée par le domaine Ox. B) Structure du dimere de BmdC (PDB : 7LY6), une enzyme a
activité oxydase agissant en trans (Fortinez et al., 2022). Un monomere est coloré en gris et 'autre
monomere est coloré par domaines. RREL : « RiPP recognition element-like ».

Les cycles thiazoles conféerent souvent un réle biologique important aux molécules qui
en contiennent, telles que les anticancéreux épothilone et bléomycine (Figure 11). Le domaine
oxydase (Ox) catalyse I'oxydation d’un cycle thiazoline en cycle thiazole grace a un cofacteur
flavine mononucléotide (FMN) (Schneider et al., 2003) (Figure 16A). La structure de I'enzyme
BmdC possédant une activité oxydase a été révélée cette année (Fortinez et al., 2022) (Figure
16B). Cette protéine dimérique est constituée d’'un domaine « RiPP recognition element-like »
(RREL) en N-terminal (= 100 résidus), un linker (= 40 résidus), et le domaine Ox proprement

dit (= 180 résidus). Les deux cofacteurs FMN se fixent dans le site actif a I'interface entre les
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deux monomeres. L'oxydation serait catalysée grace a I'action combinée d’une tyrosine

catalytique qui jouerait le role de base et du facteur FMN (Pang et al., 2020).

IV.2. Les structures des assemblages NRPS monomériques
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Figure 17. Structures de NRPS monomériques. A) Composition en domaines d’'un module de terminaison
générique. MLP : « MtbH-like protein », un activateur du domaine A. B-D) Structures de trois modules
de terminaison (Tanovic et al., 2008 ; Drake et al., 2016 ; Kreitler et al, 2019). Le résidu histidine
catalytique du domaine C est représenté par des sphéres. E) Composition en domaines de la NRPS di-
modulaire LgrA. F-H) Structures de plusieurs fragments de LgrA dans différentes conformations (Reimer
et al., 2019). Le domaine PCP; n’est présent qu’a la structure H. Dans toutes les structures, la sérine
modifiée du domaine PCP est représentée par des sphéres et le bras PPant par des batons s'il est
présent.

Les structures de modules complets de NRPS se sont accumulées ces derniéres années
et, jusqu’a récemment, toutes les NRPS décrites étaient monomériques (Tanovic et al., 2008 ;
Drake et al., 2016 ; Reimer, Aloise, Harrison, et al., 2016 ; Kreitler et al., 2019 ; Reimer et al.,
2019). Ces structures ont révélé qu’un module NRPS est généralement composé d’un di-
domaine C-Acore stable et d’'un fragment Asub-PCP mobile (Figure 17). Le module d’initiation de
LgrA ne possede pas de domaine de condensation mais possede a la place un domaine de

formylation, qui joue le méme roéle structural, c’est-a-dire qu’il forme une plate-forme stable
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avec le sous-domaine Acore. Le domaine TE étant lui aussi mobile, des modules de terminaison

ayant la méme composition en domaines adoptent des structures variées (Figure 17A-D).

Deux études structurales se sont intéressées a |'architecture supra-modulaire des
NRPS. La premiere étude portait sur la NRPS di-modulaire DhbF participant a la biosynthese
du sidérophore bacillibactine (Tarry et al., 2017). Malgré la stabilisation de cette protéine par
deux inhibiteurs AVS, I'observation de DhbF en microscopie électronique a révélé que DhbF
adopte des conformations trés variées. La flexibilité inter-modulaire des NRPS a été confirmée
grace aux premieres structures hautes résolutions d’une NRPS di-modulaire, celles de LgrA
(Reimer et al., 2019). Plusieurs structures de fragments multi-domaines contenant le module
d’initiation entier et un ou plusieurs domaines du module d’élongation de LgrA ont mis en
évidence la flexibilité du linker inter-modulaire (Figure 17E-H). L'illustration la plus probante
de cette flexibilité est la structure cristallographique du fragment F-A;-PCP1-C-A; de LgrA dont
le premier module a été stabilisé dans la conformation de thiolation par un inhibiteur AVS
(Figure 17F-G). Les deux molécules contenues dans I'unité asymétrique sont superposables au
niveau du module d’initiation mais adoptent des positions radicalement différentes au niveau

du module d’élongation.

IV.3. Les structures des assemblages NRPS dimériques

Jusqu’en 2021, le paradigme était que, contrairement aux PKS dimériques, les NRPS
étaient monomériques. Trois exemples de NRPS dimériques sont venus contredire cette
affirmation : FmoA3, PchE et BmdBm2-BmdC (Katsuyama et al., 2021 ; Wang et al., 2022 ;
Fortinez et al.,, 2022). FmoA3 est une NRPS constituée de trois domaines (Cy-A-PCP)
intervenant dans la biosynthése de JBIR-34 et -35, des métabolites synthétisés par une espéce
de Streptomyces isolée d’une éponge (Katsuyama et al., 2021). FmoA3 et PchE dimérisent en
téte-a-queue par le fragment Cy-Acore (Katsuyama et al., 2021 ; Wang et al., 2022) (Figure 18A-
B). Le mode de dimérisation est similaire mais pas strictement identique chez ces deux
protéines. En plus du di-domaine Cy-Acore, des domaines mobiles « carrier protein » et du sous-
domaine Asupb, la NRPS PchE contient également un domaine d’épimérisation (E). Chez PchE, la
dimérisation par le fragment Cy-Acore conduit a une forme en H de I'assemblage NRPS. Les trois
structures obtenues par cryo-microscopie électronique (cryo-ME), ainsi que la reconstitution

de la dynamique de la protéine a partir des images de microscopie grace a I'outil CryoDRGN

50



Introduction

(Zhong et al., 2021), ont méme permis aux auteurs de proposer un cycle catalytique complet

pour la NRPS PchE (Wang et al., 2022).

A Cy Acre Asub B . Cy Acre Asub. pPCP

BmdBy,-BmdC
PDB: 7LY7

FmoA3
PDB: 6LTC

Figure 18. Structures de NRPS dimériques. L’axe de dimérisation est représenté en pointillés. La sérine
conservée des domaines CP est représentée par des sphéres, et le bras PPant, lorsqu’il est présent, est
représenté par des baguettes. A) Composition en domaines et structure cristallographique de FmoA3
(Katsuyama et al, 2021). B) Composition en domaines et structure obtenue par cryo-microscopie
électronique de PchE (Wang et al.,, 2022). ArCP : domaine « aryl carrier protein », E: domaine
d’épimérisation. Le résidu aspartate catalytique du domaine Cy de PchE est représenté par des sphéres.
Un domaine ArCP de PchE n’a pas pu étre reconstruit. C) Composition en domaines et structure
cristallographique du complexe entre BmdBw,, blogué dans la conformation de thiolation, et BmdC
(Fortinez et al., 2022). Le sous-domaine Aqp de Bmdwuz n’a pas pu étre reconstruit.

Le deuxieme mode de dimérisation identifié chez les NRPS est la dimérisation par une
enzyme a activité oxydase, BdmC, qui induit la dimérisation de I'ensemble du second module
NRPS (Cyz-A-PCP;) de BmdB (Fortinez et al., 2022) (Figure 18C). Plusieurs structures du
complexe BmdBm2-BmdC ont été déterminées, notamment une structure cristallographique
du complexe stabilisé dans la conformation de thiolation, et une structure par cryo-
microscopie électronique. Seul le domaine BmdC contribue a la dimérisation du complexe
BmdBm2-BmdC, qui présente une forme tres allongée, dont les dimensions sont 6.5 x 6.5 x 28
nm (Figure 18C). Le domaine PCP; doit visiter, dans 'ordre, les sites actifs des domaines Cy;,
A; et Ox. De facon intéressante, ces trois sites actifs sont alignés et la forme légérement

courbée du dimere BmdBm2-BmdC diminue la distance a parcourir pour le domaine PCP.
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V. Structures et fonctions des méga-enzymes PKS

V.1. Les domaines enzymatiques des PKS

V.1l.a. Le domaine acyltransférase

On distingue deux classes de PKS de type |. Chez les PKS cis-AT, le domaine
acyltransférase (AT) est inséré dans chaque module (Dodge et al., 2018) alors que chez les PKS
trans-AT, le domaine AT est codé par une protéine indépendante (Kosol et al., 2018). Le
domaine AT sélectionne un substrat, malonyl-CoA ou dérivé, puis le transfére au domaine
ACP. Contrairement au domaine A des NRPS, le domaine AT établit une liaison covalente avec

le substrat sélectionné puisqu’il charge le substrat sur un résidu sérine conservé.
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Figure 19. Le domaine acyltransférase (AT) sélectionne un substrat de type malonyl-CoA et le transfere
sur le bras PPant du domaine ACP. A) Mécanisme réactionnel du domaine AT, d’aprés A. T. Keatinge-
Clay, 2012. B) Organisation et structure du domaine AT de DEBS module 5. La sérine catalytique est
représentée par des spheres (Y. Tang et al., 2006). AT, : grand sous-domaine AT, AT : petit sous-domaine
AT.

Le mécanisme réactionnel du domaine AT est de type ping-pong (A. T. Keatinge-Clay,
2012) (Figure 19A). Dans la premiere demi-réaction, la sérine catalytique, préalablement
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activée par une histidine, attaque la liaison thioester du substrat. La charge négative du
substrat est stabilisée par une arginine conservée, ce qui favorise le départ du coenzyme A et
la formation du complexe enzyme-acyl. Dans la deuxieme demi-réaction, la fonction thiol du
bras PPant porté par I’ACP attaque la liaison ester, permettant ainsi le transfert du substrat
sur le domaine ACP. Le domaine AT discrimine différents substrats, notamment le malonyl-
CoA du méthylmalonyl-CoA. Ainsi, I'histidine des domaines AT sélectionnant spécifiquement
du malonyl-CoA est localisé dans un motif HAFH alors que ce motif est YASH pour les domaines
AT spécifiques du méthylmalonyl-CoA (A. T. Keatinge-Clay, 2012). La phénylalanine (en gras)
de la poche pour le substrat malonyl-CoA empéche stériquement la sélection d’un substrat

méthylmalonyl-CoA.

Les domaines AT des PKS cis-AT et trans-AT ont la méme structure. Ils sont constitués
d’un grand sous-domaine AT (ATiarge, = 240 résidus) a repliement type o, hydrolase et d’un
petit sous-domaine ATs (ATsmai, = 60 résidus) a repliement type ferrédoxine (A. T. Keatinge-
Clay, 2012) (Figure 19B). La sérine catalytique est localisée a I'interface entre les deux sous-
domaines. Les AT de type cis-AT sont entourés par des régions linker en N-terminal et C-
terminal, nommées respectivement domaine de liaison (LD, = 90 résidus) et « post-AT linker »
(PAL, = 40 résidus). Etonnamment, les régions LD et PAL sont retrouvées en C-terminal des
domaines KS de PKS de type trans-AT bien que ces domaines KS ne soient pas suivis d’un

domaine AT (Lohman et al., 2015).
V.1.b. Le domaine cétosynthase

Le domaine cétosynthase (KS) des PKS joue le méme réle que le domaine C des NRPS,
il catalyse la formation d’une liaison covalente entre deux substrats. Contrairement au
domaine C, le domaine KS établit une liaison covalente avec un des deux substrats. En effet,
le domaine KS catalyse d’abord une réaction de trans-thioestérification, c’est-a-dire I'attaque
de la liaison thioester du substrat chargé sur I’ACP donneur par la fonction thiol d’une cystéine
conservée. Le domaine KS catalyse ensuite une condensation de Claisen, c’est-a-dire la

formation d’une liaison carbone-carbone par une condensation décarboxylative.
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Figure 20. Mécanisme réactionnel hypothétique du domaine cétosynthase. Adapté de A. T. Keatinge-
Clay, 2012. Le domaine KS catalyse d’abord la trans-thioestérification du substrat apporté par I’ACP
donneur (en saumon) sur un résidu cystéine conservé puis la condensation décarboxylative entre ce
substrat et I'unité d’extension apportée par I’ACP accepteur (en rouge). Deux histidines catalytiques
jouent un réle important pour la condensation.

Le mécanisme réactionnel du domaine KS repose sur une triade Cys-His-His et a été
déduit du mécanisme du domaine KS des synthases d’acides gras, évolutivement et
structuralement reliées aux PKS cis-AT (A. T. Keatinge-Clay, 2012) (Figure 20). La réaction de
trans-thioestérification est permise par I'attaque de la liaison thioester du polycétide donneur
par le groupement thiol déprotoné du résidu cystéine catalytique. La premiere histidine
catalytique favoriserait la fixation du groupe carboxylate de I'unité d’extension apportée par
le domaine ACP accepteur alors que la seconde histidine catalytique agirait comme une base
activant une molécule d’eau qui attaquerait alors ce groupe carboxylate. L’énolate généré
apres décarboxylation attaquerait alors le groupement thioester du substrat donneur. La
réaction de condensation génére une inversion de stéréochimie sur le C2 de l'unité

d’extension (Weissman et al., 1997).

Figure 21. Structure du domaine KS de DEBS
module 5 (PDB : 2HG4) (Y. Tang et al., 2006).
Les deux monomeres sont représentés en bleu
et en gris. Les résidus catalytiques du
monomere en bleu sont représentés en rose
par des batons.

docking

His334

Cys199

His374
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Le domaine KS (= 430 résidus) adopte un repliement thiolase constitué d’une
architecture afafa (Figure 21). La grande interface de dimérisation du domaine KS,
quasiment 2000 A2, fait du domaine KS un contributeur majeur a I'architecture dimérique des
PKS (Dodge et al., 2018). Certains domaines KS sont précédés d’une hélice N-terminale
participant elle-aussi a l'interface de dimérisation des PKS. Cette hélice est un « docking
domain » (DD) permettant la reconnaissance du module précédent, localisé sur un autre

polypeptide (Broadhurst et al., 2003).
V.1l.c. Les domaines de modification optionnels

Un module d’élongation minimal d’une PKS cis-AT est constitué des domaines KS, AT
et ACP. De nombreux modules d’élongation contiennent un ou plusieurs domaine(s) qui
modifie(nt) chimiquement le groupement cétone incorporé par le module précédent. Le
domaine cétoréductase (KR) réduit le groupement B-cétone en groupement hydroxyle, qui
peut éventuellement étre éliminé pour former une double liaison carbone-carbone par le
domaine déshydratase (DH). Finalement, cette double liaison peut étre réduite en une simple
liaison par le domaine énoylréductase (ER). En plus de diversifier les polycétides générés par
les PKS, certains de ces domaines, notamment le domaine DH, ont un role architectural majeur

puisqu’ils contribuent a la dimérisation du module PKS complet (Dodge et al., 2018).

V.2. Les structures des assemblages PKS de type cis-AT

V.2.a. L’apport des méga-enzymes itératives

Les PKS cis-AT sont reliées évolutivement et structuralement aux synthases d’acides
gras (« fatty acid synthases », FAS) (Herbst, Townsend, et al., 2018). La FAS peut étre
considérée comme une PKS itérative compléetement réductrice puisqu’elle comprend les trois
domaines de modification du groupement B-cétone décrits auparavant. La structure a 3.2 A
de la FAS porcine (mFAS pour FAS mammalienne) obtenue par cristallographie aux rayons X a
longtemps servi de modeéle pour les structures de PKS (Maier et al., 2008) (Figure 22). La méga-
enzyme mFAS adopte une structure dimérique en X qui sépare physiquement le di-domaine
KS-malonyl-acyltransférase (MAT) constituant la portion de condensation du tri-domaine DH-
ER-KR formant la portion de modification. L'interface de dimérisation est composée des
domaines KS, DH et ER et de I'extrémité C-terminale du linker MAT-DH. Cette structure en X,

de dimensions 20 x 17 x 11 nm, délimite deux chambres catalytiques non fermées, chaque
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chambre étant bordée par I'ensemble des sites actifs des domaines catalytiques. L'étude
d’une autre mFAS en microscopie électronique a mis en évidence la grande flexibilité de cette
méga-enzyme, qui adopte un continuum de conformations (Brignole et al., 2009). En
particulier, des mouvements de balancier et de rotation de la portion de condensation par

rapport a la portion de modification ont été observés.

mFAS LovB Pks5
PDB : 2VZ8 PDB : 7CPX PDB :5BP1 + 5BP4

- @0 @

Figure 22. Structures en X des méga-enzymes itératives (Maier et al., 2008 ; Wang et al., 2021 ; Herbst
et al., 2016). Les domaines en beige sont des pseudo-domaines non fonctionnels. Les noms des
domaines non visibles dans les structures sont entourés en pointillés. La méga-enzyme Pks5 a été
cristallisée en deux fragments indépendants. Abréviations des domaines : KS: cétosynthase, LD :
domaine de liaison, MAT : malonyl-acyltransférase, PAL: linker post-AT, DH : déshydratase, MT :
méthyltransférase, KR : cétoréductase, ER: énoylréductase, ACP: «acyl carrier protein», TE:
thioestérase, C : condensation.

Deux structures récentes de PKS itératives ont montré que la forme en X identifiée
chez la mFAS est conservée chez les PKS itératives. Le champignon Aspergillus terreus
synthétise la lovastatine, le précurseur des statines utilisées en traitement contre
I’hypercholestérolémie, grace a la PKS itérative LovB (Wang et al., 2021). La structure de LovB,
résolue par cryo-ME a 3.6 A, est trés ressemblante a I’architecture en X de la mFAS (Figure 22).
De leur c6té, s’inspirant de la structure de la mFAS, Herbst et al. ont cristallisé
indépendamment les portions de condensation et de modification de Pks5, une synthase de
lipo-oligosaccharides de Mycobacterium segmentatis (Herbst et al., 2016 ; Herbst, Townsend,
et al., 2018). Etonnamment, malgré une structure trés conservée avec celle de mFAS, la
portion de condensation a cristallisé sous forme monomérique, indiquant que I’excision d’un
fragment d’une multi-enzyme ne maintient pas toujours son état oligomérique. La structure
reconstituée du dimére de Pks5 adopte une conformation similaire a celle de mFAS malgré

quelques différences dans la portion de modification. Ces différences, telles que I'absence du
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domaine pseudo-méthyltransférase, font de Pks5 un modele des PKS modulaires comprenant

les trois domaines de modification.

Ces structures de PKS itératives sont des modeéles utiles pour la compréhension des
PKS modulaires, méme si leur fonctionnement est différent puisque les PKS modulaires ne
catalysent qu’un seul cycle d’incorporation/modification du substrat. Malheureusement, le
domaine ACP, d’'importance cruciale pour le fonctionnement des méga-enzymes, n’a pu étre
modélisé dans les structures décrites auparavant. Comme le domaine PCP des NRPS,
I’adoption de positions multiples par le domaine ACP au cours du cycle catalytique des PKS est

certainement responsable de sa difficulté a le visualiser.

V.2.b. Le cycle catalytique de la PKS modulaire PikAlll

oo (EDEDEDEGES oo (DEDEDEE Figure 23. Structures de PikAlll sous forme
holo-PikAlll holo-PikAlll holo, obtenues par cryo-ME. D’aprés

conformation 1 conformation 2 Dutta et al, 2014. Les structures de
EMD-5647 EMD-5648

domaines homologues de DEBS ont été
placées dans les cartes de densité (= 9 A).
DD : « docking domain », DE : élément de
dimérisation.

En 2014, les connaissances structurales sur les PKS modulaires ont bondi grace a
I’étude de PikAlll, le cinquieme module de la chaine d’assemblage synthétisant I'antibiotique
pikromycine de Streptomyces venezuelae (Dutta et al., 2014 ; Whicher et al., 2014). La
protéine PikAlll (KSs-ATs-KRs-ACPs) a été visualisée par cryo-microscopie électronique a
movyenne résolution (7-12 A) a chaque étape de son cycle catalytique (Figure 23 et Figure 24).
Les structures des domaines individuels des protéines homologues de DEBS ont été
positionnées dans les cartes de densité. La conformation globale de PikAlll résultante est tres
différente de celle de la mFAS (Figure 22). En particulier, le di-domaine KSs-ATs de PikAlll

adopte une conformation en arche alors que tous les autres di-domaines KS-AT de PKS,
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itératives comme modulaires, adoptent une conformation étendue (Y. Tang et al., 2006, 2007 ;
Maier et al., 2008) (Figure 22). La conformation en arche du di-domaine KSs-ATs ainsi que la
présence d’éléments de dimérisation post-ACP conduit a la formation d’'une chambre
catalytique unique et close, contrairement aux deux chambres ouvertes observées chez les
PKS itératives. Deux conformations ont été détectées pour la forme holo de PikAlll, c’est-a-
dire modifiée post-traductionnellement avec un bras PPant (Figure 23). Les deux domaines
ACPs sont localisés a l'intérieur de la chambre catalytique mais positionnés différemment

selon la conformation.

Chain transfer Charging ACP with Condensation
Holo PikAIll (ACP, modified; extender unit (AT and ACP;
e KS, C209A) (KS, modified) modified)

State 1 State 1-2 State 2 State 3
Ketoreduction Chain extension cycle
(KSs, AT5 and ACP; completed

modified)

(KSg, AT, and ACP4 modified)

State 4

State 6

Figure 24. Schéma du cycle catalytique de PikAlll, construit a partir des structures de la PKS PikAlll
chargée avec différents substrats, obtenues en cryo-ME (Dutta el al., 2014 ; Whicher et al., 2014).
D’apres Weissman, 2015a. Les domaines sont de la méme couleur qu’a la Figure 23. Les sites actifs des
domaines sont en jaune et la distance estimée entre le résidu catalytique et la sérine modifiée du
domaine ACPs est indiquée. Les substrats chargés sur chaque domaine sont indiqués a coté de chaque
état. Pour les états 1 a 5, un seul des deux domaines ACPs est représenté. Pour visualiser I'interaction
productive entre le KSs et I’ACP4 chargé avec son substrat penta-cétide (état 1-2), une délétion de
I’ACPs a été générée. L'état 2 représente |'étape suivante, lorsque I’ACP,4 a transféré son substrat au
domaine KSs. A I'état 3, les domaines ATs et ACPs sont chargés avec un substrat méthylmalonyl et
I’ACPs se positionne pour la condensation. A I'état 4, le domaine ACPs est chargé avec un substrat -
céto-hexa-cétide donc cet état reflete I'état post-condensation. Enfin, a I'état 5, le domaine ACPs est
chargé avec un substrat B-hydroxy-hexa-cétide donc cet état est représentatif d’un état post-réduction
par le domaine KRs. L’état 6 est déduit de I'état 1-2 et de I'état 5 et représente le transfert du substrat
a PikAIV.
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L’ensemble du cycle catalytique de PikAlll a pu étre reconstitué grace aux structures
de la PKS chargée avec différents substrats (Figure 24). La nature du substrat chargé sur le
domaine ACPs apparait comme cruciale pour la position du domaine ACPs et méme pour la
conformation de I'ensemble du module. En effet, le chargement de certains substrats induit
un retournement du domaine KRs (Figure 24, états 2-4-5). Dans toutes les structures de PikAlll,
les deux domaines ACPs ont un mouvement concerté, probablement a cause de I'élément de

dimérisation localisé en C-terminal du domaine ACPs.

La premiere étape du cycle de PikAlll est le chargement par le domaine KSs du penta-
cétide généré par le module 4 de la chaine d’assemblage. La structure d’une fusion
PikAIlI(AACPs)-C209A+ACPs a montré que I’ACP; donneur utilise I'entrée de coté (« side
entrance ») du domaine KSs, et est donc exclu de la chambre catalytique (Figure 24, état 1-2).
Pour que le domaine KSs catalyse la réaction de condensation, le domaine ACPs accepteur doit
étre chargé avec son substrat. Ainsi, la présence du substrat donneur sur le KSs combinée a
I'absence du substrat accepteur sur I’ACPs induit un repositionnement de I’ACPs, qui se
réoriente en direction de I'ATs (Figure 24, état 2). Une fois chargé avec le méthylmalonyl,
I’ACPs accepteur se positionne a I'entrée interne (« bottom entrance ») du KSs, nouvellement
identifiée chez PikAlll (Figure 24, état 3). Ces résultats suggérent que la discrimination des ACP
donneur et accepteur est permise par des entrées dédiées, ce qui contredit les données
antérieures qui suggéraient que les deux ACP utilisaient I’entrée de c6té mais n’utilisaient pas
les mémes interfaces d’interaction KS-ACP (Kapur et al., 2010). Le chargement du domaine
ACPs avec la molécule B-céto-hexa-cétide, produit du domaine KSs et substrat du domaine
KRs, induit un repositionnement de I’ACPs a proximité du KRs (Figure 24, état 4). Le domaine
KRs a subi une large rotation par rapport a la structure initiale dans cet état. Enfin, le
chargement du domaine ACPs avec la molécule B-hydroxy-hexa-cétide, produit de la réduction
par le KRs, conduit a la sortie du domaine ACPs de la chambre catalytique (Figure 24, états 5

et 6).

Bien que des réserves quant a la représentativité du cycle de PikAlll pour les PKS
modulaires aient été émises (Rittner & Grininger, 2014 ; Weissman, 2015a), les structures a
moyenne résolution de PikAlll ont fourni les premieres captures des complexes transitoires
entre le domaine ACP et les domaines catalytiques des PKS. Il a ensuite fallu attendre 2021,

soit sept ans apres les structures de PikAlll pour obtenir d’autres structures de PKS modulaires
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visualisant le domaine ACP. Grace a la révolution de la cryo-ME (Callaway, 2020), les deux
modules complets de PKS modulaires caractérisés ont été visualisés par cryo-ME a haute

résolution (3-4 A) (Bagde et al., 2021 ; Cogan et al., 2021).
V.2.c. Structures des PKS modulaires asymétriques

Les deux PKS modulaires caractérisées en 2021 sont la protéine Lsd14 de Streptomyces
lasalocidi participant a la biosynthese de I'antibiotique lasalocide A (Bagde et al., 2021) et le
module 1 de DEBS (DEBS-M1) (Cogan et al., 2021) (Figure 25). A I'exception de la structure de
la forme apo de Lsd14, élucidée par cristallographie aux rayons X, les autres structures ont été
obtenues par cryo-ME en présence de fragments d’anticorps reconnaissant un antigene (Fap,
« fragment antigen-biding »). Le Fap 1B2 reconnait spécifiquement le di-domaine KS-AT du
module 3 de DEBS, et en particulier le « docking domain » (DD) de ce module, sans entraver
I'activité catalytique du module (X. Li et al., 2018 ; Guzman & Khosla, 2022). Ainsi, les DD de
Lsd14 et de DEBS-M1 ont été remplacés par le DD du module 3 de DEBS (DD*), générant des
protéines chimériques reconnues et stabilisées par le Fap 1B2. Le Fap 1B2 stabilise en particulier
la forme dimérique des PKS Lsd14-DD* et DEBS-M1-DD*, et empéche la dissociation de ces

PKS en monomeres.

Les structures de DEBS-M1 et Lsd14 ont révélé pour la premiere fois une asymétrie
dans I'architecture des PKS. Les structures montrent que, similairement a la mFAS, ces PKS
possedent deux chambres catalytiques ouvertes, et non une seule comme PikAlll, mais les
deux chambres n’ont pas le méme volume. Aucune structure ne visualise les deux domaines
ACP, indigquant que les deux ACP du dimere n’ont pas un mouvement concerté bien que leurs
mouvements soient probablement contraints a cause d’un élément de dimérisation (DE) post-
ACP. L'asymétrie visualisée implique une asynchronie des deux chambres de réaction, c’est-a-
dire qu’a un temps donné, une seule chambre serait active. Similairement a mFAS, des
mouvements de balancier et de rotation de la portion DE-PKR-KR-ACP par rapport a la portion

de condensation ont été envisagés pour Lsd14 (Bagde et al., 2021).
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A apo-Lsd14 B holo-Lsd14-DD*
trans-acylation condensation
PDB : 7S6B PDB : 7S6C

o @ B D

C DEBS module 1-DD* D DEBS module 1-DD*
condensation tourniquet fermé
PDB : 7M7F PDB : 7M7)

Figure 25. Structures des PKS modulaires Lsd14 et DEBS module 1. La structure A a été obtenue par
cristallographie aux rayons X et les autres structures ont été obtenues par cryo-ME (Bagde et al., 2021 ;
Cogan et al., 2021). Dans les structures B, C et D, les « docking domains » (DD) natifs des protéines ont
été remplacés par le DD de DEBS module 3 (DD*) et les protéines chimériques ont été stabilisées par
des fragments d’anticorps dirigés contre le DD*. Les domaines en beige sont des pseudo-domaines non
fonctionnels. Les noms des domaines non visibles dans les structures sont entourés en pointillés. Dans
la structure A, un seul domaine ACP a pu étre modélisé et les domaines J)KR-KR et ACP n’ont pu étre
assignés a une chaine. Dans la structure B, un seul tri-domaine )KR-KR-ACP a pu étre modélisé. Dans la
structure C, un seul ACP et un seul KR ont pu étre modélisés. Dans la structure D, un seul KR a pu étre
modélisé. DE : élément de dimérisation. Fa, : fragment d’anticorps reconnaissant un antigene.
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L'interaction du domaine ACP avec les deux domaines essentiels d’'un module PKS a
été visualisée grace a ces études. En effet, dans la structure de Lsd14 sous forme apo, le
domaine ACP s’oriente en direction du site actif du domaine AT et 22 A séparent les deux
sérines conservées, suggérant que le module est dans une conformation compatible avec la
trans-acylation, c’est-a-dire le transfert du substrat sélectionné par le domaine AT sur le bras
PPant du domaine ACP (Figure 25A). L’ACP accepteur en position de condensation a été
visualisé a la fois chez holo-Lsd14-DD* et DEBS-M1-DD* (Figure 25B et C). Les deux structures
montrent que I’ACP accepteur se fixe sur I’'entrée de c6té du domaine KS, dans une fente entre
le dimere de KS et le domaine de liaison. Ces structures supportent le modele selon lequel les
ACP donneur et accepteur utilisent I'entrée de c6té du KS, mais adoptent une orientation

différente (Kapur et al., 2010).

Les structures de DEBS-M1-DD* montrent que I'accessibilité de I'entrée de c6té du
domaine KS pour le domaine ACP est contrblée par des mouvements du domaine AT,
démontrant ainsi structuralement le mécanisme du « tourniquet » postulé précédemment
(Lowry et al., 2016). Une personne ne peut pas rentrer dans un tourniquet tant que la
personne précédente n’est pas sortie du tourniquet. Selon ce modeéle, un nouveau substrat
ne peut étre chargé sur la cystéine du domaine KS tant que le substrat chargé sur 'ACP n’a
pas été transloqué au module suivant. La structure de DEBS-M1-DD* avec le produit
d’élongation du KS chargé sur 'ACP montre que les domaines AT se sont repliés contre le
domaine KS, fermant ainsi l'accés a I'entrée de c6té (Figure 25D). Cette conformation
« tourniquet fermé » repose sur un mouvement du domaine AT lui-méme et non du domaine
de liaison conduisant a la conformation en arche chez PikAlll (Figure 23). Le mouvement du
domaine AT ainsi que les mouvements déduits de I'asymétrie des structures de Lsd14-DD* et

DEBS-M1-DD* soulignent la flexibilité des méga-enzymes PKS.

V.3. Les structures des assemblages PKS de type trans-AT

Environ 40 % des PKS modulaires chez les bactéries sont de type trans-AT (Kosol et al.,
2018). Contrairement aux métabolites produits par les PKS cis-AT, les structures des
métabolites produits par les PKS trans-AT sont difficilement prédictibles a partir de
I’organisation de la chaine d’assemblage car la régle de colinéarité est bien moins vraie chez
les PKS cis-AT que chez les PKS trans-AT. En effet, les chaines d’assemblage des PKS trans-AT
possedent de nombreuses particularités, telles que la division d’'un module sur plusieurs
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polypeptides, les domaines KS non compétents pour la condensation ou l'existence de
nombreux domaines catalytiques agissant en trans. Ainsi, plus de 160 types de modules de
PKS trans-AT ont été décrits, ce qui souligne la complexité de ce type de méga-enzymes
(Helfrich et al., 2019). Malgré cette grande diversité et la large répartition des PKS trans-AT,

ces méga-enzymes et les produits qu’elles synthétisent sont trés peu caractérisés.

Plusieurs domaines KS excisés de modules PKS de type trans-AT ont été caractérisés
structuralement (D. C. Gay et al., 2014 ; Lohman et al., 2015 ; D. C. Gay et al., 2016). Malgré
I’'absence d’un domaine AT fonctionnel, ces domaines KS possédent le domaine de liaison (LD)
connectant les domaines KS et AT chez les PKS cis-AT, ainsi que le linker post-AT (PAL). La
région LD pourrait servir de plate-forme d’ancrage pour le domaine trans-AT mais cela n’a pas
été prouvé (Kosol et al., 2018). Alors que les fragments LD et PAL sont conservés, la région
entre les deux est tres variable chez les PKS trans-AT. Parfois, des reliquats de domaine AT
sont retrouvés a cette position, comme observé chez la PKS trans-AT OzmQ de Streptomyces
albus participant a la synthése des antibiotiques oxazolomycines (Lohman et al., 2015) (Figure
26A). Une insertion constituée de trois hélices, nommeée « Laterally-INteracting Ketosynthase
Sequence » (LINKS) est fréquemment retrouvée a cette position et I'interaction homotypique
entre deux insertions LINKS a été visualisée dans plusieurs structures cristallographiques (D.
C. Gayetal., 2016). Ces hélices pourraient jouer un role dans I’organisation tri-dimensionnelle

de méga-complexes de PKS.

B
A 0zmQ-KS1 RhiE
PDB : 40QJ PDB : 4KC5

Figure 26. Structures cristallographiques de fragments de PKS trans-AT. A) Structure du dimere d’OzmQ-
KS1, reconstituée a partir de la forme cristalline monomérique (Lohman et al.,, 2015). B) Structure
cristallographique de la PKS RhiE constituée d’'un domaine KS et d’'un domaine de branchement (B) non
fonctionnel (Bretschneider et al., 2013).
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Une structure importante pour nos connaissances sur les PKS trans-AT est celle du di-
domaine KS-domaine de branchement de RhiE (Bretschneider et al., 2013) (Figure 26B). RhiE
participe a la biosynthése de I'antimitotique rhizoxine, produite par la bactérie Burkholderia
rhizoxinica, symbionte d’'un champignon pathogene. Le domaine KS de RhiE, en plus de
I'activité de condensation, possede une activité de branchement de la chaine carbonée et le
domaine B est non fonctionnel. Ce domaine B adopte un repliement en double « hot-dog »
similaire a celui du domaine DH et se positionne sous le domaine KS. Cette structure nous
renseigne donc sur la position d’'un domaine optionnel par rapport au domaine KS mais n’est
pas représentative d’un module complet car elle ne contient pas le domaine ACP essentiel a

chaque module.

Le seul modele d’'un module complet d’une PKS trans-AT est celui du cinquieme
module de VirA (VirAws) participant a la biosynthese de I'antibiotique virginiamycine chez
Streptomyces virginiae (Davison et al., 2014). Ce modeéle a été obtenu grace a une stratégie
de « dissection-reconstruction », c’est-a-dire que la reconstruction de la structure et de la
dynamique du module complet a été permise par la caractérisation de fragments multi-
domaines de VirAms (Weissman, 2015a). Le module 5 de VirA, est un module minimal composé
d’un domaine KS et d’'un tandem de domaines ACP. Les structures des domaines ACP et d’un
modele du domaine KSs ont été positionnées dans le modéle ab initio du module entier
obtenu a partir des données de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) (Figure 27A).
Similairement a PikAlll, VirAms adopte une conformation archée avec le dimere de KS au
sommet de l'arche, mais cette arche est plus ouverte et ne délimite pas une chambre
catalytique close (Figure 27A). Les frontieres de I’arche sont les deux ACP séparés par un linker
de 28 résidus. L’inclusion du « docking domain » C-terminal (“DD) du module 5 n’induit pas la
fermeture de I'arche mais au contraire une ouverture plus importante, comme en témoigne
I’'augmentation de la dimension maximale (Dmax) de cette protéine, ainsi que son modéle ab
initio (Figure 27B). Il semblerait donc que le linker entre les deux ACP soit flexible et contrdle

le degré d’ouverture de I'arche.
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A VirA module 5 C  VirA(ACP4,-“DD)-VirFG("DD-KSg-LD-PAL)

&3

D VirA module 5-VirFG(YDD-KS,-LD-PAL)

Eo: @ @oE

23 nm
B VirA module 5-DD
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Figure 27. Structures multi-domaines des PKS trans-AT VirA/VirFG obtenues par diffusion des rayons X
aux petits angles (SAXS). Modifié d’aprés Davison et al., 2014 et Dorival et al., 2016. Les structures des
domaines individuels ont été positionnées dans les modeles ab initio de VirA module 5 (A), VirA module
5 incluant le « docking domain » C-terminal (“DD) (B) et la fusion entre I’ACPs,-°DD du module 5 et le
NDD-KS du module 6 (C). Les dimensions maximales (Dmax) des protéines sont indiquées pour les modeéles
A et B. D) Juxtaposition des structures A et C.

Le module 6 de la chaine d’assemblage de la virginiamycine est codé par un autre
polypeptide et la reconnaissance entre les modules 5 et 6 est permise grace a l'interaction
entre le °DD a I'extrémité C-terminale du module 5 et le "\DD a I'extrémité N-terminale du
module 6 (Dorival et al., 2016). Les interactions de « docking » étant transitoires, une protéine
hybride composée de I’ACPsp et du DD du module 5 fusionnés au NDD du module 6 et au KSg
a été étudiée par SAXS (Dorival et al., 2016) (Figure 27C). Le modele résultant, plutét allongé,
suggere que l'interaction entre les DD positionne I’ACPsp a c6té du LD. Cette structure est
compatible avec la structure de VirA module 5 et suggére que l'interaction entre les modules

5 et 6 induit la fermeture de I'arche formée par le module 5 (Figure 27D). Ces données
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suggerent que les PKS trans-AT, malgré une organisation différente des PKS cis-AT, pourraient

aussi utiliser des chambres réactionnelles.

En résumé, les connaissances structurales des PKS trans-AT sont encore parcellaires.
De nombreux points importants restent a déterminer, tels que les modalités de recrutement
des domaines agissant en trans, en particulier le domaine AT. Le domaine ACP ayant
seulement été visualisé dans des modeles SAXS, des structures a haute résolution de modules
trans-AT complets sont nécessaires pour visualiser les surfaces d’interaction entre ce domaine

et les domaines catalytiques, et les comparer a celles déterminées pour les PKS cis-AT.

66



Introduction

Vl.Les hybrides NRPS/PKS

VI.1. Classification des hybrides

De nombreux métabolites d’intérét biologique sont des hybrides NRP/PK (Figure 11).
En effet, la logique commune des NRPS et des PKS, en particulier I'utilisation du domaine
« carrier protein » pour présenter le métabolite en construction aux domaines catalytiques,
rend possible I'existence de chaines d’assemblage contenant les deux types de méga-
enzymes. Au moins un tiers des ilots génomiques NRPS ou PKS décrits sont des ilots hybrides

NRPS/PKS (Miyanaga, Kudo, et al., 2018).

A Hybride NRPS/PKS

PEQ Sue-Goe - fee
f\/ RQ f\i e

HO Ry

B Hybride PKS/NRPS M

’+.A pcp —> C A PCP
e f

SH

R

Figure 28. Réactions catalysées par les domaines cétosynthase (KS) d’hybrides NRPS/PKS et les
domaines de condensation (C) d’hybrides PKS/NRPS. Adapté de Miyanaga, Kudo, et al., 2018. Le
domaine catalysant la réaction chimique décrite est entouré en noir. A) Chez les hybrides NRPS/PKS, le
domaine KS accepte d’abord le substrat donneur du domaine PCP puis catalyse la formation d’une
liaison carbone-carbone entre ce substrat et le substrat accepteur présenté par I’ACP. B) Chez les
hybrides PKS/NRPS, le domaine C catalyse la formation d’une liaison peptidique entre le substrat
donneur présenté par le domaine ACP et le substrat accepteur présenté par le domaine PCP.

Deux types d’interface sont possibles entre un module NRPS et PKS : une interface
séparée siles deux modules sont codés par différents polypeptides ou une interface fusionnée
si les deux modules sont fusionnés au sein du méme polypeptide (Miyanaga, Kudo, et al.,
2018). Dans le reste de cette thése, une protéine hybride NRPS-PKS désignera une protéine
hybride a interface fusionnée composée d’'un module NRPS en N-terminal et d’'un module PKS

en C-terminal. Quel que soit le type d’interface, une interaction entre un domaine NRPS et un
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domaine PKS est nécessaire a I'interface hybride. Chez les hybrides NRPS/PKS, le domaine KS
catalyse la trans-thioestérification d’un substrat donneur en provenance du module NRPS,
puis la condensation avec le substrat polycétide chargé sur le domaine ACP (Figure 28A). Chez
les hybrides PKS/NRPS, le domaine C catalyse la formation d’une liaison peptidique entre un
substrat donneur PK et un substrat accepteur NRP (Figure 28B). L’hybridation fonctionnelle
des NRPS et PKS repose donc sur l'interaction PCP:KS chez les hybrides NRPS/PKS et sur
I'interaction ACP:C chez les hybrides PKS/NRPS.

VI.2. Interfaces NRPS/PKS

Plusieurs domaines KS acceptant un substrat provenant d’'un module NRPS ont été
caractérisés structuralement. Le domaine 0zmQ-KS1 présente une interface séparée avec un
module NRPS en amont (Lohman et al., 2015) (Figure 26A). Le domaine KS de TAS1, qui
participe a la biosynthese de I'acide tenuazonique, une mycotoxine produite par Pyricularia
oryzae, présente lui une interface fusionnée avec un module NRPS en amont (Yun et al., 2020).
Ces structures ont montré que les domaines KS acceptant des substrats en provenance des
NRPS présentent des adaptations, notamment |'absence d’une hélice recouvrant la poche
catalytique, permettant probablement I'acceptation de substrats contenant des acides
aminés, plus gros que les chalnes polycétides (Yun et al., 2020). Ces adaptations sont
cohérentes avec le fait que les domaines KS d’hybrides NRPS/PKS forment un groupe

phylogénétique distinct des autres domaines KS (Du et al., 2001).

Un type d’interface NRPS/PKS particulier est retrouvé chez les PKS trans-AT : les
domaines KS non fonctionnels (KS°) (Kosol et al., 2018). L'importance du domaine KS° &
I'interface NRPS/PKS a été démontrée chez Lnml, une hybride NRPS-PKS de Streptomyces
atroolivaceus participant a la biosynthése de la leinamycine, un métabolite aux propriétés
antimicrobiennes et antitumorales (Huang et al., 2016). Ce domaine KS° est capable de
catalyser la trans-thioestérification d’un substrat mais pas son élongation car la premiére de
ses histidines catalytiques est mutée en alanine. Un substrat NRPS présenté par un domaine
PCP ne serait pas reconnu par un domaine KS donc le domaine KS® permettrait le transfert de
ce substrat a un domaine ACP, qui le délivrerait ensuite au domaine KS (Miyanaga, Kudo, et
al., 2018). Le di-domaine KS°-ACP serait donc une interface de transition entre un module

NRPS et un module PKS.
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VI.3. Interfaces PKS/NRPS

Certaines interfaces PKS/NRPS font également intervenir des domaines KS°. En
particulier, un domaine KS° intervient dans la biosynthése de I'antibiotique énacyloxine
(Masschelein et al., 2019). Comme chez Lnml, le domaine KS° de Bamb_5919 posséde une
activité de trans-thioestérification mais pas de condensation et transfere donc le substrat PK
d’un domaine ACP a un domaine PCP. Les auteurs de |'’étude ont montré que le transfert du
substrat au domaine PCP est nécessaire a la prise en charge par le domaine NRPS en aval, qui
est incapable de reconnaitre le substrat PK chargé sur le domaine ACP. Les domaines KS°
semblent donc étre des adaptations répandues chez les PKS trans-AT présentant une interface

hybride avec un module NRPS en amont ou en aval.

La reconnaissance entre deux modules NRPS et PKS appartenant a différents
polypeptides fait intervenir des « docking domains » (DD) (Smith et al., 2021). Par exemple,
dans la chaine d’assemblage de I'anticancéreux épothilone, la reconnaissance entre le module
PKS d’EpoA en amont et le module NRPS EpoB en aval fait intervenir des DD (Miyanaga, Kudo,
et al., 2018). La structure du di-domaine NDD-Cy d’EpoB a été résolue par cristallographie aux
rayons X (Dowling et al., 2016). Le DD adopte une structure monomérique en épingle a
cheveux. Ce DD est connecté par un linker flexible au domaine Cy et ne contacte pas le
domaine Cy. Le domaine Cy ne semble pas présenter d’adaptation a la reconnaissance d’un

substrat polycétide.

VI.4. Etat oligomérigue des protéines hybrides de type fusionné

Les PKS sont des protéines dimériques et la plupart des NRPS caractérisées sont
monomériques, |I'état oligomérique des hybrides n’est donc pas facilement prévisible. L'état
oligomérique de I’'hybride PKS-NRPS HMWP1 participant a la biosynthése de Ila
yersiniabactine, a été étudié par filtration sur gel et a révélé que HMWP1 forme a la fois des
monomeres et des dimeéres (Sieber et al., 2002). La dimérisation uniquement par le domaine
KS pourrait ne pas étre suffisante pour maintenir I'état dimérique de la protéine entiere

(Miyanaga, Kudo, et al., 2018).
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L'effet génotoxique de la colibactine s’explique par sa structure, comprenant deux
cycles cyclopropanes générant des ponts inter-brin dans I’ADN et deux cycles thiazoles,
suspectés d’agir comme agent intercalant. Cette structure complexe est produite par I'ilot
génomique pks, codant plusieurs NRPS/PKS, des machineries macromoléculaires

microbiennes spécialisées dans la biosynthése de métabolites secondaires.

Les connaissances structurales sur les NRPS/PKS se sont accumulées ces derniéres
années. En revanche, celles sur les hybrides NRPS/PKS, en particulier les hybrides fusionnés,
sont tres rares. Aucune structure ou aucun modele d’hybride fusionné n’est disponible, et
méme I'état oligomérique de ces méga-enzymes est incertain. L'ilot pks comprend deux
hybrides fusionnés, ClbB et ClbK (Figure 9). L’hybride NRPS-PKS ClbB participe au début de la
biosynthese de la colibactine puisque qu’elle intervient juste aprés CIbN générant le motif
protecteur clivé apres export de la pré-colibactine. L’hybride PKS-NRPS ClbK intervient quant
a elle plus tardivement puisqu’elle agit aprés la NRPS di-modulaire ClbJ, générant un cycle
thiazoline. CIbK oxyde le cycle thiazoline généré par ClbJ, incorpore une unité aminomalonyle

ainsi que le deuxieme cycle thiazole de la colibactine (Trautman et al., 2017).

Le cycle catalytique de CIbK est déduit de la structure de la colibactine et du mode de
fonctionnement des protéines NRPS/PKS (Figure 29) (Wernke et al., 2020). Le module PKS de
ClbK (ClbK-PKS) est un module trans-AT possédant un domaine AT atypique non fonctionnel
(AT*), complémenté par le domaine AT isolé ClbG, qui transfere une unité aminomalonyle sur
le domaine ACP de ClbK (Brachmann et al., 2015) (Figure 29, réaction 2). Le domaine KS de
ClbK catalyse d’abord la trans-thioestérification du substrat en provenance de ClbJ (Figure 29,
réaction 1) puis la condensation de Claisen de ce substrat avec I'unité aminomalonyle attachée
au domaine ACP (Figure 29, réaction 3). En parallele, le domaine A active et transféere la
L-cystéine sur le domaine PCP (Figure 29, réaction 4). Le domaine Cy, a l'interface hybride PKS-
NRPS, catalyse la condensation du produit du KS avec la L-cystéine, ainsi que la cyclisation de
la L-cystéine en cycle thiazoline (Figure 29, réaction 5). Le cycle thiazoline généré est ensuite

oxydé en cycle thiazole par le domaine Ox, inséré dans le domaine A (Figure 29, réaction 6).
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Figure 29. Réactions catalysées par la protéine hybride PKS-NRPS CIbK. Le domaine catalysant la réaction
décrite est entouré en noir. 1) Le domaine KS catalyse la trans-thioestérification du substrat apporté par
la NRPS ClbJ. 2) Le domaine AT isolé ClbG transfére une unité aminomalonyle sur le domaine ACP de
ClIbK. 3) Le domaine KS catalyse la condensation de Claisen entre les deux substrats. 4) Le domaine A
catalyse I'adénylation et le transfert de la L-cystéine sur le domaine PCP. 5) Le domaine Cy catalyse la
condensation des substrats et la cyclisation de la cystéine en cycle thiazoline. 6) Le domaine Ox catalyse
I’oxydation du cycle thiazoline en cycle thiazole. 7) Le produit généré est transféré au domaine KS de
ClbO (réaction catalysée par ClbQ). L"activité oxydase du domaine Ox sur le cycle thiazoline généré par
ClbJ n’a pas été représentée sur ce schéma. ClbK comprend une interface hybride PKS-NRPS fusionnée,
ainsi que deux interfaces hybrides NRPS/PKS séparées, une avec Clb) en amont et une avec ClbO en aval.
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ClbK est un modele d’étude de choix pour la caractérisation des interfaces hybrides
PKS/NRPS (Figure 29). En effet, CIbK est non seulement une protéine hybride PKS-NRPS
fusionnée, mais elle forme aussi deux interfaces hybrides séparées NRPS/PKS, une en amont
avec ClbJ et une en aval avec ClIbO. Ainsi, le module CIbK-PKS est entouré par deux modules

NRPS et le module CIbK-NRPS est entouré par deux modules PKS.

L'objectif global de cette thése était d’augmenter les connaissances structurales sur
les hybrides NRPS/PKS. Avant mon arrivée dans I'équipe Pathogénie Bactérienne, le gene
codant ClbK avait été cloné afin de permettre son expression et les premiers tests d’expression
et de purification avaient été menés. Le premier objectif de ma these était d’établir un
protocole de purification reproductible de CIbK. Le deuxiéme objectif était la détermination

de I’état d’oligomérisation de I’hybride NRPS-PKS fusionné.

Le troisieme objectif était la caractérisation structurale de cette méga-enzyme.
L’ensemble des données structurales sur les NRPS/PKS démontrent que ces protéines
adoptent plusieurs conformations au cours de leur cycle catalytique. La caractérisation
structurale a haute résolution par cristallographie aux rayons X et microscopie électronique
est empéchée par une trop grande flexibilité. Ainsi, I’étude de la protéine entiere (240 kDa) a
été complémentée par I'étude structurale de fragments multi-domaines, supposés moins
flexibles que la protéine entiere. L’objectif final était I'établissement du premier modele d’'une

protéine hybride NRPS/PKS fusionnée.
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I. Matériel biologique

[.1. Vecteurs d’expression

Nom Géne de Etiquette Site de clivage Promoteur
résistance d’affinité de I’étiquette
pET-15b Ampicilline N-His Thrombine Lactose
pET-21a Ampicilline C-His Lactose
pBADM-10 Ampicilline N-His TEV Arabinose
pBADM-30 Ampicilline N-His, N-GST TEV Arabinose
pETM-11 Kanamycine N-His TEV Lactose
pETM-30 Kanamycine N-His, N-GST TEV Lactose

Tableau 1. Vecteurs d’expression utilisés durant cette thése. Pour I'étiquette d’affinité, N ou C désigne
la position N-terminale ou C-terminale et His désigne I'étiquette poly-histidines alors que GST désigne
I'étiquette glutathion-S-transférase. L'expression des protéines est induite par le lactose ou I'lPTG dans
les vecteurs contenant un promoteur lactose et par |'arabinose dans les vecteurs contenant un
promoteur arabinose.

[.2. Souches bactériennes

Plusieurs souches d’E. coli ont été utilisées pour la préparation de plasmide ou
I’expression protéique. Toutes les souches sont des souches commerciales déja utilisées dans
le laboratoire, a I'exception de la souche BL21(DE3) Bapl (Pfeifer et al., 2001), fournie par
Chaitan Khosla.

Nom de Ila Génotype Intérét

souche

NEB 5-alpha fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Préparation de plasmide
@80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl
endA1 thi-1 hsdR17

XL10-Gold Tet?  A(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMR- Cellules ultra-compétentes
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 utilisées pour la
relAl lac Hte [F’ proAB lacl? ZAM15 Tn10 mutagénese dirigée
(Tet? ) Amy Cam']

BL21(DE3) F-ompT gal dcm lon hsdSs(rs-ms-), A (DE3) Souche d’expression
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BL21(DE3) Bapl BL21(DE3) AprpRBCD::T7prom-sfp, Modification post-

T7prom-prpE (Pfeifer et al., 2001) traductionnelle des

domaines « carrier protein »

BL21(DE3) pLysS BL21(DE3), pLysS ; CmR Réduction de I'expression

avant induction

BL21(DE3) STAR  BL21(DE3), rne131 Haute stabilité des ARNm
C41(DE3) F, ompT, gal, dcm, hsdSg(rs-ms-), A(DE3)  Expression de protéines
toxiques

Tableau 2. Souches d’Escherichia coli utilisées dans cette these.

[.3. Milieux de culture

Le milieu LB (Lennox) a été utilisé pour les transformations, pour les cultures en vue
d’extraction d’ADN par mini-préparation, pour toutes les précultures et pour
I’expression de certaines protéines.

Le milieu TB (Sigma, supplémenté en glycérol) a été utilisé pour les cultures
d’expression de certaines protéines.

Le milieu d’auto-induction a été utilisé pour I'expression de certaines protéines.
Composition pour 500 mL: 5 g Tryptone (US Biological), 2.5 g d’extrait de levure
(Euromedex) dans 460 mL H,0 milliQ, a autoclaver. Rajouter 0.5 mL 1 M MgS04 filtré,
25 mL 20 X NPS filtré, 4.2 mL glycérol 60 % autoclavé, 2.5 mL glucose 10 % filtré, 10 mL
a-lactose 10 % filtré.

Préparation de la solution 20 X NPS (100 mL) : 6.6 g (NH4)2S04, 13.6 g KH2POs et 14.2 g
NazHPOa. Ajuster le pH a 6.75.

Le milieu minimum M9 a été utilisé pour I'expression de protéine sélénométhionée.
Composition pour 1 L : 780 mL H,0 autoclavée, 200 mL 5X sels M9, 20 mL glucose 20 %
filtré, 2 mL 1 M MgSOsa filtré, 100 pL 1 M CaCl,.

Préparation de la solution 5X sels M9 (1L) : 64 g Na;HPO4-7 H,0, 15 g KH,PO4, 2.5 g
NaCl, 5 g NH4Cl. Ajuster le pH a 7.2.
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Il. Bio-informatique

[I.1. Logiciels utilisés pour I'alighement de séquences et I'analyse des structures

Les alignements de séquences ont été effectués grace au logiciel Clustal Omega
(Sievers etal., 2011). Ces alignements ont ensuite été analysés et représentés grace au serveur
ESPript (https://espript.ibcp.fr), qui permet aussi de représenter les structures secondaires
associées aux séquences lorsque la structure de la protéine est connue (Robert & Gouet,

2014).

Toutes les structures de protéines présentées dans cette thése ont été représentées
grace au logiciel Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Schrodinger, LLC.,
https://www.pymol.org). Les modéles ab initio de SAXS ont été représentés soit avec Pymol,
soit avec Chimera (Pettersen et al., 2004). L'ajustement des structures cristallographiques
dans les cartes de densité de cryo-ME a été effectué avec I'outil « Fit in map » de Chimera. Les
interfaces protéiques des structures ont été analysées grace au programme PISA

(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html) (Krissinel & Henrick, 2007).

[1.2. Analyse de la séquence de ClbK

Les analyses de contenu en acides aminés, de masse molaire et de point isoélectrique
(pHi) de la protéine ClbK ont été effectuées avec l'outil ProtParam du serveur Expasy

(Gasteiger et al., 2003).

La technique de réduction d’entropie de surface (SER) a été appliquée a ClbK afin de
muter les résidus flexibles en surface qui pourraient géner la cristallisation (Longenecker et
al., 2001). Les résidus a muter pour le mutant CIbK-SER ont été déterminés grace au serveur
SERp (Goldschmidt et al., 2007). Ce serveur suggere plusieurs triplets de résidus a muter,

chacun avec un score associé a la prédiction.

Plusieurs fragments multi-domaines de ClbK ont été générés durant cette these et ont
nécessité une analyse précise de sa séquence afin d’en délimiter les domaines (Figure 30).
L'alignement de séquences avec le programme Clustal Omega associé a I’'analyse de structures
existantes ont guidé cette délimitation. Le logiciel PONDR (http://www.pondr.com) a
également été utilisé afin de définir les régions désordonnées de CIbK, qui ont été exclues de

certaines constructions.
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PKS NRPS
.AT*. CV A Ox A PCP- ClbK (238 kDa) Figure 30. Fragments de ClbK
7ot 1268 1765 A7 2038 2154 générés et étudiés durant cette
AT* . CIbK-PKS (85 kDa) thése. Les masses molaires
Lo oy indiquées et la numérotation des
AT* . CIbK-PKS-LK (88 kDa) ~ résidus ne tiennent pas compte de
o2 I'étiquette d’affinité. Pour chaque
. AT* . Cy ClbK-PKS-Cy (138 kDa) construction, le premier résidu de
oo s chaque domaine est indiqué, ainsi
. AT* . CV Acore ClbK-PKS-A,, (183kDa)  que le dernier résidu de Ia
7ot 1268 1659 construction.
. AT* . Cv A Ox A ClbK-PKS-A,, (223 kDa)
701 1268 1765 1947 2023

Cy A Ox A PCP CIbK-NRPS,,, (146 kDa)

812 1268 1765 1947 2038 2115

Cy A Ox A PCP-CIbK-NRPS,,, (150 kDa)

812 1268 1765 1947 2038 2154

A Ox A ClbK-A-Ox-A (83 kDa)

1268 1765 1947 2023

La délimitation C-terminale du fragment ClIbK-PKS a été choisie par homologie avec le
domaine ACP du module 2 de DEBS (PDB : 2JU2) (Alekseyev et al., 2007). Les structures des
domaines Cy d’EpoB (PDB : 5T7Z) (Dowling et al., 2016) et de BdmB (PDB : 5T3E) (Bloudoff et
al., 2017) ont servi aux délimitations C-terminales des fragments CIbK-PKS-LK et CIbK-PKS-Cy,
ainsi qu’a la délimitation N-terminale des fragments ClbK-NRPScourt €t ClIbK-NRPSjong. Les
délimitations C-terminales des fragments CIbK-PKS-Acore €t CIbK-PKS-Asyp ont bénéficié des
comparaisons avec les structures du di-domaine F-Acore de LgrA (PDB : 5JNF) (Reimer, Aloise,
Powell, et al., 2016) et du tridomaine F-A-PCP de LgrA (PDB : 5ES8) (Reimer, Aloise, Harrison,
et al., 2016). L'extrémité C-terminale de CIbK-NRPScurt a été choisie pour ne pas inclure la
région prédite désordonnée en aval du domaine PCP. De méme, I'extrémité N-terminale de

ClbK-A-Ox-A a été choisie pour ne pas inclure la région désordonnée en amont du domaine A.

[1.3. Génération de modeles par le logiciel Alphafold?2

Des modeéles de CIbK-PKS et ClbG ont été générés par le logiciel de prédiction de
structure Alphafold2 a I'aide de Sylvain Engilberge (ESRF). Ce logiciel d’intelligence artificielle
prédit avec une précision remarquable la structure de protéines a partir de leurs séquences
primaires. En 2020, le logiciel AlphaFold2 a largement remporté la quatorzieme édition du
concours CASP consacré a la prédiction de structure protéique en aveugle (Jumper et al.,
2021). La prédiction des structures par AlphaFold2 repose sur des contraintes évolutives,

physiques et géométriques. Ce logiciel repose sur un apprentissage profond (« deep
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learning ») des quelques 100 000 structures déposées sur la PDB. Une force de ce programme
est que la confiance dans la prédiction est estimée, notamment grace au score pLDDT (en

anglais « predicted local distance difference test »).
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I11.Biologie moléculaire

[1I.1. Clonage de ClbK et de ses fragments

Figure 31. Principe du protocole

1. Linéarisationdu 2. Amplification de In-Fusion (simplifié d’apres le manuel de

vecteur linsert Takara Bio). Les zones en rouge et jaune

du vecteur désignent les sites de

restriction, qui sont inclus dans les
amorces servant a amplifier 'insert.

N 4

= - 3. Réaction de clonage
— In-Fusion
15 min, 50°C

4. Transformation dans
E. coli

Au vu de la grande taille des séquences ADN a cloner, contenant souvent des sites de
restriction, tous les clonages ont été effectués grace au kit In-Fusion (Takara Bio) ne
nécessitant pas de digérer l'insert (Figure 31). L'ADN a d’abord été amplifié par réaction en
chaine par polymérase (PCR) grace a un couple d’amorces contenant des séquences
complémentaires au vecteur digéré (Tableau 3), synthétisées chimiquement par Eurofins
Genomics. L'ADN amplifié a été purifié sur gel d’agarose (Nucleospin Gel and PCR clean up,
Macherey-Nagel), puis introduit par recombinaison homologue dans un vecteur prédigéré
(Tableau 1). Le plasmide recombinant a été introduit par transformation dans la souche NEB-
5-alpha. L'ADN de plusieurs colonies a été extrait par mini-préparation (Nucleospin,
Macherey-Nagel), digéré avec les enzymes appropriées et analysées par électrophorese sur
gel d’agarose. Les séquences des plasmides recombinants ayant un insert a la taille attendue

ont été vérifiées par séquencage (Eurofins Genomics).

L’ADN utilisé pour le clonage du gene codant la protéine ClbK entiére provient d’un
chromosome bactérien artificiel contenant I'llot génomique pks d’E. coli (BAC-pks), donné a

I’équipe Pathogénie Bactérienne par Jean-Philippe Nougayréde (Nougayréde et al., 2006). Le
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clonage du gene codant ClIbK dans le plasmide pET-15b a été effectué par Viviana Job en
amplifiant I’ADN de BAC-pks par PCR grace aux amorces c/bKf Ndel pET-15b et c/lbKr_BamH|
(Tableau 3). Le plasmide pET-15b-c/bK généré a servi de matrice pour tous les autres clonages.
Les amorces clbKf_Ncol et clbKr_Hindlll ont permis le clonage du gene codant ClbK dans les
plasmides pBADM-10 et pBADM-30 (Tableau 3). Ce clonage, ainsi que celui du géne codant
ClbK dans le plasmide pET-21a grace aux amorces c/bKf_Ndel _pET-21a et clbKr_Xhol ont été
réalisés par Pauline Macheboeuf (Tableau 3).
Nom de I’amorce Séquence

clbKf_Ndel_pET-15b 5-CGCGCGGCAGCCATATGACTTACAGTGAAAGCGATATTGC-3’

clbKr_BamH| 5-GTTAGCAGCCGGATCCTCACTCATCGCCCTTTTCTCCC-3’
clbKf_Ncol 5’- TTCAGGGCGCCATGGGTACTTACAGTGAAAGCGATATTGCCA-3’
clbKr_Hindlll 5’-TGCGGCCGCAAGCTTTCACTCATCGCCCTTTTCTCC-3’

clbKf_Ndel_pET-21a 5-GGAGATATACATATGACTTACAGTGAAAGCGATATTG-3’

clbKr_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGCTCATCGCCCTTTTCTCCCT-3’
clbK-PKSr_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGTCAGCCTTGTTCGAGCAGATAGC-3’
clbK-PKS-LKr_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGTCACAGCGGAAAAGGTAGGTG-3’
clbK-PKS-Cyr_Xhol 5’-GTGGTGGTGCTCGAGTCAAGTCTCATGCCAGAGCTGT-3’

cIbK-PKS-Acorer_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGTCAATCGTTGCGCCCCAAAAAG-3’
clbK-PKS-Asubr_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGTCACTGCAGCTGTAATTTTTGCCGAT-3’
clbK-NRPSf_Ncol 5’-TTCAGGGCGCCATGGGGCTGACTGACGTGCAACAG-3’
cIbK-NRPScourtr_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGTCAATTGTGCAGTTGCTCATCAAGGT-3’

cIbK-NRPSiongr_Xhol 5-GTGGTGGTGCTCGAGTCACTCATCGCCCTTTTCTCC-3’
clbK-Acoref _Ncol 5’-TTCAGGGCGCCATGGGATTACTGCGTCAGGCAGCA-3’
clbK-SERf 5’-GCATTGCAAGCTGCGGCAGCGGCGGCGGCGGCACTG-3
clbK-SERr 5’-CAGTGCCGCCGCCGCCGCTGCCGCAGCTTGCAATGC-3’
clbK-s747af 5-CTGGGTGGGCATGCGCTGTTAGCGTC-3’

clbK-s747ar 5’-GACGCTAACAGCGCATGCCCACCCAG-3’

Tableau 3. Amorces d’ADN utilisées durant cette thése. Les lettres f et r dans le nom de I'amorce
désignent respectivement les amorces en amont et en aval du géne a amplifier. Les quinze premiéres
amorces ont servi au clonage de c/bK et de ses fragments alors que les quatre dernieres amorces ont
servi a la mutagénese dirigée de c/bK. Pour les amorces ayant servi au clonage, le nom de I'enzyme de
restriction est indiqué dans le nom de I'amorce et le site de restriction est souligné dans la séquence.
Pour les quatre dernieres amorces, les nucléotides mutés sont surlignés en gras et les triplets de
nucléotides impactés sont soulignés.
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J'ai effectué les clonages des différents fragments multi-domaines de CIbK. Les
séquences d’ADN codant les protéines ClbK-PKS, ClbK-PKS-LK, ClbK-PKS-Cy, CIbK-PKS-Acore €t
ClbK-PKS-Asub ont été amplifiées par PCR grace a I'amorce c/bKf Ncol en amont et aux amorces
clbK-PKSr_Xhol, clbK-PKS-LKr_Xhol, clbK-PKS-Cyr_Xhol, clbK-PKS-Acorer_Xhol et clbK-PKS-
Asupr_Xhol et en aval (Tableau 3). Les séquences d’ADN codant les fragments ClbK-NRPScourt €t
CIbK-NRPSjong Ont été amplifiées grace aux amorces c/lbK-NRPSf_Ncol en amont et en aval c/bK-
NRPScourtr_Xhol ou clbK-NRPSiongr_Xhol (Tableau 3). ADN codant le fragment ClbK-A-Ox-A a

été amplifié grace aux amorces clbK-Acoref _Ncol et clbK-PKS-Asupr_Xhol (Tableau 3).

La numérotation des résidus ne tient pas compte de I'étiquette d’affinité introduite
grace aux vecteurs. Les fragments ayant été clonés avec les amorces c/bKf Ncol, clbK-
NRPSf Ncol et clbK-Acoref Ncol ont un résidu glycine supplémentaire aprés le premier résidu
méthionine. Par souci d’homogénéité, pour ces fragments, le résidu méthionine est numéroté
0, le résidu glycine 1. Ainsi, toutes les constructions de ClbK et des fragments incluant le

module PKS ont un résidu thréonine en position 2 puis tyrosine en position 3, ... (voir Annexe).

[11.2. Mutagénese dirigée

Figure 32. Principe du protocole de
mutagénese dirigée QuikChange
7, lification de I Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit.
1. Ampl cation de 'ADN D’aprés le  manuel d’instruction
matrice avec les amorces A
d’Agilent.

@ O contenant les mutations

2. Digestion de I'ADN parent

@ O par I'enzyme Dpnl

3. Transformation

Les plasmides mutants pET-15b-c/bK-SER et pET-15b-c/bK-s747a ont été générés par
mutagénése dirigée grace au kit QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent)
(Figure 32). Quatre nucléotides ont été mutés dans le plasmide pET-15b-c/bK-SER, générant
trois résidus mutés dans la protéine CIbK-SER, les résidus Lys1718, Glu1719 et Glul721. Un

seul nucléotide a été muté dans le plasmide pET-15b-c/bK-s747a, générant la mutation du
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résidu Ser747 en alanine. L'ADN de pET15b-c/bK a été amplifié avec les amorces contenant
la/les mutations(s) souhaitée(s) (Tableau 3). L'ADN parental a ensuite été digéré par
I’endonucléase Dpnl puis I’ADN a été transformé dans les cellules XL10-Gold d’E. coli. L’ADN a
ensuite été extrait par mini-préparation et séquencé (Eurofins Genomics). Le plasmide
pPET15b-clbK-s747a été utilisé comme matrice pour la génération du mutant peETM-11-c/bK-

PKS-s747a grace au protocole In-Fusion décrit précédemment.
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IV.Expression et purification de ClbK et de ses fragments

Toutes les incubations ont été réalisées avec une rotation de 180 rpm. Toutes les
précultures et cultures avant induction ont été incubées a 37°C. Tous les milieux solides et
liquides utilisés pour la multiplication des bactéries transformées avec les plasmides pET-15b,
pET-21a, pBADM-10 et pBADM-30 ont été supplémentés avec de I'ampicilline (100 pg.mL1).
De méme 50 pg.mL?! de kanamycine ont été ajoutés dans tous les milieux utilisés pour la

multiplication des bactéries transformées avec les plasmides pETM-11 et pETM-30.

IV.1. Tests d’expression, de solubilité et d’attache a la résine d’affinité

Le protocole décrit dans cette section a été utilisé pour tester I'expression, la solubilité
et la premiere étape de purification des fragments de ClbK. Un protocole équivalent a été
utilisé pour les mémes tests effectués sur la protéine ClbK entiére, en faisant varier la souche
d’expression, latempérature d’induction, la quantité d’inducteur et la composition du tampon

de lyse (Skiba et al., 2018).

Le plasmide recombinant codant le fragment de CIbK d’intérét a été introduit par
transformation dans la souche BL21(DE3) Bapl. Une préculture a été lancée a partir d’une
colonie isolée. Le lendemain matin, des cultures de 50 mL en milieu LB, TB et milieu d’auto-
induction ont été initiées par I'ajout de 0.5 mL de préculture dans le milieu. La croissance a
été poursuivie a 37°C jusqu’a ce que la densité optique a 600 nm (DOeoo) atteigne 0.5. Les
cultures ont alors été transférées dans un incubateur a 18°C et divisées en deux cultures de
10 mL, chacune dans un tube a centrifuger de 50 mL (Greiner). Dans le milieu LB et TB,
I’expression a été induite par I'ajout de 0.2 mM ou 0.5 mM d’IPTG aprés 1h30 d’incubation a
18°Calors que dans le milieu d’auto-induction, I'induction ne nécessite pas I'ajout d’inducteur.
L’efficacité de I’expression dans les différents milieux a été analysée sur gel SDS apres une nuit

d’expression a 18°C. Les cultures ont été centrifugées (10 minutes, 4200 g) et stockées a -20°C.

Les étapes suivantes ont été effectuées a 4°C. Les cultures positives pour I'expression
de la protéine d’intérét ont été dissoutes dans 1 mL de tampon de lyse (50 mM Hepes pH 7.5,
300 mM NaCl, 5 mM DTT) puis lysées par sonication. Une fraction des protéines totales a été
conservée pour un gel SDS. Les protéines solubles ont été isolées par centrifugation (10
minutes, 12000 g). Les fractions solubles contenant des protéines a étiquette poly-histidines

ont été incubées avec environ 50 mg de résine Protino-Ni-IDA (Macherey-Nagel). Les fractions

88



Matériels et méthodes

solubles contenant des étiquettes GST ont été incubées avec environ 100 pL de résine
glutathion (Glutathione Sepharose High performance, Cytiva) sur la nuit. Le lendemain, le
surnageant contenant les protéines non retenues a été retiré puis les résines d’affinité ont été
lavées avec 3 x 1 mL de tampon de lyse. Les protéines fusionnées a une étiquette poly-
histidines ont été éluées dans 150 uL de tampon de lyse supplémenté avec 250 mM
d’imidazole alors que les protéines fusionnées a une étiquette GST ont été éluées dans 150 pL
de tampon de lyse supplémenté avec 10 mM de glutathion réduit. L’analyse sur gel SDS des
protéines totales, solubles, non retenues et éluées dans les différentes conditions
d’expression a permis de choisir la meilleure condition d’expression pour des cultures a plus
grande échelle. L'analyse par Western Blot révélé avec des anticorps anti-histidines ou anti-

GST a permis de confirmer I'identité de la protéine exprimée et partiellement purifiée.

IV.2. Expression et lyse des cultures de ClbK

Le protocole d’expression et de purification de ClIbK a été largement optimisé et est
sensible aux variations, il sera donc détaillé précisément. Ce méme protocole a été employé
pour I'expression et la purification du mutant CIbK-SER. Le plasmide pET-15b-c/bK a été
transformé dans la souche BL21(DE3) Bapl. Une préculture a été lancée a partir d’une colonie
isolée et le lendemain, une culture a été lancée en milieu LB a partir de la préculture diluée au
1/100%™e, Typiquement, quatre litres de culture ont été répartis entre quatre erlenmeyers de
trois litres. La culture a été maintenue a 37°C jusqu’a ce que la DOeoo ait atteint 0.5 puis la
culture a été transférée dans un incubateur a 18°C. Apres 1h30 a 18°C, la culture a été induite
avec 0.2 mM d’IPTG. Le lendemain matin, aprés 16-20 heures d’incubation a 18°C, les cellules
ont été centrifugées (20 minutes, 7800 g) et les culots ont été congelés a -20°C ou lysés

directement.

La protéine ClbK contient 33 cystéines et est encline a I'agrégation donc I'agent
réducteur dithiothréitol (DTT) a été inclus dans tous les tampons afin d’éviter la formation
aberrante de ponts disulfures inter-chaines pouvant conduire a I'agrégation. Le DTT étant

instable, il a été rajouté juste avant I'utilisation des tampons.

Les culots ont été dissous dans du tampon de lyse (50 mM Hepes pH 7.5, 500 mM NadCl,
5 mM DTT). Un volume de tampon de lyse trop faible ayant conduit a une forte agrégation de

la protéine CIbK, le volume de tampon de lyse a été fixé a 15 mL pour 5 grammes de culot.
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1 uL de nucléase Benzonase (Sigma) par litre de culture a été ajouté, ainsi que trois inhibiteurs
de protéase (cOmplete EDTA Free, Roche) pour quatre litres de culture. Les cellules ont
ensuite été lysées par quatre passages dans un broyeur cellulaire Constant Systems, a 20-22-

25-25 kpsi.

IV.3. Purification de ClbK

Le protocole décrit ici est celui pour quatre litres de cultures. Pour certaines
expériences ayant nécessité des quantités de ClbK de I'ordre du milligramme, huit litres de
cultures ont alors été utilisés mais ils ont été traités comme deux fois quatre litres de cultures

jusqu’a I'étape de filtration sur gel.

Toutes les étapes suivantes ont été réalisées a 4°C. Le surnageant de centrifugation
(40 minutes, 39000 g) contenant les protéines solubles a été réparti entre quatre tubes a
centrifuger de 50 mL, chacun contenant 1.5 g de résine Protino-Ni-IDA (Macherey-Nagel).
L’incubation avec la résine a été effectuée pendant au moins 1h30. Le surnageant a été retiré
et trois lavages avec du tampon de lyse ont été réalisés. La résine a été regroupée en deux
tubes de 50 mL contenant chacun 3 g de résine et les protéines ont été éluées avec le tampon
de lyse supplémenté avec 250 mM d’imidazole en trois étapes (12, 8, 6 mL dans chaque tube).
1 mM EDTA (concentration finale) a été ajouté directement dans chaque fraction d’élution
afin de chélater les cations divalents nécessaires a certaines protéases et ainsi limiter la

protéolyse enzymatique de ClbK.

Les élutions de chromatographie d’affinité ont été dialysées une premiére fois contre
1.5 L de tampon 50 mM Hepes pH 7.5, 200 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM EDTA sur la nuit puis
une deuxiéme fois contre 1.5 L de tampon 50 mM Hepes pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 1
mM EDTA pendant 1h30. Les fractions dialysées ont été centrifugées (10 minutes, 12000 g)
puis filtrées afin d’éliminer les agrégats. Le filtrat a été injecté sur une colonne échangeuse
d’anions Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare), préalablement équilibrée dans le tampon 50 mM
Hepes pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM DTT, 1 mM EDTA et les protéines ont été éluées par un

gradient linéaire de chlorure de sodium.

Une derniere étape de chromatographie par exclusion de taille ou filtration sur gel a
permis d’obtenir un échantillon pur. Les fractions contenant ClIbK ont été identifiées par

électrophorese sur gel SDS 7.5%. Ces fractions ont été concentrées jusqu’a 500 pL (Amicon
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Ultra-4, 100 kDa, Merckmillipore) et injectées sur une colonne d’exclusion de taille Superdex
200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare), préalablement équilibrée dans le tampon 50 mM
Hepes pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM DTT.

IV.4. Préparation de ClbK pour la microscopie électronique

L’effet de la concentration en chlorure de sodium sur I’état oligomérique de ClbK a été
étudié en microscopie électronique. Pour cela, des fractions pures de ClbK apreés filtration sur
gel ont été dialysées dans un tampon sans sel (50 mM Hepes pH 7.5, 5 mM DTT) grace a des
cassettes de dialyse Slide-A-Lyzer 3500 MWCO, 0.1-0.5 mL (ThermoFisher). L’échantillon ainsi

préparé a été observé en microscopie électronique et analysé en photométrie de masse.

L’effet d’agents de réticulation sur I’état oligomérique de ClbK a également été étudié.
Lors d’une réaction de réticulation, des liaisons covalentes sont formées entre les
groupements chimiques de l'agent de réticulation et les groupements chimiques de la
protéine. Les trois agents de réticulation testés ici, le glutaraldéhyde, le bis(sulfosuccinimidyl)
subérate (BS3?) et I'éthyléne glycol bis(sulfosuccinimidyl succinate) (EGS) établissent des
liaisons covalentes entre les groupements amines primaires des protéines, présents sur les
chaines latérales des lysines. La concentration de I'agent de réticulation doit étre optimisée
afin d’étre suffisamment élevée pour réagir avec une quantité importante de protéines mais

pas trop élevée pour ne pas générer d’agrégats.

Le protocole détaillé ici est celui pour tester I'impact du glutaraldéhyde mais le méme
protocole a été suivi pour tester 'impact du BS3® (ThermoFisher) et de I'EGS (Sigma). Des
solutions stocks de glutaraldéhyde (Fluka) a 2 %, 0.5 % et 0.1 % ont été préparées et 1 uL de
chaque solution a été incubé avec 9 pL de CIbK (= 0.15 mg.mL?) pendant 15 minutes a
température ambiante. La réaction a été arrétée par ajout de bleu de Laemmli et par
dénaturation thermique a 95°C. L'effet du glutaraldéhyde sur ClbK avec ou sans sel a été
visualisé sur gel NuPage 3-8 % Tris-Acétate (ThermoFisher). Une fois la condition optimale de
glutaraldéhyde définie, I'expérience a été répétée et modifiée dans le but de visualiser
I’échantillon réticulé en microscopie électronique. Pour cela, les volumes ont été augmentés
et la réaction de réticulation a été arrétée par ajout de Tris pH 7.5, a une concentration finale

de 50 mM.
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IV.5. Expression et lyse des cultures de fragments de ClbK

Le protocole décrit ici pour I'expression et la lyse de CIbK-PKS est valable aussi pour les
protéines CIbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et ClbK-PKS-Acore. Il tolére certaines variations, concernant
notamment le milieu d’expression et les volumes de lyse. Le plasmide pETM-11-c/bK-PKS a été
transformé dans la souche BL21(DE3) Bapl. Une préculture a été lancée a partir d’'une colonie
isolée et le lendemain, une culture a été lancée en milieu d’auto-induction a partir de la
préculture diluée a une DOgoo d’environ 0.05. Généralement, un erlenmeyer de deux litres a
baffles a été utilisé pour une culture de 500 mL. La culture a été maintenue a 37°C jusqu’a ce
que la DOeoo ait atteint 0.5 puis la culture a été transférée dans un incubateur a 18°C. Le
lendemain, aprés 20-24 heures d’incubation a 18°C, les cellules ont été centrifugées

(20 minutes, 7800 g).

Les culots ont été dissous dans du tampon de lyse (50 mM Hepes pH 7.5, 300 mM NaCl,
5 mM DTT). Le volume de tampon de lyse a été fixé a 20 mL pour 5 grammes de culot. 1 pL de
nucléase Benzonase (Sigma) et un inhibiteur de protéase (cOmplete EDTA Free, Roche) ont
été ajoutés par demi-litre de culture. Les cellules ont ensuite été lysées par quatre passages

dans un broyeur cellulaire Constant Systems, a 20-22-25-25 kpsi.

IV.6. Expression de la forme sélénométhionée de la protéine ClbK-PKS

Le plasmide pETM-11-c/bK-PKS a été transformé dans la souche BL21(DE3) Bap1l. Une
préculture en LB a été lancée a partir d’une colonie isolée et apres huit heures, 2 mL de cette
culture ont été dilués dans 50 mL de milieu minimum M9. Le lendemain, un litre de milieu
minimum M9, pré-aéré et pré-incubé a 37°C sur la nuit, a été inoculé avec 20 mL de la
préculture en milieu minimum. Lorsqu’une DOeoo de 0.5 a été atteinte, la synthése de
méthionine a été inhibée par un mélange d’acides aminés (100 mg lysine, 100 mg
phénylalanine, 100 mg thréonine, 50 mg leucine, 50 mg isoleucine, 50 mg valine) et 60 mg de
sélénométhionine ont été introduits dans la culture pour complémenter la méthionine par de
la sélénométhionine. Apres 10 minutes supplémentaires d’incubation a 37°C, la culture a été
transférée dans un incubateur a 18°C et poursuivie pendant 30 minutes avant I'induction de

la protéine par 0.2 mM d’IPTG, a 18°C sur la nuit.
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I\V.7. Purification de ClbK-PKS

Le protocole décrit ici est celui pour 500 mL de culture et toutes les étapes ont été
réalisées a 4°C. Ce protocole a été utilisé pour la purification de ClbK-PKS, ClbK-PKS sous forme
sélénométhionée et CIbK-PKS-LK. Les protéines solubles ont été isolées par centrifugation (40
minutes, 39000 g) et incubées avec 1.5 g de résine Protino-Ni-IDA (Macherey-Nagel) pendant
au moins 1h30. Le surnageant a été retiré et la résine a été lavée d’abord avec du tampon de
lyse puis du tampon de lyse supplémenté avec 10 mM d’imidazole et du tampon de lyse
supplémenté avec 20 mM d’imidazole. Les protéines ont été éluées avec du tampon de lyse
supplémenté avec 250 mM d’imidazole en trois étapes (8, 7 et 6 mL). La protéine ClbK-PKS a
ensuite été purifiée par chromatographie d’exclusion de taille avec la colonne HiLoad 16/600
Superdex 200 pg (GE Healthcare) pré-équilibrée dans le tampon 25 mM Hepes pH 7.5, 150
mM NaCl, 5 mM DTT.

Pour la cristallographie, I'étiquette poly-histidines de la protéine CIbK-PKS a été clivée,
générant ainsi la protéine CIbK-PKS*. La protéine CIbK-PKS aprés chromatographie d’affinité a
été soumise a un clivage par la protéase TEV. La quantité de protéines dans I'élution de
chromatographie d’affinité a été estimée par la méthode du Bradford puis I'élution a été
incubée sur la nuit avec la protéase TEV dans un ratio 1 : 100 en masse, typiquement 0.5 mg
de protéase TEV pour 50 mg de protéine a digérer. Le mélange a été dialysé contre le tampon
de lyse sur la nuit puis incubé avec 2 g de résine Ni-IDA pendant deux heures. La résine a
ensuite été transférée dans une colonne de gravité et la fraction non retenue a été récupérée.
La résine a été lavée par du tampon de lyse, du tampon de lyse contenant 10 mM imidazole
(12 mL) et du tampon de lyse contenant 20 mM Imidazole (2 x 12 mL). L’analyse par Western
Blot révélé avec un anticorps anti-histidines a permis I'identification des fractions contenant
ClbK-PKS*. Ces fractions ont été concentrées a 5 mL et injectées sur une colonne HilLoad
16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare) pré-équilibrée dans le tampon 25 mM Hepes pH 7.5,
50 mM NaCl, 5 mM DTT.

[V.8. Purification de CIbK-PKS-Cy et CIbK-PKS-Acore

1.5 litres de culture ont été lysés puis soumis a une chromatographie d’affinité selon
le méme protocole que celui décrit pour ClbK-PKS. Les fractions d’élution ont ensuite été

dialysées contre un tampon Hepes 50 mM pH 7.5, 5 mM DTT puis soumises a une étape
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supplémentaire de chromatographie échangeuse d’anions par injection sur une colonne
Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare) pré-équilibrée dans le tampon de dialyse. Les protéines ont
été éluées par un gradient de chlorure de sodium. Les fractions contenant la protéine d’intérét
sur gel SDS ont été injectées sur une colonne d’exclusion de taille Superdex 200 Increase
10/300 GL (GE Healthcare) ou HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare) pré-équilibrée
dans le tampon 25 mM Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM DTT.
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V. Caractérisation biochimique et biophysique de ClIbK et de ses

fragments

V.1. Caractérisation par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes

La spectrométrie de masse est une méthode de caractérisation donnant acces a la
masse exacte d’une protéine. Elle permet notamment de vérifier I'identité de la protéine et
son état de modification post-traductionnelle. L’échantillon est d’abord ionisé puis les ions
générés sont séparés selon leur rapport masse/charge (m/z). La déconvolution du spectre de
masse obtenu permet d’obtenir la masse exacte de la protéine dénaturée. Les analyses ont

été effectuées a la plate-forme de spectrométrie de masse de I'IBS par Luca Signor.

L'instrumentation utilisée pour les analyses est composée d’un instrument TOF LS/MS
(6210, Agilent) couplé a un capillaire, un systéme nano-HPLC (1110, Agilent) et d’'une source
d’ionisation électrospray (HPLC-Chip, Agilent). Le tampon de purification de la protéine
contenant des composés non volatils, I’échantillon protéique est donc d’abord dessalé dans
un mélange eau/acétonitrile (95/5) contenant 0.03 % d’acide trifluoroacétique. L’échantillon
est ionisé par électro-nébulisation (de I'anglais « electrospray ionisation », ESI). Au cours de
cette étape, I'échantillon passe d’une phase liquide a une phase gazeuse. Les ions sont ensuite
accélérés par un champ électrique et séparés en fonction de leur rapport masse/charge, qui
est mesuré par un analyseur a temps de vol (de I'anglais « time of flight », TOF). En effet, la
mesure du temps mis par les ions pour atteindre le détecteur donne accés a leur vitesse, qui
dépend de leur rapport m/z. Le logiciel MassHunter Acquisition (Agilent) permet I'acquisition
des spectres de masse, qui sont ensuite déconvolués par le logiciel MassHunter Qualitative

Analysis (Agilent).

V.2. Caractérisation par diffusion de lumiere laser multi-angles couplée a une

chromatographie d’exclusion de taille (SEC-MALLS)

La spectrométrie de masse en conditions dénaturantes ne renseigne pas sur |’état

. 7 . ) 7. Y4 . 7 ' 7 H
oligomérique d’une protéine. Le volume d’élution d’une protéine sur colonne d’exclusion de
taille est indicatif de la masse molaire de la protéine et donc de son état oligomérique mais ce
n’est pas un indicateur absolu car il dépend notamment de la forme de la protéine. Une
méthode pour obtenir la masse molaire absolue d’un échantillon est la diffusion de lumiere
laser multi-angles couplée a la chromatographie d’exclusion de taille (SEC-MALLS). En effet,
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I'intensité de la lumiere diffusée par une protéine est directement proportionnelle a sa masse

molaire et a sa concentration.

La diffusion de la lumiére par une solution protéique est décrite par la relation de

Rayleigh :

Is ) Iy dn\?
ALS = (1—) solution — (1—) tampon = K (E) MW C

0 0

- . o N . , I ) . o s .
« LS » désigne l'intensité de lumiere diffusée, « (I—B) » est le ratio de l'intensité de la lumiere
0.
diffusée a I'angle 6 (lg) sur I'intensité de la lumiére incidente (lo), « K » est une constante et
d o s . . . ) .
« (d—Z) » est I'incrément de I'indice de réfraction qui vaut 0.185 mL.g™ pour les protéines. Les

deux inconnues de cette équation sont les variables « MW » et « C » qui désignent la masse

molaire et la concentration de I'échantillon protéique.

La concentration protéique « C » est reliée a la différence d’indice de réfraction « ARI » entre
I’échantillon et le tampon par la relation :

AR = (d") c
— \dc

La combinaison des deux équations précédentes permet de définir la relation ci-dessous.

ALS ALS
MW = =

K (Z_Tclf (di—}/zc) K (Z—’C‘) ARI

Dans une expérience de SEC-MALLS, la différence d’intensité de lumiere diffusée

« ALS » est mesurée a différents angles par le détecteur MALLS (Figure 33). La différence
d’indice de réfraction « ARl » entre une chambre de référence contenant du tampon et la
chambre d’échantillon contenant I’élution de la colonne d’exclusion de taille est mesurée par
le réfractomeétre. Un dispositif expérimental comportant un détecteur MALLS et un
réfractomeétre permet donc de déduire la masse molaire d’un échantillon pur élué sur colonne
de filtration sur gel (Figure 33). L’évolution de la masse molaire de la protéine en fonction du
volume d’élution renseigne sur sa monodispersité. Il faut noter ici qu’a cause de la relation de
proportionnalité entre l'intensité de la lumiere diffusée et la masse molaire de I’échantillon,
les agrégats, méme en trés faible quantité, émettent un signal de diffusion de lumiere

important.
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Figure 33. Dispositif expérimental des expériences de SEC-MALLS. Adapté du site du fournisseur
Whyatt (https://www.wyatt.com/).

Les analyses de SEC-MALLS ont été effectuées a la plate-forme de biophysique de
I'ISBG (« Integrated Structural Biology Grenoble »), avec I'aide de Caroline Mas (IBS), a
I’exception de I'analyse de la protéine ClbK-PKS-Cy, qui a été effectuée par Aline Le Roy (IBS)
a I'IBS. Les échantillons ont été concentrés a au moins 2 mg.mL™ et injectés sur une colonne
Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare). Le tampon de filtration sur gel propre a
chaque protéine a été utilisé pour équilibrer la colonne et toutes les expériences ont été
menées a température ambiante. L'instrumentation de la plate-forme de I'ISBG est constituée
d’un détecteur MALLS Wyatt Dawn Heleos Il, d’un réfractometre Wyatt Optilab T-Rex, d’un
détecteur UV Hitachi Elite LaChrom L-2400 et d’une pompe Hitachi Elite LaChrom L-2130. Les

données ont été analysées avec le logiciel ASTRA 6.

V.3. Caractérisation par photométrie de masse

La photométrie de masse est une autre méthode d’analyse de |'état oligomérique d’un
échantillon protéique (Young et al., 2018). Cette méthode permet d’analyser individuellement
chaque particule et ainsi d’estimer directement la distribution de masse dans un échantillon,
sans couplage avec une chromatographie d’exclusion. Le signal provenant de chaque particule
individuelle étant mesuré, la quantité d’échantillon utilisée a chaque mesure est tres faible,

de I'ordre de 10-100 nM.
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Figure 34. Principe de la photométrie de masse. A) Au cours d’une expérience de photométrie de masse,
le signal de contraste des particules a I'interface eau-verre est enregistré. B) Le signal de contraste est
directement proportionnel a la masse molaire de la protéine. D’aprés le site du fournisseur Refeyn
(https://www.refeyn.com/).

Comme la technique du SEC-MALLS, cette technique est basée sur la diffusion de
lumiére mais plus précisément sur la diffusion a l'interface eau-verre (Figure 34A). La lumiere
diffusée par une particule a l'interface eau-verre interfére avec la lumiere réfléchie par la
surface et le signal d’interférence est proportionnel a la masse molaire de la particule.
L’échantillon est déposé sur une lamelle en verre et un film est enregistré a partir des images
de la lamelle prises a différent temps. Un premier film est enregistré en présence de tampon
sur la lamelle, il permet d’ajuster le focus. Lorsque I’échantillon protéique est mélangé au
tampon, chaque événement de contact des particules avec la lamelle (en anglais « binding
event ») est enregistré sous forme d’histogramme de contraste de diffusion. Ce signal de
contraste est proportionnel a la masse molaire de la particule donc plus une particule est
grosse, plus le contraste de diffusion est élevé. Une calibration avec un mélange de protéines
de masse connue permet d’estimer des masses molaires a partir des signaux de contraste

(Figure 34B).

Les expériences de photométrie de masse ont été effectuées a la plate-forme de
biophysique de I'ISBG, sur I'instrument Refeyn OneMP, avec I'aide de Caroline Mas. Les films

ont été enregistrés avec le logiciel AcquireMP et analysés avec le logiciel DiscoverMP.
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VI. Caractérisation de l|'activité enzymologique du domaine

d’adénylation de ClIbK

Le domaine d’adénylation (domaine A) des NRPS catalyse deux réactions (Figure 14A).
Au cours de la réaction d’adénylation, le domaine A sélectionne un acide aminé et I'adényle
grace a I'hydrolyse de I’ATP, ce qui libére un groupement pyrophosphate inorganique (PP;i). Au
cours de la réaction de transfert, le domaine A charge I'acide aminé ainsi activé sur le

groupement thiol du bras phosphopantéthéine (PPant) du domaine PCP.

NH,
Q 0 NN
)L adénylation Jk O\\ /0' </ :\“/L) transfert 0
R OH ¥ 4 R N N~ *

Q/P\O OH
ATP PP, ‘@ NH,OH  AmP R SN
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</ | %T\ \ 1 (0] ||3| o~
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OH OH 2 OH OH
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Figure 35. Mesure de l'activité d’adénylation du domaine d’adénylation (domaine A) par le dosage
MesG-hydroxylamine. Le pyrophosphate inorganique (PP;) libéré au cours de la réaction d’adénylation
est dosé par le 7-méthyl-6-thioguanosine (MesG). Adapté de Duckworth et al., 2016.

Le dosage de l'activité d’adénylation établi par Duckworth et al. (Duckworth et al.,
2016) repose sur le dosage indirect du PP; libéré au cours de la réaction d’adénylation (Figure
35). Grace a I’enzyme pyrophosphatase (IP), le PP; est hydrolysé en phosphate inorganique (Pi)
qui réagit avec la molécule 7-méthyl-6-thioguanosine (MesG) en présence de I'enzyme purine
nucléoside phosphorylase (PNP) pour former notamment le composé 7-méthylthioguanine,
absorbant la lumiére a 360 nm. L’hydroxylamine se substitue au domaine PCP en acceptant le

substrat activé.

Ce test d’activité du domaine d’adénylation a été appliqué a la protéine ClbK entiére.
Bien que ClbK posséde un domaine PCP qui accepte théoriquement le substrat activé,
I’hydroxylamine a été conservée dans |'essai avec ClbK afin qu’un des substrats de la réaction

de transfert soit maintenu en excés. Le tampon de réaction contient du chlorure de
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magnésium stabilisant I’ATP. Des solutions stock a 100 mM de chacun des vingt acides aminés
ont été préparés par solubilisation dans du tampon de réaction, a I'exception des acides
aminés acide aspartique, acide glutamique, asparagine, tryptophane et tyrosine, qui ont été
solubilisés dans du tampon 1 M HCl dont le pH a ensuite été neutralisé par ajout de soude. Les
solutions stocks 100 mM ATP (Sigma, solubilisé dans 1 M Hepes pH 7.5), 1 mM MesG
(ChemCruz, solubilisé dans le DMSO), 100 U/mL de I'enzyme IP (ThermoFisher), 100 U/mL de
I’enzyme PNP (Sigma, solubilisée dans H,0), 2M d’hydroxylamine (Sigma, solubilisée dans 2 M
NaOH) ont été préparées. Les tests ont été effectués dans une plague 96 puits a fond plat

adaptée aux UV (Greiner) et le volume de réaction était de 100 pL.

Plusieurs tests ont permis d’établir I'ordre optimal d’ajout des réactifs pour diminuer
le signal parasite. L’acide aminé a d’abord été déposé dans le puits puis un mélange contenant
le tampon, I'ATP, le MesG, I’hydroxylamine, les enzymes IP et PNP a été ajouté. L’ajout de ClbK
a déclenché la réaction. La concentration de ClbK a été optimisée et la concentration finale de
40 nM a été retenue. Le mélange final contient donc 100 mM Hepes pH 7.5, 200 mM NacCl, 5
mM DTT, 5 mM MgCl;, 5 mM ATP, 0.1 mM MesG, 0.04 U IP, 0.1 U PNP, 150 mM
hydroxylamine, 5 mM acide aminé et 40 nM ClbK. Chaque réaction a été réalisée en triplicat.

L'absorbance a 360 nm a été enregistrée pendant une vingtaine de minutes.

Pour I'analyse, la pente de la zone linéaire de chaque courbe Azeonm = f(temps) a été
mesurée. Les valeurs de pentes négatives ont été considérées comme nulles. Les valeurs de
chaque triplicat ont été moyennées et un contrdle négatif a indiqué que le signal en absence
d’acide aminé était négligeable. Les valeurs de pente (AU.s!) ont été converties en vitesse
initiale de réaction (UM.min) selon le protocole décrit par Duckworth et al.. La pente en
AU.s-'a d’abord été multipliée par 60 pour étre convertie en ua.min. Les pentes ont ensuite
été normalisées par le chemin optique estimé a 0.29 cm d’aprés les dimensions du puits
(valeur de pente alors en AU.cm™X.min?). La valeur a ensuite été divisée par le coefficient
d’extinction du 7-méthylthioguanine (¢ = 11000 M*.cm™) et divisée par deux car deux
molécules de 7-méthylthioguanine sont formées par molécule d’acide aminé adénylé (valeur
de vitesse initiale en M.min!). Cette valeur multipliée par 10° est la valeur finale de la vitesse

initiale en uM.min-1,
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VII. Introduction a la diffusion des rayons X en vue d’études

structurales

Deux techniques de biologie structurale reposent sur I'interaction entre les rayons X
et les électrons des protéines : la cristallographie aux rayons X et la diffusion aux petits angles
(SAXS). Pour visualiser des objets de taille d, un rayonnement de longueur d’onde inférieure a
cette distance d est nécessaire. Les rayons X ayant une longueur d’onde de I'ordre I’angstrom
(A), ils sont utilisés pour étudier la structure des protéines a I'échelle atomique puisque les
distances interatomiques sont également de I'ordre de I’angstrom (Putnam et al., 2007). Les
électrons de la protéine diffusent les rayons X de facon élastique, c’est-a-dire sans perte
d’énergie entre I'onde incidente et I'onde diffusée. La différence principale entre ces deux
techniques est I'état de la protéine, qui est sous forme cristalline dans un cas et en solution
dans l'autre cas. Dans le contexte de la diffusion par un cristal, les ondes diffusées interférent
entre elles de fagon constructive ou destructive, on parle alors de diffraction, qui est un cas
particulier de diffusion. Les ondes diffusées ou diffractées appartiennent a I'espace
réciproque. Dans cet espace, les informations aux petits angles renseignent sur les grandes
distances et les informations aux grands angles renseignent sur les petites distances. Le
passage de l'espace réel a I'espace réciproque est une opération mathématique appelée
transformée de Fourier. La déduction d’informations structurales a partir des données de
diffusion/diffraction, c’est-a-dire le passage de I'espace réciproque a I’espace réel, est permis

par la transformée de Fourier inverse.

A Rayons X incidents Figure 36. Interaction des rayons X avec
| = Détecteur de | €Chantillon protéique au cours d’une
ﬁ- - I rayons X expérience de SAXS ou de cristallographie.
Echantillon A) Dispositif expérimental. B) Cliché de

protéique diffusion enregistré lors d’une expérience

de SAXS. C) Cliché de diffraction enregistré
lors d’une expérience de cristallographie
aux rayons X. Le cercle rouge de la figure C
correspond au cercle rouge de la figure B.
Adapté de Putnam et al., 2007.

C
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Lors d’une expérience de SAXS ou de cristallographie aux rayons X, un échantillon est
irradié par des rayons X et le signal de diffusion généré est enregistré sur un détecteur (Figure
36A). Lors d’une expérience de SAXS, I'échantillon est en solution et le signal provenant de
chaque particule est moyenné, générant des signaux de faible intensité, qui ne diffusent qu’a
des petits angles (Figure 36B). Le cliché de diffusion enregistré sur le détecteur est constitué
de cercles concentriques d’intensité variable. A l'inverse, le cliché de diffraction d’un cristal
protéique illuminé par des rayons X est un cliché en deux dimensions avec des taches de
diffraction correspondant aux zones d’interférences constructives (Figure 36C). Une rotation
du cristal permet de collecter une série de clichés de diffraction en deux dimensions et ainsi
de reconstituer un signal en trois dimensions. Le cristal, composé d’un trés grand nombre de
molécules protéiques, joue un rbéle d’amplificateur du signal. Le signal de diffraction est donc

enregistré a grands angles, ce qui correspond a des signaux de haute résolution.
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VIII. Caractérisation structurale par cristallographie aux rayons X

VIII.1. Tests de stabilité de la protéine dans différents tampons par essai Thermofluor

La température Tm est un indicateur de la stabilité des protéines et de leur probabilité
de cristallisation. Au cours d’une expérience de dénaturation par augmentation de
température, la température caractéristique Tm est la température a laquelle la moitié de la
protéine est sous forme dépliée alors que I'autre moitié est repliée. Cette température peut
étre déterminée grace a la technique du Thermofluor (Pantoliano et al., 2001), utilisant un
colorant qui fluoresce uniquement au contact des régions hydrophobes des protéines,
généralement le SYPRO Orange (Figure 37). Dans une protéine repliée, le colorant n’a pas
acces aux régions hydrophobes car elles sont enfouies au coeur de la protéine. Au cours d’une
expérience de dénaturation thermique, 'augmentation de la température conduit d’abord a
une augmentation de la fluorescence, traduisant la dénaturation de la protéine. Aprés avoir
atteint un maximum, la fluorescence diminue, traduisant la précipitation de la protéine. Le Tm
est calculé sur la phase de dénaturation, en lisant la température a laquelle la fluorescence

est intermédiaire entre la fluorescence initiale et la fluorescence maximale.

Protéine déplice ¢ Figure 37. Schéma d’une expérience de
Thermofluor. La température caractéristique
* Tm est calculée sur la phase d’augmentation

Protéine agrégée de la fluorescence, correspondant a la phase
de dénaturation de la protéine.

Fluorescence {u.a.)

Température (°C)

La plate-forme HTX (« High Throughput Crystallization », ISBG Grenoble) a développé
une méthode basée sur la technique du Thermofluor afin de tester I'effet de différents
tampons sur le Tm de la protéine (Dupeux et al., 2011) et donc sur sa stabilité. Le kit RUBIC
buffer screen (Molecular Dimensions) permet de tester I'effet de la nature du tampon, de sa
concentration, du pH et de la concentration en sel sur le Tm de la protéine. Une fois le tampon
optimal déterminé, le kit RUBIC additives (Molecular Dimensions) teste I'effet d’additifs tels

que le sel, les ions, les détergents sur la température Tm de la protéine.
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VIII.2. Cristallogenése

Goutteat=0
1.5 pl protéine
1.5 pL solution de cristallisation
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Figure 38. Cristallogenése des protéines. A) Diagramme de phase en deux dimensions. La cristallogenese
se divise en deux phases : la nucléation (1) et la croissance (2). B) Schéma du dispositif expérimental
employé pour la méthode de diffusion de vapeur en goutte suspendue.

L’étude structurale par cristallographie aux rayons X nécessite |'obtention de la
protéine d’intérét sous forme de cristal, c’est-a-dire d’un réseau tri-dimensionnel ordonné. La
cristallisation nécessite le passage de la protéine en solution sous forme solide et se divise en
deux étapes : la nucléation puis la croissance (Figure 38A). La méthode de diffusion de vapeur
en goutte suspendue a été utilisée pour les tests de cristallisation (McPherson et al., 1995)
(Figure 38B). Une goutte contenant la protéine et la solution de cristallisation est déposée sur
une lamelle qui est ensuite retournée et scellée hermétiquement au-dessus d’un réservoir
contenant un grand volume de la méme solution de cristallisation. Des échanges de vapeur
s’établissent alors entre la goutte et le réservoir. La solution de cristallisation étant moins
concentrée dans la goutte que dans le réservoir, I'eau s’évapore préférentiellement de la
goutte vers le réservoir, conduisant a une augmentation de la concentration en protéine et en
agent précipitant dans la goutte. Ce phénomeéne diminue la solubilité de la protéine jusqu’a
atteindre des conditions ou la nucléation est possible (Figure 38A). La cristallisation conduit a
une diminution de la concentration protéique dans la solution de la goutte. L'apparition de
nouveaux cristaux n’est plus possible mais les cristaux existants peuvent croitre dans la zone
métastable. Les premiers tests de cristallisation ont été menés par la plate-forme HTX (ISBG
Grenoble). Les meilleures conditions ont été reproduites manuellement selon la méthode

décrite précédemment en plaques 24 puits.
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VIII.3. Congélation des cristaux et enregistrement des données de diffraction

Les cristaux obtenus ont été péchés individuellement a I'aide de boucles puis trempés
dans une solution cryoprotectrice avant d’étre vitrifiés dans I'azote liquide. La congélation trés
rapide par vitrification est nécessaire pour limiter la formation de glace, qui détériore le réseau
cristallin. Maintenir I’échantillon a tres basse température permet de limiter le phénomene
de radiolyse, c’est-a-dire la génération de radicaux libres a partir des molécules de solvant

présentes dans le cristal, pouvant I'endommager.

Les données de diffraction sur les cristaux ont été collectées grace au diffractometre
de I'IBS, aux lignes de lumiéres ID23-1, 1D23-2, ID30A-3 et ID30B de I'ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility, Grenoble). La diffraction d’une centaine de cristaux a
également été testée grace a la ligne de lumiére entiérement automatique ID30A-1 de I'ESRF

(Bowler et al., 2015).

Les données de diffraction a plus haute résolution sur la protéine ClbK-PKS* ont été
collectées sur la ligne ID30A-1. Le cristal avait été obtenu a température ambiante en
mélangeant 1.5 L de la solution de cristallisation (0.1 M MES pH 6.5, 19 % PEG 3350) avec
1.5 pL de la protéine CIbK-PKS* concentrée a 15 mg.mL?! et conservée a 4°C pendant deux
semaines. Ce cristal avait été congelé apres trempage dans une solution 0.1 M MES pH 6.5,

18 % PEG 3350, 25 % glycérol.

VIII.4. Traitement des données de diffraction

Le traitement des données de diffraction et la résolution de la structure de ClbK-PKS*
ont été effectués par Pauline Macheboeuf. Le traitement des données se divise en plusieurs
étapes et a été réalisé avec la suite de programmes XDS (Kabsch, 2010). A la premiere étape
d’indexation, la répartition des taches de diffractions est analysée et les paramétres de maille
du cristal sont déterminés. La maille est I'unité élémentaire du cristal qui se répete par
translation. A la deuxiéme étape d’intégration, les intensités des taches de diffraction sont
déterminées. Ces intensités sont ensuite mises a I’échelle puis moyennées afin de comparer

des réflexions équivalentes par symétrie. A cette étape, la qualité des données est estimée.
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VIII.5. Phasage et affinement de la structure

Les ondes diffusées par le cristal sont décrites par une amplitude et une phase.
L'information d’amplitude est déduite de I'intensité des taches de diffraction. En revanche,
I'information de phase est perdue au cours de I'expérience de diffraction : c’est le probleme
de la phase. Linformation de phase est nécessaire afin de calculer la carte de densité
électronique par transformée de Fourier inverse. Le probleme de la phase peut étre résolu par

phasage expérimental ou par remplacement moléculaire.

Une méthode de phasage expérimental est le phasage par diffusion anomale. La
position des diffuseurs anomaux dans le cristal peut étre déterminée grace a I'excitation du
cristal a une longueur d’onde particuliére, proche du seuil d’absorption du diffuseur anomal.
Cette technique nécessite I'obtention de cristaux de la protéine d’intérét en présence d’un
diffuseur anomal. Une premiére stratégie de cristallisation de la protéine ClbK-PKS sous forme
sélénométhionée a été testée. Une deuxiéme stratégie de co-cristallisation avec deux

cristallophores, fournis par Eric Girard (IBS), a été investiguée (Engilberge et al., 2017).

Le probleme de la phase peut également étre résolu par remplacement moléculaire
(Dodson, 2021). Cette méthode nécessite une structure d’une protéine homologue ayant une
identité de séquence supérieure a 30 %. Le programme Phaser (McCoy et al., 2007) a permis
la résolution du probléme de la phase en utilisant le modele de CIbK-PKS sans I’'ACP généré
par AlphaFold2 (Jumper et al., 2021). La structure a ensuite été complétée grace aux
programmes de la suite CCP4 (Winn et al., 2011) par des cycles de reconstruction manuelle
par Coot (Emsley & Cowtan, 2004), d’optimisation de phase par PARROT (Cowtan, 2010) et de
reconstruction automatique par BUCCANEER (Cowtan, 2006). Plusieurs cycles de
reconstruction manuelle et d’affinement par REFMAC (Murshudov et al., 2011) ont permis
I'obtention de la structure cristallographique finale. La structure finale a été déposée sur le

site de la PDB sous le code d’accession 7ZLB.
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IX.Caractérisation structurale par diffusion des rayons X aux petits

angles (SAXS)

IX.1. Dispositif expérimental et acquisition des données

Toutes les expériences de SAXS ont été effectuées sur la ligne de lumiére BM29 de
I’'ESRF (European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble), équipée d’un détecteur
Pilatus2M, avec 'aide de Petra Pernot (ESRF) et Mark Tully (ESRF) (Pernot et al., 2013). Les
échantillons ont été illuminés par des rayons X a une longueur d’onde A = 0.992 A et le
détecteur a été positionné a 2.83 m de I’échantillon. Cette ligne de lumiere permet d’effectuer
des mesures directes (en batch) ou couplées avec une chromatographie d’exclusion (SEC-
SAXS). Pour une expérience de mesure directe, le signal de diffusion est mesuré sur deux
échantillons : un échantillon protéique et I’échantillon de tampon correspondant. La protéine
CIbK pure a été concentrée jusqu’a 50 pL a 4 mg.mL* avec un concentrateur Vivaspin 500 100
kDa (GE Healthcare) et le tampon élué a travers le concentrateur a été conservé comme
échantillon tampon. Pour une expérience de SEC-SAXS, une colonne d’exclusion de taille est
connectée a l'instrumentation du SAXS, ce qui permet d’éliminer de potentiels agrégats. Le
signal de diffusion est mesuré pour toutes les fractions éluées de la colonne, a un taux
d’acquisition d’'une image par seconde. Pour I'expérience de SEC-SAXS, 70 uL de la protéine
ClbK pure, concentrée a 9 mg.mL?, ont été injectés sur la colonne d’exclusion Superdex 200
Increase 10/300 GL, équilibrée dans le dernier tampon de purification, et la protéine a été

éluée a un débit de 0.75 mL.minL.

[X.2. Soustraction du signal de diffusion du tampon

Toutes les analyses ont été effectuées avec les logiciels ATSAS 3.0.3 développés par le
groupe de Dimitri Svergun (EMBL Hambourg) (Manalastas-Cantos et al., 2021). Contrairement
a la cristallographie aux rayons X, la technique de SAXS est une méthode de contraste :
I'intensité de diffusion mesurée sur un échantillon protéique lors d’'une expérience de SAXS
résulte de la somme de la densité électronique de la protéine en elle-méme et de celle du
tampon. L'intensité du tampon doit étre mesurée séparément a celle de la protéine dans son
tampon et doit étre soustraite a celle-ci afin d’en déduire 'intensité diffusée de la protéine en
elle-méme. Pour une expérience de SEC-SAXS, les images correspondant a I’échantillon et au

tampon sont sélectionnées grace au logiciel CHROMIXS (Panjkovich & Svergun, 2018). Le
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logiciel PRIMUS est utilisé pour établir une moyenne des images du tampon et de I’échantillon

et pour soustraire I'intensité du tampon a celle de I'’échantillon (Konarev et al., 2003).

Cette intensité aprés soustraction, I(s), dépend du vecteur de diffusion s, en nm?, qui
est défini par s = 41t sin(8)/A, avec 26 I'angle incident décrit a la Figure 36A et A la longueur
d’onde (Mertens & Svergun, 2010). La courbe log(l(s)) en fonction de s apres soustraction de

I’effet du tampon est donc le signal caractéristique de diffusion de la protéine d’intérét.

IX.3. Analyse de Guinier

A B
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Figure 39. Courbes de diffusion (A) et représentations de Guinier correspondantes (B) d’échantillons
agrégé (1), ne présentant pas d’interaction entre les particules (2) ou présentant de la répulsion entre
particules (3). Adapté de Mertens & Svergun, 2010. Rg : rayon de giration.

A trés petits angles et pour une protéine monodisperse, I'équation de Guinier est

supposée valide :

1
I(s) = 1(0) exp (—§R9252)
Avec I(0) I'intensité diffusée a angle nul et Rg le rayon de giration.

En appliquant la fonction logarithme népérien a cette équation, on obtient :

In(I1(s)) = In(1(0)) — %Rgzs2

La représentation de Guinier des données de diffusion (In(l(s)) en fonction de s?), permet ainsi
d’estimer la qualité de I’échantillon. Une courbe non linéaire est indicatrice de la répulsion ou

I'attraction entre les particules (Figure 39). Une courbe linéaire pour des valeurs de sRg<1.3
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témoigne de I'absence d’interactions entre particules. La pente de cette droite est -1/3 Rg? et
I'ordonnée a I'origine est In(1(0)) : les parameétres Rg et I(0) peuvent donc étre extraits de cette
courbe par régression linéaire. Le paramétre 1(0) peut servir a I'estimation de la masse
moléculaire de I’échantillon protéique mais nécessite une connaissance préalable de la

concentration de I'’échantillon, ce qui est difficile pour un échantillon étudié en SEC-SAXS.

IX.4. Fonction de distribution des distances

L’application de la transformée de Fourier inverse a la courbe de diffusion permet

d’obtenir une fonction dans I'espace réel, la fonction de distribution des distances P(r) :

sin sr

T'Z e}
_ 2
P(r) = 2712[0 s*I(s) - ds

Cette fonction est une représentation des distances intramoléculaires de la protéine
en solution et est un indicateur de la forme de la protéine (Figure 40). La dimension maximale
de la protéine (Dmax) est lue a I'intersection de la courbe avec I’axe des abscisses. Par exemple,
la fonction de distribution des distances d’une protéine globulaire est une gaussienne
présentant un maximum a Dmax/2. La fonction de distribution des distances est évaluée grace

au logiciel GNOM (Svergun, 1992).

Alg — B — Figure 40. Courbes de diffusion (A) et
" ey fonctions de distribution des distances
: S 1.0 - correspondantes (B) calculées pour des
7 %% il BEPYS / formes géométriques distinctes (C).
64 & Adapté de Mertens & Svergun, 2010.
.l 0.6 4
4 4 0.4 - max
g \
0.2 4
2 B
N
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Le rayon de giration Rg et l'intensité diffusée a angle nul I(0) peuvent étre calculés

grace a la fonction de distribution des distances.

fDmax

o r2P(r)dr

Rg? =
2 fODmaxP(r)dr
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Dmax

100) = 4nf P(r)dr

0

Ces calculs sont complémentaires a ceux effectués par I'approximation de Guinier et
plus précis car ils utilisent I'ensemble de la courbe de diffusion et pas seulement la portion

aux tres petits angles.

IX.5. Graphique de Kratky
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Figure 41. Représentation de Kratky des données de diffusion. Adapté de Mertens & Svergun, 2010.
A) Courbes de  diffusion  d’échantillons de Iysozyme a  différents degrés de
dénaturation. B) Représentations de Kratky de ces mémes échantillons.

La représentation de Kratky (s?l(s) en fonction de s) est un indicateur de I'état de
repliement de la protéine. Le graphique de Kratky des protéines repliées présente un pic bien
défini a des faibles valeurs de s alors que le graphique des protéines dépliées ne présente pas
ce pic caractéristique mais plutdt une augmentation continue des valeurs de I(s)s? (Figure 41).

La représentation de Kratky est effectuée grace au logiciel PRIMUS.

IX.6. Modélisation ab initio

Les données SAXS sont généralement ambiglies, ce qui signifie que plusieurs modeles
peuvent expliquer la courbe de diffusion expérimentale. L'ambiguité des donnés pour un
échantillon monodisperse peut étre évaluée a priori grace au programme AMBIMETER
(Petoukhov & Svergun, 2015). Brievement, une bibliotheque de profils de diffusion normalisés
a été générée a partir de plus de 14000 formes topologiques. Le nombre de topologies
générant des profils de diffusion similaires a la courbe expérimentale est un indicateur de

I'ambigliité des données. Un score inférieur a 1.5 indique une forte probabilité d’obtenir un
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modele unique expliquant les données alors qu’un score supérieur a 2.5 suggere qu’il est peu

probable d’obtenir un modeéle unique expliquant les données.

A log |, relative

0

B9 O Points expérimentaux
= = Modéle initial
Modeéle final

)
o
-

Final

Figure 42. Modélisation ab initio par le logiciel DAMMIN. Adapté de Mertens & Svergun, 2010.
A) A partir d’'un modele initial, un modeéle est généré présentant une courbe de diffusion théorique
proche de la courbe de diffusion expérimentale. B) Le modele initial, de volume contraint par la
dimension maximale Dmax, €st constitué de billes arbitrairement désignées comme billes de solvant (en
bleu) ou de soluté (en jaune). A chaque cycle, ces billes sont a nouveau arbitrairement désignées comme
billes de solvant ou de soluté jusqu’a obtenir un modele compact dont la courbe de diffusion présente
un écart minimal avec la courbe de diffusion expérimentale.

Des modeles en trois dimensions peuvent étre générés a partir de la courbe de
diffusion a une dimension, notamment grace aux logiciels DAMMIN/DAMMIF (Svergun, 1999 ;
Franke & Svergun, 2009). La génération d’un modele par le programme DAMMIN repose sur
un processus d’essai-erreur utilisant la méthode d’optimisation du recuit simulé (Figure 42).
Ce processus débute a partir d’'un volume initial, généralement sphérique, contraint par la
dimension maximale Dmax déterminée expérimentalement. Ce volume est occupé par des
pseudo-atomes, assignées arbitrairement comme appartenant a la protéine ou au solvant. A
chaque cycle, un nouveau modele est généré par ré-assignement d’'un pseudo-atome. Une
contrainte de pénalité impose la continuité entre les pseudo-atomes de la protéine, afin de
garantir la compaction des modeéles. L’adéquation entre la courbe de diffusion théorique du
modele final et la courbe de diffusion des données expérimentales peut étre estimée grace au
coefficient Chi2 (x?). Un autre indicateur de la qualité du modeéle est I’estimation de la masse

molaire du modele, qui peut étre comparée a la masse molaire attendue. Le programme
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DAMMIF, quarante fois plus rapide que DAMMIN, repose sur le méme principe que DAMMIN,

a 'exception du volume initial, qui n’est pas contraint.

Pour ClbK, vingt modeles ont été générés par le programme DAMMIF. Lorsque
I'ambigliité des données est élevée, il est conseillé de regrouper les modeles ab initio en
différents clusters grace au programme DAMCLUST (Petoukhov et al., 2012). Les modeéles sont
d’abord tous comparés deux a deux et la similarité entre chaque couple de modéle est
quantifiée grace au parametre NSD (« normalized spatial discrepancy »). Les modeéles ayant
un faible NSD sont ensuite regroupés en clusters. Pour les clusters non isolés, un modele
représentatif de chaque cluster est obtenu par moyennation grace au programme DAMAVER

(Volkov et al., 2003).

Indépendamment du regroupement en clusters, un modele ab initio affiné peut étre
généré a partir des vingt modeéles préalablement générés (Volkov et al., 2003). Les modeéles
sont d’abord comparés entre eux grace a DAMSEL et les modeéles présentant un NSD éloigné
du NSD moyen sont écartés pour la suite de I'analyse. Les modéles conservés sont ensuite
alignés par DAMSUP et moyennés par DAMAVER. A partir du modéle moyenné, le programme
DAMSTART génere un modele qui sert de volume initial pour une derniére étape d’affinement

par DAMMIN.
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X. Caractérisation structurale par microscopie électronique a

transmission

X.1. Principe de la méthode
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incident  protéique ------------- O >
Carte de densité
. + Phases —

électronique

Détecteur enregistre les
Rayans X Cristal taches de diffraction
(intensités)

B Transformée Transformée
de Fourier inverse
------ T
=
<] ><]
=< =
=
) ) Détecteur 3 i
ectrons Echantillon Lentilles enregistre Fmage Structure 3D a part|'|r (Eles
vitrifié électromagnétiques _ — structureleD da.ns plusieurs
aggrandie orientations

Figure 43. Comparaison schématique des techniques de cristallographie aux rayons X (A) et de cryo-
microscopie électronique (B).

La cryo-microscopie électronique (cryo-ME) est une méthode structurale qui repose
sur I'interaction entre les électrons du microscope et les atomes de la protéine. Les électrons
ayant une longueur d’onde bien plus courte que les rayons X, de I'ordre de 101> m, ils ne
limitent pas la résolution des données mais ils sont trés énergétiques et doivent donc étre
utilisés a faible dose afin de ne pas endommager I’échantillon. La technique de cryo-ME repose
sur l'utilisation de lentilles électromagnétiques, selon le méme principe que la microscopie
optique utilisant des lentilles en verre (Figure 43). Contrairement a la cristallographie aux
rayons X, I'information de phase n’est pas perdue (Saibil, 2000). Des images des particules en
deux dimensions dans différentes orientations permettent la reconstitution de la structure en
trois dimensions de la protéine. La technique de coloration négative permet la reconstruction

de la surface de la particule, a basse résolution, alors que la technique de cryo-microscopie
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électronique permet la reconstitution de la structure interne de la protéine, a moyenne ou

haute résolution.

Le vide est maintenu dans la colonne du microscope afin d’empécher l'interaction
parasite entre les électrons et les molécules de I'air : les échantillons doivent donc étre
solidifiés avant d’étre insérés dans le microscope. En coloration négative, les échantillons sont
plongés dans une solution de métaux lourds puis séchés alors qu’en cryo-ME, ils sont vitrifiés
(Figure 44).
protéine  Figure 44. Environnement de I'échantillon dans

colorant une expérience de coloration négative (A) ou de
cryo-ME (B).

carbone
cuivre

B eau vitrifiee

carbone
cuivre

X.2. Coloration négative

Les atomes constitutifs des protéines sont des atomes Iégers ayant un faible pouvoir
diffuseur. L'utilisation de colorants riches en atomes lourds permet une augmentation du
contraste. Les zones contenant seulement du colorant apparaissent noires. A l'inverse, les
zones contenant I’échantillon protéique sont moins riches en colorant et apparaissent
blanches. La protéine est donc détectée par I'absence de colorant, d’ol le nom de coloration

négative.

Les grilles de coloration négative ont été préparées grace a la technique de flottaison
sur carbone (Valentine et al., 1968). 4 uL de protéine concentrée a 0.01-0.1 mg.mL? sont
adsorbés sur un support carbone-mica. Ce support est plongé dans un bain de colorant sodium
silico tungstate (SST) pendant quelques secondes. Le mica se détache alors du carbone et le
colorant se dépose sur le carbone. Le carbone est récupéré a I'aide d’une grille en cuivre et
I’exces de colorant est séché avant visualisation au microscope. Le colorant SST a été choisi
pour son pH neutre et son grain fin, adapté aux particules non symétriques. Les expériences
de coloration négative ont été réalisées a la plate-forme de microscopie électronique de I'IBS.

Les observations sur la protéine ClbK ont été effectuées avec le microscope Tecnai 12 (FEIl) par
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Alexandre Dos Santos (IBS) et Guy Schoehn (IBS) et les observations sur la protéine ClbK-PKS-

Cy ont été effectuées par Mayara Miyachiro (IBS) avec le microscope Tecnai F20 (FEI).

L'information d’'un grand nombre de particules peut étre moyennée afin d’augmenter
le ratio signal sur bruit des images. Les classifications des particules a partir des images de
coloration négative ont été effectuées par Daphna Fenel a I'aide du programme RELION 2.1.
Les particules ont d’abord été sélectionnées manuellement, ce qui a permis de générer des

classes qui ont été utilisées comme références pour une phase de sélection automatique.

X.3. Cryo-microscopie électronique

Un inconvénient de la technique de coloration négative est I'état déshydraté de
I’échantillon. La technique de cryo-ME permet I'observation d’échantillons hydratés (Carroni
& Saibil, 2016). Les échantillons de cryo-ME sont vitrifiés, c’est-a-dire refroidis suffisamment
rapidement pour que I'’eau entourant la protéine se solidifie sans former de cristaux de glace.
L’échantillon est déposé sur la grille, qui est ensuite plongée trés rapidement dans I'éthane
liquide a -180°C. Des images des grilles sont ensuite collectées grace au microscope puis les
particules sont sélectionnées, alignées et classifiées. Un modele en trois dimensions peut alors
étre reconstruit a partir des différentes classes deux dimensions. La congélation des

échantillons et I'analyse au microscope ont été effectuées par Guy Schoehn.
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|. Etudes biochimiques et structurales de ClbK entiére

[.1. Objectifs de I'’étude de ClbK entiére

Le premier objectif de cette partie était I'obtention d’un protocole de purification le
plus simple possible, reproductible et permettant d’obtenir des quantités de protéine pure
suffisantes pour débuter des études structurales. L'étude de I'activité d’'un domaine
enzymatique de ClbK était un controle permettant de valider le protocole de purification. Un
deuxieme objectif était la détermination de I'état oligomérique de la protéine ClbK. Enfin,
I'objectif majeur de cette partie était I'étude structurale de ClbK afin d’obtenir la premiere
structure d’une protéine hybride PKS-NRPS. Le but était de tester plusieurs techniques de
biologie structurale, complémentaires entre elles, afin de déterminer une ou plusieurs

structures de CIbK et éventuellement de proposer un modéle de son cycle catalytique.

[.2. Mise en place d’un protocole d’expression et de purification de ClbK

I.2.a. Expression de ClbK

Variable Conditions testées
Vecteur d’expression  Promoteur lactose : pET-15b, Promoteur arabinose :
pET-21a pBADM-10, pBADM-30

Quantité d’inducteur 15 g.L! lactose ; 0.2 mM, 1 mM 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.2,
IPTG 2 % arabinose

Souche d’expression BL21(DE3), BL21(DE3) Bapl, BL21(DE3) pLysS, BL21(DE3) STAR,
C41(DE3)

Milieu d’expression LB, TB

Température et durée 37°C-3h, 18°C sur la nuit

d’expression

Tableau 4. Conditions d’expression de ClbK testées. Pour chaque parametre testé, la meilleure condition
est indiquée en rouge.

La mise en place d’un protocole d’expression et de purification reproductible est un
prérequis aux études structurales. Ce protocole a nécessité plusieurs mois de tests afin
d’obtenir des rendements de purification acceptables pour des études structurales. La
comparaison de I'expression de ClbK dans plusieurs conditions indique que des conditions

d’induction modérées, notamment a basse température et en présence de faibles quantités
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d’inducteurs, permettent d’induire I'expression d’'une quantité importante de ClbK (Tableau

4).
1.2.b. Lyse et chromatographie d’affinité

Le choix du tampon de lyse a fait I'objet de nombreux tests de pH, de concentration
en chlorure de sodium et d’additifs (Tableau 5). Malgré cette optimisation, une partie

significative de ClbK est perdue dans la fraction non soluble apres la lyse (Figure 45).

Variable Conditions testées

Tampon de lyse 50 mM MES pH 6, 50 mM Hepes pH 7.5

Chlorure de sodium 50 mM, 150 mM, 300 mM, 500 mM, 1 M

Agent réducteur 5 mM DTT, 10 mM B-mercaptoéthanol, 5 mM TCEP

Additif 5 % DMSO, 5 % Ethanol, 1 % Triton, 100 mM Urée, 10 %

Glycérol, 0.05-0.5 M L-arginine, 0.05 M L-glutamate, 1%
Chaps, Benzonase, tablettes d’inhibiteurs de protéases
Méthode de Colonne HisTrap, Colonne GSTrap
chromatographie d’affinité  résine Ni-IDA
Imidazole dans le tampon de 0, 2,5, 10, 20, 30 mM
lyse

Tableau 5. Conditions testées pour la lyse et la chromatographie d’affinité visant a purifier CIbK. Pour
chaque parametre testé, la meilleure condition est indiquée en rouge.

De nombreuses conditions ont également été testées pour la premiére étape de
purification de ClbK, la chromatographie d’affinité. La protéine ClbK a été fusionnée soit a une
étiquette poly-histidines, en N-terminal ou en C-terminal, soit a une étiquette GST
en N-terminal (Tableau 5). Dans les trois conditions et quelle que soit la durée d’incubation de
la protéine avec la résine correspondante, la protéine se fixe trés peu a la résine d’affinité
(Tableau 5). Ainsi, la majorité de ClbK est retrouvée dans la fraction non retenue apres
I'incubation avec la résine d’affinité (Figure 45). L'accroche de la protéine est meilleure sur
résine de nickel en batch plutot que sur colonne et I'augmentation de la quantité de résine
permet d’augmenter la quantité de ClbK retenue. L’ajout d’'imidazole dans le tampon de lyse
diminue encore la quantité de CIbK retenue sur la résine donc le tampon de lyse, utilisé pour
la lyse et les lavages, n’en contient pas (Tableau 5), ce qui conduit a un grand nombre de
contaminants dans les fractions d’élution de la chromatographie (Figure 45). Certains de ces
contaminants émettent un signal positif en Western Blot révélé avec des anticorps anti-

histidines, suggérant que ce sont des dégradations de la partie C-terminale de la protéine.
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1 mM d’EDTA, un chélateur de cations divalents indispensables a certaines protéases, est ainsi
rajouté directement dans les fractions d’élution de la chromatographie d’affinité afin de

limiter la dégradation de ClbK.

Tot Sol NR Lav MM el e2 e3

(kDa ) Figure 45. Gel SDS 7.5 % visualisant la pureté de

300 ClbK (240 kDa) aux étapes de lyse et de

250 chromatographie d’affinité sur résine de nickel.

180 Tot : fraction totale, Sol : fraction soluble, NR:

130 fraction non retenue, Lav: fraction de lavage,
MM : marqueur de masse molaire, el-e2-e3:

100 fractions d’élutions 1, 2 et 3.

70

50

40

1.2.c. Chromatographie échangeuse d’anions

Le point isoélectrique de CIbK (5.6) est bien inférieur au pH du tampon de purification
(7.5), ce qui permet de la purifier de ses nombreux contaminants par une chromatographie
échangeuse d’anions (Figure 46). ClbK étant la derniere protéine éluée de la colonne, cette

étape élimine la plupart des contaminants de ClbK.

A Profil d'élution de CIbK sur colonne Mono Q B(kDa)inj NR MM 67 68 69 70 72 75 78 81 82 83 84
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Figure 46. Deuxiéme étape de purification de ClbK (240 kDa) par chromatographie échangeuse d’anions.
A) Profil d’élution. Le pic contenant CIbK est indiqué par un astérisque rouge. B) Gel SDS 7.5 %. Inj :
fraction injectée, NR : fraction non retenue, MM : marqueur de masse molaire. Les numéros au-dessus
du gel correspondent aux volumes des fractions d’élution du profil en A. Les fractions conservées pour
la derniere étape de purification sont indiquées en rouge.

121



Résultats

1.2.d. Chromatographie d’exclusion de taille

A Profil d'élution de CIbK sur colonne Superdex 200 B(kD ) inf MM 85 9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 14
110 1 a
300 bt -
90 4 * 250 “ s =4 — - -
180 -
: - -
2 70 130
E
e 50 1 100 ==y
<§ 30 A * 70 -‘ =
10 A y 50 .S
-10 ¢ 5 10 15 20 25 40 ’ 2

Volume d'élution (mL)

Figure 47. Troisieme étape de purification de ClbK par chromatographie d’exclusion de taille. A) Profil
d’élution. Les pics contenant ClbK sont indiqués par des astérisques. B) Gel SDS 7.5 %. MM : marqueur
de masse molaire, inj : fraction injectée. Les numéros au-dessus du gel correspondent aux volumes des
fractions. Les fractions en rouge ont été conservées pour analyse ultérieure.

Une derniére étape de chromatographie d’exclusion de taille permet I'obtention d’un
échantillon pur (Figure 47). ClbK est purifiée dans un tampon 50 mM Hepes pH 7.5, 200 mM
NaCl, 5 mM DTT sur une colonne Superdex 200 Increase 10/300 GL (volume mort Vo : 8 mL).
ClbK est retrouvée dans deux pics, un pic minoritaire éluant a 8.5 mL, juste aprés le volume
mort et un pic majoritaire éluant a 10 mL. La hauteur du premier pic relativement au deuxieme
varie de 10 % jusqu’a 100 % selon la purification. La réinjection sur la méme colonne
d’exclusion du deuxiéme pic, apres concentration, conduit a la reformation des deux pics, ce

qui indique que les deux formes sont en équilibre.

Le rendement de purification est d’environ 0.1 mg de protéine pure par litre de culture.
Ce rendement étant faible et la taille de I'étiquette poly-histidines étant négligeable par
rapport a la taille totale de CIbK, il a été choisi de ne pas ajouter d’étape supplémentaire de
clivage de I'étiquette. Les tentatives de caractérisation de ClbK par spectrométrie de masse

n’ont pas abouti, probablement a cause de la masse molaire élevée de ClbK.
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[.3. Détermination de I'état oligomérique de ClbK

I.3.a. Diffusion de lumiére laser multi-angles couplée a une chromatographie

d’exclusion de taille (SEC-MALLS)

La polydispersité et I’état oligomérique de ClbK ont d’abord été étudiés grace a la
technique de SEC-MALLS. Un échantillon de ClbK pur aprés chromatographie échangeuse
d’anions (50 pL, 2 mg.mL?) a été injecté sur une colonne d’exclusion Superdex 200 (Figure 48).
Le premier pic est polydisperse, c’est-a-dire que la distribution des masses a l'intérieur du pic
est hétérogene. Les masses estimées des protéines de ce pic sont de I'ordre de plusieurs
mégadaltons, il s’agit donc d’agrégats solubles. Les agrégats, méme en trés petite quantité,
diffusent fortement la lumiére, ce qui explique la hauteur élevée du premier pic dans cette

expérience.

Figure 48. Analyse de ClbK par SEC-MALLS
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@ 03 492+ 6 kDa S delaFigure 47. Le premier pic contient CIbK
s - 100 E sous forme agrégée et le deuxieme pic
c 02 o . o
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W . . . . \
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Volume d'élution (mL)

Le deuxiéme pic est monodisperse : la distribution des masses a l'intérieur du pic est
homogene. La masse molaire estimée (= 492 kDa) est deux fois supérieure a la masse molaire
théorique du monomeére de ClbK (= 240 kDa), ce qui indique que ClbK forme un dimére en
solution. L'analyse de plusieurs échantillons de ClbK a différentes concentrations en SEC-
MALLS a confirmé ces résultats. L'état dimérique de ClbK a également été confirmé en SEC-

SAXS (voir chapitre 1.7).

Il a été montré que la protéine hybride PKS-NRPS HMWP1 forme a la fois des diméres
et des monomeres, qui se séparent sur colonne d’exclusion de taille (Sieber et al., 2002).
Aucun pic de CIbK sous forme monomérique n’a jamais été détecté par chromatographie

d’exclusion de taille, ce qui suggere que la forme dimérique de ClbK est stable.
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1.3.b. Photométrie de masse

23:; kDa Figure 49. Analyse de ClbK par photométrie
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L’état oligomérique de ClbK a été étudié avec une autre technique de biophysique, la
photométrie de masse. Cette technique est complémentaire au SEC-MALLS car elle ne
nécessite pas de colonne d’exclusion de taille et utilise trés peu d’échantillon, qui est donc
tres dilué. L’analyse d’un échantillon du pic dimérique (pic 2 de la Figure 47, astérisque rouge),
dilué dans le tampon d’exclusion de taille, montre que deux populations de ClbK coexistent :
une population de monomeres et une population de diméres (Figure 49). Ainsi, a faible
concentration, le dimere de ClbK se dissocie en monomeres. La dissociation du dimere en
monomeres a été décrite plusieurs fois pour d’autres protéines dont la forme physiologique
est dimérigque, notamment pour certaines PKS (Herbst, Huitt-Roehl, et al., 2018 ; Wang et al.,

2021 ; Bagde et al., 2021).

En résumé, I'analyse de I'état oligomérique de ClbK indique que ClbK est dimérique
mais se dissocie en monomeres a trés faibles concentrations. Les PKS sont dimériques et la
plupart des NRPS sont monomériques donc, a ce stade de I'analyse, on peut supposer que

ClbK dimérise grace a son module PKS.

[.4. Détermination de la préférence de substrat du domaine d’adénylation de ClbK

Le domaine d’adénylation de CIbK (domaine ClbK-A) catalyse deux réactions : il active
sélectivement un acide aminé (adénylation) puis il le charge sur le bras PPant du domaine PCP
(transfert). Des tests d’activité réalisés par Brachmann et al. sur le domaine ClbK-A purifié ont
montré que le substrat du domaine ClbK-A est la L-cystéine (Brachmann et al., 2015). Nous
avons testé l'activité du domaine ClbK-A en utilisant la protéine ClbK entiere comme

catalyseur. Le premier objectif était de vérifier si notre protocole de purification de ClbK
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maintenait son activité enzymatique intacte. Le deuxieme objectif était de comparer I'activité

enzymatique du domaine ClbK-A excisé et du domaine CIbK-A dans le contexte de la protéine

entiere.
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Figure 50. Test de l'activité du domaine A de ClbK par dosage du PP; libéré lors de la réaction
d’adénylation en utilisant la protéine CIbK entiere comme catalyseur. A) Evolution de I'absorbance a
360 nm en fonction du temps en présence des réactifs nécessaires au dosage et de tampon, de L-alanine
ou de L-cystéine. La pente du domaine linéaire de la courbe a servi a calculer les vitesses initiales Vo de
la figure B. B) Vitesses initiales de réaction d’adénylation mesurées pour les vingt acides aminés. Les
mesures ont été effectuées en triplicat.

Selon le dosage établi par Duckworth et al. (Duckworth et al., 2016), en présence des
composés nécessaires aux réactions, la libération de pyrophosphate inorganique (PP;) lors de
la réaction d’adénylation conduit a la disparition du 7-méthylthioguanosine (MesG) et a
I"apparition du 7-méthylthioguanine, molécule qui absorbe a 360 nm (Figure 35). Ainsi, en
présence du substrat accepté par ClbK-A, une augmentation de I’'absorbance a 360 nm traduit
I"apparition de PP; et donc la consommation du substrat par CIbK-A. En I'absence d’acide
aminé, I'absorbance a 360 nm reste stable (Figure 50A). En revanche, en présence de L-
cystéine, I'absorbance augmente de facon linéaire pendant une dizaine de minutes, jusqu’a
atteindre un plateau. Cette augmentation de I'absorbance n’est visible qu’en présence de L-
cystéine, et dans une moindre mesure de L-sérine et de L-tyrosine (Figure 50B) : le substrat de
ClbK-A est bien la L-cystéine. Ce résultat confirme I'intégrité catalytique du domaine ClbK-A
dans le contexte de la protéine entiere. Il indique également que, dans le cas de CIbK, il n’y a
pas de différence majeure entre I'activité du domaine A excisé et I’activité du domaine A dans
le contexte de la protéine entiére, méme si I'acceptation des substrats L-sérine et L-tyrosine

n’avait pas été rapportée dans le contexte de domaine CIbK-A excisé (Brachmann et al., 2015).

Les résidus du domaine A impliqués dans la reconnaissance de la L-cystéine ont été

mis en évidence grace a la structure de la NRPS PchE en présence de cystéinyl-AMP (Wang et
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al., 2022). Les neuf résidus du domaine Acore identifiés chez PchE sont conservés chez ClbK
(Figure 51), suggérant un mode de sélection du substrat conservé. De fagon surprenante,
I'analyse de séquence du domaine Acore du deuxieme module de ClbJ, dont le substrat prédit
est aussi la L-cystéine, a révélé que celui-ci présente une identité de séquence parfaite avec le
sous-domaine Acore de ClbK (Figure 51). Les autres domaines du module NRPS de ClbK et du
deuxieme module NRPS de ClbJ ne présentent pas une identité de séquence de 100 %. Une
hypothese pour expliquer cette observation serait un évenement de duplication récent du

sous-domaine Acore.
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Figure 51. Analyse d’alignements de séquences des sous-domaines Acre de PchE, ClbK et ClbJ,
effectuée par le serveur ESPript. Les résidus conférant la spécificité du sous-domaine Acore pour la
cystéine, identifiés chez PchE, sont indiqués par une étoile rouge (Wang et al., 2022). Les résidus en
blanc sur un fond rouge sont strictement conservés et les résidus dans une colonne entourée en bleu
ont des propriétés physico-chimiques similaires. Les sous-domaines Acore de ClbK et de ClbJ ont 100 %
d’identité de séquence.
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La confirmation de l'utilisation de la L-cystéine par le domaine CIbK-A était un
prérequis pour la synthése d’'une molécule stabilisant les domaines A et PCP de ClbK. En effet,
les inhibiteurs AVS ont été utilisés a plusieurs reprises pour stabiliser les domaines A et PCP
dans la conformation de thiolation (Gulick & Aldrich, 2018). Récemment, un inhibiteur
cystéine-AVS a méme été utilisé pour I'étude du complexe BmdBm2-BmdC (Fortinez et al.,
2022). Une collaboration avec des chimistes est en cours afin de synthétiser cet inhibiteur
cystéine-AVS, qui pourrait permettre de stabiliser le module NRPS de ClbK lors d’études

structurales.

[.5. Eléments suggérant la présence d’un cofacteur FMN associé a ClbK

Les échantillons concentrés de CIbK présentent une couleur jaune caractéristique
(Figure 52A). Le spectre UV-Visible d’un échantillon de CIbK pur et concentré révele deux pics
a 360 et 450 nm (Figure 52B). Ces pics sont la signature d’un cofacteur flavine (Macheroux,
1999) (Figure 52C). Il est démontré que les domaines oxydases (Ox) de NRPS utilisent un
cofacteur flavine mononucléotide (FMN) (Pang et al., 2020 ; Fortinez et al., 2022). Il est donc
probable qu’un cofacteur FMN d’E. coli s’associe au domaine CIbK-Ox durant I'expression de
ClbK et ne se dissocie pas durant sa purification. L'identité du cofacteur pourrait étre
confirmée par une expérience de chromatographie en phase liquide a haute performance
(Fortinez et al., 2022). Dans I'optique d’une étude ciblée du domaine ClbK-Ox, I'ajout de
riboflavine, le précurseur du cofacteur FMN, durant I'expression pourrait augmenter la

guantité de cofacteur FMN associée a ClbK (Skiba et al., 2018).
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Figure 52. Co-purification de ClbK avec un cofacteur flavine. A) Echantillon de CIbK concentré a environ
2 mg.mL?, avant injection sur colonne d’exclusion, présentant une couleur jaune caractéristique.
B) Spectre UV-visible d’un échantillon pur de ClbK. C) Spectres UV-Visible du cofacteur FMN sous forme
oxydée et réduite. D’aprés Macheroux, 1999.
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[.6. Essais de cristallisation de ClbK

l.6.a. Premiers tests de cristallisation

Les premiers tests de cristallisation sur CIbK ont été menés par la plate-forme de
cristallisation HTX (« High Throughput Crystallization ») de I'ISBG Grenoble. Ces essais de
cristallisation ont été effectués a 20°C et trois concentrations de ClbK ont été testées : 2.8, 5.6
et 13 mg.mL?. La concentration intermédiaire semble la plus propice a la cristallisation car
environ la moitié des gouttes réalisées avec ClbK a cette concentration étaient claires et I'autre
moitié étaient précipitées. Les seuls cristaux obtenus sont apparus aprés plus de deux mois et
ne présentaient pas de signal UV, ce qui suggére qu’il s’agissait de cristaux de sels (Figure 53).
Des tests de diffraction au diffractométre de I'IBS sur certaines conditions HTX reproduites

manuellement ont révélé que les cristaux reproduits étaient des cristaux de sel.

A B
130 pm
110 um /ﬁﬁ
0.1 M Bis-tris propane pH 7.5 0.1 M Bis-tirs propane pH 6.5
0.2 M fluorure de sodium 0.2 M fluorure de sodium
20 % PEG 3350 20 % PEG 3350

Figure 53. Exemples de cristaux obtenus par mélange de CIbK (2.8 mg.mL™) avec différentes solutions
de cristallographie (images HTX). Pour chaque condition, I'image de gauche est en lumiere visible et
celle de droite est en lumiere UV. Les cristaux sont apparus aprés 60 jours et les photographies ont été
prises apres 90 jours.

1.6.b. Comparaison de tampons pouvant stabiliser CIbK

La température Tm est un indicateur de la stabilité des protéines et peut étre mesurée
par la méthode du Thermofluor (Dupeux et al., 2011) (Figure 37). Il a notamment été montré
gue 49 % des protéines ayant une température Tm supérieure ou égale a 45° cristallisent alors
que seulement 23 % des protéines ayant une température Tm inférieure ou égale a 43°C

cristallisent. La composition du tampon impacte la Tm.

La Tm de CIbK, concentrée a 2.8 mg.mL* dans son tampon de filtration sur gel, est de
43°C, ce qui suggere que la probabilité de ClbK de cristalliser dans ce tampon est faible. Une

comparaison de la température Tm de ClbK dans 96 conditions a été menée par la plate-forme

128



Résultats

HTX. Bien qu’aucun tampon testé naugmente grandement le Tm de ClbK, d’autres effets du

tampon sur la stabilité de ClbK ont pu étre mis en évidence (Figure 54).

" Y —— 50 mM NaCl
—— 125 mM Nacl
250 mM NaCl
i —— 500 mM NaCl
- —— 750 mM NaCl
— 1M NaCl

25 3 0 45 50 55 6 65 70 75 80 0 9438

Figure 54. Courbes de dénaturation de CIbK (1 mg.mL?) en fonction de la concentration en chlorure de
sodium (NaCl). Les six tampons testés sont composés de 50 mM Hepes pH 7.5 et d’une concentration
variable en chlorure de sodium. L'augmentation de la fluorescence traduit la dénaturation de ClbK alors
gue la diminution de la fluorescence s’explique par la précipitation de la protéine. Selon les conditions,
un ou deux pics de fluorescence, indiqués par des fleches, sont observés.

Le profil de la courbe de dénaturation varie selon la concentration en chlorure de
sodium dans le tampon testé (Figure 54). A faible concentration en sel (50 et 125 mM), un pic
de fluorescence unique est observé alors qu’a partir de 500 mM de chlorure de sodium, un
deuxiéme pic apparait. Plusieurs hypotheses pourraient expliquer I'existence de ce deuxiéme
pic. Par exemple, le premier pic pourrait correspondre au dépliement d’'une partie des
domaines de ClIbK et le deuxiéme pic au dépliement du reste des domaines. A faible
concentration en sel, la précipitation de la protéine surviendrait avant le dépliement du
deuxieme groupe de domaines alors qu’a haute concentration en sel, les deux groupes de
domaines se dissocieraient successivement avant la précipitation. Les deux pics pourraient
également correspondre a la dénaturation de deux formes oligomériques de ClbK distinctes.
Les expériences de SEC-MALLS ayant montré une forme dimérique de ClbK ont été effectuées
a faible concentration en chlorure de sodium (l.3.a ci-dessus). Le premier pic correspondrait
donc a la dénaturation de la forme dimérique de ClbK et le second pic a la dénaturation de Ia
forme monomérique. Selon cette hypothése, une faible concentration en sel stabiliserait la

forme dimérique de ClbK alors qu’une forte concentration en sel favoriserait la dissociation
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du dimere. Le méme type de profil a deux pics est observable dans un tampon 100 mM citrate

pH 6.
1.6.c. Tests de cristallisation du mutant CIbK-SER

L'absence de condition de cristallisation prometteuse pour CIbK nous a conduit a
construire un mutant de ClbK, ayant une probabilité accrue de cristalliser. Nous avons utilisé
la technique de réduction d’entropie de surface (SER) (Longenecker et al., 2001), déja
employée avec succés dans I'équipe Pathogénie Bactérienne (Wong & Dessen, 2014). Cette
technique repose sur la mutation en alanines de certains résidus chargés de surface, ce qui
permet de réduire lI'entropie de surface localement et, en théorie, de favoriser la
cristallisation. Les résidus Lys1718 , Glu1719 et Glu 1721 ont été identifiés par le serveur SERp
(Goldschmidt et al., 2007) comme ayant une entropie de surface élevée. La construction ClbK-
SER a été générée par mutation de ces trois résidus localisés dans le linker précédant le

domaine Ox.

Le mutant CIbK-SER a été exprimé et purifié selon le méme protocole que la protéine
non mutée. Des essais de cristallisation ont d’abord été conduits a 20°C par la plate-forme
HTX sur un échantillon de CIbK-SER concentré a 1.8 mg.mL™. La plupart des gouttes étaient
encore claires aprés trois mois, indiquant que la concentration en protéine était trop faible
pour favoriser la cristallisation. Un deuxiéme échantillon, concentré a 3.2 mg.mL*%, a donc été
testé pour la cristallisation. Cet échantillon a été incubé avec un excés de L-cystéine, le
substrat du domaine CIbK-A. Entre la moitié et deux tiers des gouttes étaient encore claires
apres trois mois, indiquant que la concentration était encore trop faible pour favoriser la

cristallisation.

En conclusion, aucune condition de cristallisation n’a pu étre déterminée ni pour ClbK
ni pour le mutant CIbK-SER dans les conditions testées. L'incubation avec des inhibiteurs
stabilisant un ou plusieurs domaines de CIbK, par exemple la molécule cystéine-AVS, pourrait

permettre de stabiliser une conformation de ClbK et ainsi favoriser sa cristallisation.
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[.7. Analyse structurale de ClbK en solution par diffusion des rayons X aux petits angles

(SAXS)

La technique de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS), comme la
cristallographie aux rayons X, repose sur l'interaction des rayons X avec la matiére mais
I’échantillon protéique est en solution dans une expérience de SAXS et non sous forme
cristalline. La technique de SAXS permet donc de s’affranchir de I'étape limitante de
cristallisation de la protéine. En revanche, la protéine étant en solution, les différentes

conformations adoptées sont moyennées donc les informations structurales obtenues sont a

basse résolution.

I.7.a. Comparaison des expériences de SAXS en mesure directe ou en SEC-SAXS
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Figure 55. Profil de diffusion de la protéine CIbK analysée en SEC-SAXS, visualisé grace au logiciel
CHROMIXS. Les points en vert correspondent aux images choisies pour I'échantillon et les points en
rouge correspondent aux images choisies pour le tampon. Les points en gris correspondent au rayon de
giration (Rg) estimé pour chaque image de |'échantillon. Les deux pics sont équivalents aux deux pics de
la Figure 48 (pic 1: agrégat, pic 2 : dimere). A) Estimation du Rg pour I'ensemble du deuxiéme pic.
B) Estimation du Rg pour la deuxiéme moitié du deuxiéme pic. Ces images d’échantillon et de tampon
ont été utilisées pour le reste de I'analyse.

Le signal de diffusion de ClbK a été mesuré a la fois en SEC-SAXS et en batch. Pour
I’expérience de SEC-SAXS, un échantillon pur de ClbK correspondant au deuxieme pic de
filtration sur gel (70 pL & 9 mg.mL™?) a été réinjecté sur une colonne de filtration sur gel
Superdex 200. Le profil de l'intensité des fractions d’élution indique la présence de deux
espéces, qui correspondent aux formes agrégée et dimérique de ClbK (Figure 55). Le logiciel
CHROMIIXS permet le choix des images correspondant a I’échantillon protéique et au tampon.
Ce logiciel permet également I’estimation du rayon de giration (Rg) pour différentes portions
du pic d’échantillon. Le Rg estimé pour le deuxieéme pic n’est pas homogene car il est plus
élevé au début du pic qu’a la fin du pic (Figure 55A), ce qui suggére que la fin du premier pic,
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contenant des agrégats, se superpose avec le début du deuxieme pic contenant des dimeres.
Afin d’éliminer la contribution de la forme agrégée et de se focaliser sur une population
homogene et monodisperse, les images de I’échantillon ont été choisies parmi la deuxiéme
moitié du deuxiéme pic uniquement (Figure 55B). La courbe de diffusion rouge présentée
Figure 56A résulte de la soustraction des intensités moyennées pour la zone d’échantillon par

les intensités moyennées pour la zone de tampon.
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Figure 56. Comparaison des expériences de SAXS en mesure directe (batch, en vert) et en SEC-SAXS
(rouge) pour la protéine CIbK. A) Courbes de diffusion de CIbK, mesurée en batch ou en SEC-SAXS.
B) Représentation de Guinier des courbes de diffusion de ClbK en batch ou en SEC-SAXS.

L’analyse de ClbK en SEC-SAXS associée au choix adéquat des zones d’échantillon et de
tampon permettent donc de distinguer la contribution du dimére de celle de I'agrégat dans le
signal d’intensité. En revanche, la technique de SEC-SAXS dilue I’échantillon, elle diminue donc
la résolution des données. Afin d’obtenir des données a plus haute résolution, des expériences
de SAXS sur ClIbK ont aussi été menées en batch. Bien que les courbes de diffusion de ClbK en
batch et en SEC-SAXS aient globalement la méme allure, le signal aux plus petits angles varie
beaucoup entre les deux types d’expériences (Figure 56A). La représentation de Guinier se
focalise sur ces tres petits angles et la linéarité de la courbe est un bon indicateur de la qualité
de I’échantillon. La courbe de Guinier de I'échantillon de ClbK mesuré en SEC-SAXS est linéaire,
ce qui indique I'absence d’interactions entre particules dans cet échantillon (Figure 56B,
courbe rouge). En revanche, la courbe de Guinier n’est pas linéaire pour I’échantillon mesuré
en batch, ce qui suggere la présence d’agrégats (Figure 56B, courbe verte). La technique de
SAXS en mesure directe n’est donc pas adaptée pour I’étude de ClbK concentrée, les résultats
qui suivent porteront donc sur I'analyse de ClbK en SEC-SAXS. Les données ont été coupées

aprés 1.7 nm car le signal est trés bruité au-dela de cette valeur (Figure 56A).
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I.7.b. Détermination des paramétres structuraux

La pente de la portion linéaire de la courbe de Guinier donne accés au rayon de giration

de la protéine, qui est de 7.95 + 0.02 nm pour ClbK (Figure 56B). Cette distance correspond au

rayon gu’aurait la protéine si elle avait la forme d’une sphére. Le rayon de giration extrait de

la fonction de distribution des distances est de 8.2 nm, ce qui est légérement plus élevé que

celui extrait de la courbe de Guinier. A titre de comparaison, le Rg estimé pour la PKS di-

modulaire DEBS3 (MM =2 x 334 kDa) est de 8.3 £ 0.2 nm.
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Figure 57. Fonction de distribution des distances de
ClbK. Dmax est la dimension maximale de la protéine.

La fonction de distribution des distances est la fonction de représentation des

distances intramoléculaires. La forme de la courbe est caractéristique de la forme de la

protéine et cette courbe donne acces a la dimension maximale (Dmax) de la protéine (Figure

40). Pour ClbK, la courbe présente un maximum a environ 10 nm et un épaulement a 5 nm,

I’épaulement étant caractéristique des protéines multi-domaines (Figure 57). La forme de la

courbe suggere que ClbK a une forme plutét allongée, en ballon de rugby. La dimension

maximale de la protéine est d’environ 30 nm.
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Figure 58. Graphique de Kratky de CIbK.
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Le graphique de Kratky est un indicateur de la flexibilité de I’échantillon. Le graphique
de Kratky pour CIbK montre deux pics distincts puis décroit et ne raugmente pas ensuite
(Figure 58). Pour les protéines désordonnées, la courbe ne redescend pas jusqu’a I'axe des
abscisses et remonte ensuite. A 1.5-2 nm’, le signal de diffusion de CIbK est redescendu
jusqu’a I'axe des abscisses mais le signal est trés bruité aprés 2 nm, il est donc incertain
d’affirmer que le signal ne remonte pas ensuite. La présence des deux pics suggere toutefois
que ClbK n’a pas un comportement de « beads on a string » (collier de perles) mais adopte un

nombre limité de conformations.
1.7.c. Modélisation de CIbK

A partir des courbes de diffusion 1D, des modeles 3D de la protéine responsable du
signal de diffusion peuvent étre générés, par exemple avec le logiciel DAMMIF. DAMMIF
utilise un processus d’essai-erreur jusqu’a obtenir un modele compact dont la courbe de
diffusion théorique est la plus proche possible de la courbe de diffusion expérimentale (Figure
42). Plusieurs parameétres peuvent contraindre la géométrie des modeéles générés, telle que la
forme de la particule ou la symétrie. En I'absence de données structurales complémentaires
sur CIbK, nous n’avons pas imposé de forme particuliére. Bien que ClbK soit dimérique, nous
n’avons pas non plus imposé de symétrie P2 car une asymétrie a été démontrée chez plusieurs
PKS dimériques (Bagde et al., 2021 ; Cogan et al., 2021). Les 20 modeles ainsi générés sont

représentés a la Figure 59.

Figure 59. Modeles ab initio générés a partir des données de diffusion de ClbK. 20 modeéles ont été
générés par DAMMIF sans forme ni symétrie imposées. Modeles représentés avec Pymol. Voir la Figure
61 pour la signification des couleurs des modeéles.
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A partir de ces 20 modeles, un modele moyen a été calculé qui a servi de forme initiale
pour une étape d’affinement effectuée par le logiciel DAMMIN (Figure 60A). Ce modele,
comme les 20 modeles ab initio calculés précédemment, présente une valeur de x? basse,
inférieure a 1, indiquant que I'écart entre la courbe de diffusion théorique du modele et la
courbe de diffusion expérimentale est faible (Figure 60B).
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Figure 60. Modele ab initio affiné de CIbK en solution généré par DAMMIN. A) Le modéle selon trois

orientations, représenté avec Chimera. B) Ce modeéle explique tres bien les données de diffusion de ClbK
(x?=0.94).

L'indice du x? n’est pas un gage absolu de la fiabilité du modeéle. En effet, les données
SAXS présentent une certaine ambiglité : plusieurs modéles peuvent expliquer la courbe de
diffusion des données (Figure 59). Le score d’ambiguité des données de diffusion de ClbK,
calculé grace au programme AMBIMETER, est de 2.6, ce qui indique que les données sont
ambigies. Pour des données ayant un score d’ambiglité supérieur a 1.5, un regroupement
des modeles en clusters est conseillé. Le programme DAMCLUST a permis de regrouper les
modeles les plus proches entre eux en différents clusters et de générer un modéele moyen
représentatif de chaque cluster. Deux des vingt modéles n’ont été inclus dans aucun cluster et

les 18 autres modeles ont été regroupés en quatre clusters (Figure 61).
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Figure 61. Modeles ab initio représentatifs de chaque cluster de ClbK. Les 20 modéles de la Figure 59
ont été comparés et regroupés en clusters par DAMCLUST. Le nombre de modeéles contenus dans
chaque cluster est indiqué et les modéles contenus dans chaque cluster sont représentés de la méme
couleur dans la Figure 59 et |a Figure 61. Modeéles représentés avec Pymol.

Malgré la grande diversité des modéles, des caractéristiques communes peuvent étre
déduites de la comparaison des modeles représentatifs de chaque cluster et du modéle affiné
par DAMMIF. Premierement, la forme et le volume des modéles confirment |'état dimérique
de CIbK. En effet, les masses molaires estimées pour les modeles ab initio sont d’environ 430
kDa, ce qui est proche de la masse molaire de la forme dimérique de CIbK, 480 kDa. Bien que
la symétrie P2 n’ait pas été imposée, cette symétrie est visible dans les modeles. Tous les
modeles présentent un coeur compact et selon les clusters, entre deux et quatre extrémités
allongées rattachées a ce coeur. Ces extrémités sont recourbées et isolent des cavités
ressemblant aux chambres catalytiques décrites pour les PKS, fermées dans certains modeles
et ouvertes dans d’autres. Le modele de ClbK présenté en discussion prendra en compte ces

éléments.
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[.8. Observation de ClbK en microscopie électronique

La biologie structurale des NRPS/PKS a grandement bénéficié de la révolution de la
microscopie électronique. En effet, une grande partie des structures de NRPS/PKS multi-
domaines publiées récemment ont été obtenues par cryo-microscopie électronique (cryo-ME)
(Dutta et al., 2014 ; Whicher et al., 2014 ; Katsuyama et al., 2021 ; Bagde et al., 2021 ; Cogan
et al., 2021 ; Fortinez et al., 2022 ; Wang et al., 2022). La cryo-ME permet |'obtention de
structures a moyenne ou haute résolution a partir d’'une quantité d’échantillon en solution
limitée. Elle est adaptée aux protéines adoptant plusieurs conformations, comme ClbK.
Toutefois, le nombre de conformations adoptées doit étre faible pour pouvoir les distinguer
en ME. L’étape préliminaire a I'analyse en cryo-ME est 'analyse en coloration négative, qui

fournit une premiere estimation de ’lhomogénéité de I'échantillon sur la grille de ME.

1.8.a. Premiéres observations de CIbK en coloration négative : classification et

problémes rencontrés

Des premiers tests de ME sur ClbK (deuxieme pic de filtration sur gel, Figure 48) ont
montré que I'observation de CIbK en coloration négative est optimale a une concentration de
0.02-0.05 mg.mL* par le colorant sodium silico tungstate (SST). Les images indiquent que
I’échantillon est apparemment homogéne en taille et contient peu d’agrégats (Figure 62A).

Une classification a été effectuée sur plus de 3000 particules grace au logiciel RELION
(Figure 62B). Deux populations peuvent étre distinguées : les deux-tiers des particules
forment un assemblage mesurant 10-13 nm (les trois premieres classes de la Figure 62B) et le
tiers restant est plus petit et mesure 8-10 nm (les deux derniéres classes de la Figure 62B).
Deux hypothéses pourraient justifier la présence de ces deux populations. La premiére serait
gue la population de plus grande taille serait composée des particules dimériques de ClbK
alors que la population de plus petite taille contiendrait les particules monomériques de ClbK.
Cependant, les particules de grande taille mesurent seulement 10-13 nm, ce qui correspond
a moins de la moitié de la dimension maximale (Dmax) de CIbK dimérique déterminée en SAXS.
Méme en tenant compte de la possibilité d’extrémités flexibles, ces tailles semblent trop
faibles pour des particules de quasiment 500 kDa. La deuxieme hypothése serait que les deux
populations refletent deux orientations d’une méme particule, ClbK sous forme
monomérique. Cette hypothese suggere que ClbK se dissocie en monomeéres sur la grille de
ME en coloration négative.
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Figure 62. Observation de CIbK (0.05 mg.mL?) dans son tampon de filtration sur gel en coloration
négative, colorée au sodium silico tungstate. A) Image représentative des observations de CIbK en
coloration négative. Les larges zones blanches sont des zones sans colorant. B) Classes obtenues apres
classification de plus de 3100 particules par RELION. Le nombre de particules retrouvé dans chaque
classe est indiqué sous chaque image.
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L’observation de particules de CIbK par cryo-ME a montré des particules de taille
équivalente a celles observées en coloration négative, ce qui indique que la dissociation de
ClbK en monomeéres n’est pas due a linteraction avec le colorant utilisé en coloration
négative. La dissociation du dimére pourrait étre causée par la dilution de I’échantillon en ME
mais I’échantillon utilisé en photométrie de masse était dix fois plus dilué que celui utilisé en
coloration négative et la moitié des particules étaient dimériques (Figure 49). Il semblerait
donc que l'interaction de ClbK avec la grille de ME soit responsable de la dissociation du
dimere. Ce probléme de dissociation d’un dimére en ME a déja été décrit pour certaines PKS
(Herbst, Huitt-Roehl, et al., 2018 ; Bagde et al., 2021 ; Cogan et al., 2021) mais |'optimisation

du tampon utilisé pour la ME a permis de limiter la dissociation de certains de ces diméres.
1.8.b. Observation de CIbK en absence de chlorure de sodium

La dissociation du dimere de CTB1, une PKS itérative, a été minimisée grace a une faible
concentration en chlorure de sodium (50 mM NaCl) dans I’échantillon observé en cryo-ME
(Herbst, Huitt-Roehl, et al., 2018). Les données de Thermofluor collectées sur ClbK suggéraient
également qu’une faible concentration en chlorure de sodium stabiliserait le dimere de ClbK
(Figure 54). Il a donc été décidé d’observer ClbK dans un tampon faiblement concentré en sel.
Nous avons d’abord modifié la composition du tampon de filtration sur gel utilisé pour la
derniere étape de purification de ClbK (50 mM NaCl a la place de 200 mM NacCl
précédemment). Ce protocole a fait chuter le rendement de la purification car ClbK est restée
associée a ses contaminants en filtration sur gel. Une autre stratégie a donc été adoptée : une
étape supplémentaire de dialyse dans un tampon sans sel a été ajoutée aprés la purification
de ClbK selon les trois étapes décrites précédemment. L'observation de cet échantillon en
coloration négative et en cryo-ME n’a pas permis de mettre en évidence des particules plus
grosses pouvant correspondre a des diméres de ClIbK (Figure 63A). L'analyse de cet échantillon
en photométrie de masse n’a pas non plus permis de mettre en évidence une proportion

accrue de dimeéres en absence de chlorure de sodium (Figure 63B et C).
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Figure 63. Observation de ClbK dans un tampon sans chlorure de sodium. A) Image de coloration
négative de CIbK (0.03 mg.mL™) représentative de 'observation de la protéine ClbK dans un tampon
sans chlorure de sodium, colorée au SST. B et C) Analyse par photométrie de masse d’un échantillon de
ClbK (0.007 mg.mL™) sans sel (B) et d’un échantillon (0.005 mg.mL™) contenant 200 mM NacCl (C). La
masse molaire estimée et le nombre d’événements (« counts ») enregistrés sont indiqués au-dessus de
chaque pic.

1.8.c. Observation de ClbK en présence d’agents de réticulation

Les agents de réticulation sont des molécules établissant des liaisons covalentes entre
des molécules biologiques, par exemple les protéines. Ils permettent la stabilisation de
complexes ou de diméres : le dimére de la PKS itérative LovB a par exemple été stabilisé avec
un agent de réticulation avant observation en cryo-ME afin de limiter sa dissociation en

monomeres (Wang et al., 2021).

MM 0% 0.01% 0.05% 0.2% MM Figure 64. Gel en conditions

dénaturantes visualisant I'effet du
glutaraldéhyde (GA) sur ClbK. Un gel
NuPage 3-8 % Tris-Acétate a été utilisé.
Un échantillon de ClbK pur aprés
filtration sur gel (0.15 mg.mL?) a été
incubé avec trois concentrations de GA
pendant 15 minutes.
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Un premier test de réticulation de ClbK (dans un tampon contenant 200 mM NaCl)
avec les agents de réticulation BS3, EGS et glutaraldéhyde (GA) a désigné le GA comme agent
de réticulation le plus prometteur. En effet, 'augmentation de la concentration en GA conduit
a la disparition de la bande de ClbK monomérique sur gel en conditions dénaturantes et a
I’apparition d’'une bande a la taille attendue pour la forme dimérique de CIbK (Figure 64). Aux
concentrations testées, 'EGS est inefficace et le BS3 n'agit que faiblement sur CIbK. La
réinjection sur colonne de filtration sur gel d’un échantillon de ClbK ponté avec 0.2 % GA n’a
pas conduit a la formation d’un pic d’agrégat. Par conséquent, I'étape de filtration sur gel a

été omise pour I'observation en ME afin de ne pas diluer I’échantillon.

L'observation en coloration négative de I'échantillon de ClbK en sortie de filtration sur
gel ponté par 0.2 % GA a confirmé I'absence d’agrégat (Figure 65A). Les images montrent que
I’échantillon est plut6t homogene mais, a part quelques exceptions, les particules ne sont pas
significativement plus grosses que dans I’échantillon non soumis au glutaraldéhyde (Figure
62A). L'analyse de cet échantillon en cryo-ME a confirmé I'absence de particule ayant une

taille compatible avec une protéine de 500 kDa.

Figure 65. Observation en coloration négative de la protéine ClbK pontée par du glutaraldéhyde (GA).
A) ClbK dans son tampon de filtration sur gel (contenant 200 mM NaCl) a été pontée par 0.2 % GA
pendant 15 minutes. Les particules entourées en rouge ont un diametre supérieur a 15 nm. B) ClbK
dialysée dans un tampon sans sel a été pontée par 0.5 % GA pendant 15 minutes.
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La stratégie de stabilisation par réticulation a aussi été employée sur un échantillon de
ClbK dans un tampon sans chlorure de sodium. Le test de réticulation de ClbK en présence de
guantités croissantes de GA a indiqué que des quantités plus importantes de GA sont
nécessaires pour ponter le dimére de ClbK en I'absence de sel. L’échantillon de ClbK sans sel
a donc été ponté avec 0.5 % GA. L'observation en coloration négative de cet échantillon
montre des particules de taille importante mais les particules sont trés hétérogenes et parfois
méme agrégées (Figure 65B). On peut supposer que la quantité plus importante d’agent de
réticulation a causé I'agrégation d’une partie des protéines. L’'hétérogénéité de I'’échantillon

pourrait étre due a la plus grande quantité de GA ou a I'absence de sel.

La réticulation en elle-méme ou couplée a I'absence de chlorure de sodium n’a donc
pas permis de stabiliser la forme dimérique de ClbK pour une étude en cryo-ME. La technique
du GraFix repose aussi sur l'utilisation d’agent de réticulation couplée a une
ultracentrifugation (Stark, 2010). L’échantillon a stabiliser est déposé au sommet d’un tube
contenant a la fois un gradient de glycérol et un gradient de GA, les plus fortes concentrations
étant au fond du tube. Ce protocole permet de séparer différentes populations d’un
échantillon apres ultracentrifugation. Ce protocole a été testé plusieurs fois sur CIbK mais n’a
pas permis de préparer un échantillon de qualité suffisante pour la ME. En effet, lors de la
plupart des tests, CIbK est retrouvée dans la fraction au fond du tube, suggérant qu’elle est
précipitée. De plus, les fractions contenant ClbK sont trés concentrées en glycérol, ce qui est

problématique pour la cryo-ME donc cette stratégie n’a pas été poursuivie.

[.9. Bilan de I"’étude de ClbK entiere et perspectives

Durant cette thése, un protocole de purification a été établi pour ClbK et ce protocole
a été validé par le test de substrat du domaine d’adénylation de ClbK. Les expériences de
biophysique ont montré que la protéine ClbK est dimérique, ce qui suggere que le module PKS
de ClbK est responsable de la dimérisation de la protéine entiére. Les premiéres études
structurales ont été menées sur ClbK, notamment une étude de SEC-SAXS qui a permis de
proposer des modeéles de cette protéine. Les premiéres tentatives de cristallisation de ClbK
n‘ont quant a elles pas abouti, probablement a cause de la flexibilité de la protéine. La

dissociation du dimére de ClbK empéche pour I'instant son analyse par cryo-ME.
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De nombreuses options sont envisageables pour tenter d’obtenir la structure de CIbK
entiere. L'une d’elle est I'utilisation d’anticorps qui pourraient a la fois permettre de stabiliser
une ou plusieurs conformations de ClbK et d’empécher la dissociation du dimere. Cette
stratégie a permis I'obtention de plusieurs structures a haute résolution des PKS Lsd14 et du
premier module de DEBS (Bagde et al., 2021 ; Cogan et al., 2021 ; Guzman & Khosla, 2022)
(Figure 25). Toutefois, ces anticorps reconnaissent principalement les hélices N-terminales de
certaines PKS, les « docking domains », absentes chez CIbK. Une collaboration est en cours
afin de synthétiser des nanocorps, des fragments d’anticorps de camélidés, dirigés
spécifiguement contre ClbK (Uchanski et al., 2020). En effet, la petite taille de ces nanocorps
et leur capacité a reconnaitre spécifiquement une région variable ont fait de ces outils un
véritable atout des études de biologie structurale. Ces nanocorps pourraient stabiliser une

conformation particuliére de CIbK et/ou stabiliser sa forme dimérique.

[.10. Choix d’une stratégie de « dissection-reconstruction » de ClbK

L'obtention de structures de NRPS/PKS contenant plus d’un module a souvent
nécessité I'étude de fragments multi-domaines de ces méga-enzymes (Reimer, Aloise,
Harrison, et al., 2016 ; Reimer et al., 2019 ; Davison et al., 2014 ; Dorival et al., 2016). Nous
avons donc décidé de découper ClbK en fragments et de tester leur stabilité afin de découvrir
les fragments les plus prometteurs pour I'obtention d’une structure a haute résolution. Ces
données structurales combinées aux données a basse résolution sur la protéine entiere
obtenues par SAXS, pourraient permettre de construire un modele de la protéine entiere. Un
autre objectif de cette approche était I'identification des éléments de CIbK nécessaires a sa

dimérisation.

Une expérience de protéolyse limitée a la trypsine a d’abord été menée afin
d’identifier des fragments stables de ClbK mais aucun fragment stable n’a pu étre mis en
évidence. Il a donc été décidé d’utiliser les structures de domaines homologues afin de
délimiter des fragments de CIbK. Huit fragments ont été construits (Figure 30) et chacun de
ces fragments a été cloné dans deux vecteurs, les plasmides pETM-11 (N-His) et pETM-30
(N-His, N-GST). Ainsi, I'expression, la solubilité et la fixation sur résine d’affinité ont été testées
pour ces huit fragments. Quatre de ces fragments ont pu étre exprimés et purifiés en quantité

suffisante pour des analyses biochimiques ou structurales (Tableau 6).
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Fragment Rendement  Etat oligomérique Cristallographie ME SEC-
purification SAXS
ClbK + Dimérique Plusieurs tests, Dissociation Oui
cristaux de sels du dimere
CIbK-PKS | +++ Monomérique en Structure Homogene Oui
solution, dimérique cristallographique mais trop
en cristallographie petit
ClbK-PKS- = +++ Monomérique Ne cristallise pas dans Non Non
LK les mémes conditions
que ClbK-PKS
ClbK-PKS- | ++ Monomérique Plusieurs tests, pas de Hétérogene Oui
Cy cristaux
ClbK-PKS- | ++ Monomérique Non Non Non
Acore
CIbK-PKS- ' 0 Non Non Non Non
Asub
ClbK- 0 Non Non Non Non
NRPScourt
ClbK- 0 Non Non Non Non
NRPSiong
ClbK-A- 0 Non Non Non Non
Ox-A

Tableau 6. Récapitulatif des expériences menées sur les différentes constructions de ClbK. Pour les
rendements de purification, +++, ++ et + signifient que plusieurs dizaines de milligrammes, plusieurs
milligrammes ou moins d’un milligramme de protéine pure par litre de culture ont été obtenus. O
indique que la protéine n’a pas pu étre purifiée. Pour les colonnes 2 a 5, non signifie que I'expérience
n’a pas été réalisée.
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Il. Etudes biochimiques et structurales de ClbK-PKS

[I.1. Objectifs de I"’étude de CIbK-PKS

La construction CIbK-PKS (85 kDa) contient les domaines KS, AT* et ACP de ClbK mais
n’inclut pas le linker connectant les modules PKS et NPRS (Figure 30). Un des objectifs de
I’étude de la construction ClbK-PKS était de vérifier si, comme attendu, le module PKS était
responsable de la dimérisation de la protéine hybride PKS-NRPS CIbK. L’autre objectif était la
détermination de la structure a haute résolution de ce module PKS. Cette structure
permettrait I'investigation des spécificités d’un module PKS a I'interface entre deux modules

NRPS (Figure 29).

[1.2. Purification de CIbK-PKS
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Figure 66. Purification de ClbK-PKS en deux étapes. A) Gel SDS 10 % visualisant la pureté de CIbK-PKS
aux étapes de lyse et de chromatographie d’affinité sur résine de nickel. tot : fraction totale, sol :
fraction soluble, NR : fraction non retenue, L1-L2-L3 : fractions de lavage 1, 2 et 3 avec du tampon de
lyse contenant 0, 10 et 20 mM d’imidazole, MM : marqueur de masse molaire, el-e2-e3 : fractions
d’élution 1, 2 et 3. B) Profil d’élution de CIbK-PKS en filtration sur gel. Les pics indiqués par des
astérisques contient CIbK-PKS. C) Gel SDS 10 % attestant de la pureté de ClbK-PKS apres filtration sur
gel. Les numéros au-dessus du gel correspondent aux volumes des fractions du profil en B).

Le fragment CIbK-PKS s’exprime en grande quantité, en particulier dans le milieu
d’auto-induction. Cette protéine est soluble et s’accroche bien a la résine d’affinité quelle que
soit l'étiquette présente en N-terminal. L’échantillon est suffisamment pur apres
chromatographie d’affinité pour étre directement injecté sur colonne de filtration sur gel
(Figure 66A). 5 mL de la fraction d’élution la plus concentrée (5 mg.mL?) sont injectés sur une
colonne Superdex 200 de 120 mL. Le profil d’élution présente un pic minoritaire a 50 mL et un
pic largement majoritaire a 72 mL (Figure 66B). Bien qu’un contaminant de 50 kDa soit

retrouvé dans les derniéres fractions du pic majoritaire, ce protocole permet d’obtenir environ
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40 milligrammes de protéine pure par litre de culture (Figure 66C). L'étiquette poly-histidines

n’a pas été coupée pour les premieres caractérisations de ClbK-PKS.

[1.3. Détermination de I'état de modification post-traductionnelle de CIbK-PKS
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Figure 67. Analyse de CIbK-PKS par spectrométrie de masse (méthode LC-ESI TOF). A) Spectre de masse
de CIbK-PKS. B) Spectre déconvolué.

Une analyse de ClbK-PKS par spectrométrie de masse a été menée afin de confirmer
I'identité de la protéine purifiée et son état de modification post-traductionnelle. En effet, la
protéine ClbK-PKS, comme ClbK, est exprimée dans la souche BL21(DE3) Bap1 d’E. coli (Pfeifer
et al., 2001) qui exprime aussi une PPTase ajoutant un bras PPant sur une sérine conservée
des domaines CP (Figure 13). La masse observée pour CIbK-PKS présente un excédent de 343
Da par rapport a la masse attendue pour la forme apo de CIbK-PKS (Figure 67). Cet excés de
masse correspond a la masse attendue pour le bras PPant, ce qui indique que ClbK-PKS est

purifiée sous sa forme holo.
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[1.4. Détermination de I"état oligomérique de ClbK-PKS

L’état oligomérique de CIbK-PKS, comme celui de CIbK entiére, a été étudié par SEC-

MALLS (Figure 68). La protéine a été concentrée a 12 mg.mL* avant injection de 50 pL sur une
colonne Superdex 200 (25 mL). Les deux pics observés sont monodisperses. La masse molaire
estimée pour le pic majoritaire, a 13.5 mL, est d’environ 81 kDa, ce qui correspond a la forme
monomérique de ClbK-PKS (masse théorique : 89 kDa). La masse molaire estimée pour le pic

minoritaire, a 12 mL, est d’environ 171 kDa, indiquant que ce pic contient la forme dimérique

de CIbK-PKS. CIbK-PKS est donc majoritairement monomérique en solution.
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Figure 68. Analyse de ClbK-PKS par SEC-
MALLS sur colonne Superdex 200 Increase
10/300 GL (25 mL). La masse molaire
théorique du monomere de ClbK-PKS est
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L’état monomérique de CIbK-PKS est inattendu. En effet, les PKS sont généralement
dimériques : elles dimérisent notamment par le domaine KS, que ClbK-PKS possede (A. T.
Keatinge-Clay, 2012). Toutefois, la plupart des PKS contiennent d’autres éléments de
dimérisation, tels que les « docking domains » ou le domaine déshydratase par exemple
(Smithetal., 2021 ; D. Gayetal., 2013) et la dissociation de PKS dimériques a déja été observée
(Herbst et al., 2016 ; Herbst, Huitt-Roehl, et al., 2018). L’état oligomérique de ClIbK-PKS dans

le contexte de la protéine entiére sera discutée dans les sections suivantes.

[I.5. Cristallisation de ClbK-PKS

11.5.a. Premiers cristaux et premiers tests de diffraction de la protéine ClbK-PKS

Les tres bons rendements de purification de CIbK-PKS ont permis de tester de tres
nombreuses conditions de cristallisation pour cette protéine. Au total, plus de quarante boites
de cristallisation 24 puits ont été utilisées afin de tester une large gamme de conditions de
cristallisation pour ClIbK-PKS. Les premiers tests de cristallisation ont été menés par la plate-

forme HTX sur la protéine CIbK-PKS concentrée a 5, 15 et 25 mg.mL™. Les cristaux les plus
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prometteurs sont apparus a 15 et 25 mg.mL, en quelques jours, dans la condition 0.1 M MMT
pH 7, 25 % PEG 1500 (Figure 69). Ces cristaux émettaient un signal en lumiére UV, indiquant

gu’il ne s’agissait pas de cristaux de sel mais bien de cristaux de protéines (Figure 69).

Figure 69. Premiers cristaux de la protéine ClbK-PKS
(15 mg.mL™). La condition de cristallisation est 0.1 M
MMT pH 7, 25 % PEG 1500. Les cristaux sont apparus
en moins de deux jours et les photographies en
lumiéere visible (en haut) et UV (en bas) ont été prises
aprés 10 jours.

Les conditions de cristallisation décrites dans le paragraphe précédent ont été
reproduites et optimisées en plaques 24 puits en utilisant la technique de la goutte suspendue.
Les cristaux ont pu étre reproduits manuellement en diminuant la concentration de I'agent
précipitant par rapport a la concentration initiale (0.1 M MMT pH 7, 15 % PEG 1500). Les
premiers tests de diffraction de ces cristaux ont été menés sur la ligne ID30A-3 de I'ESRF.
Malgré une apparente homogénéité, les cristaux de ClbK-PKS diffractent les rayons X de fagon
trés hétérogene. En effet, dans la méme goutte de cristallisation, certains cristaux n’ont pas

diffracté les rayons X alors que d’autres les ont diffractés a une résolution variant de 4 & 10 A.

De trés nombreux parametres de cristallisation ont été testés afin d’augmenter la
résolution des données de diffraction. L'effet de la température, de la nature du tampon, du
pH du tampon, de la nature du PEG, de la concentration en PEG, de la concentration en
chlorure de sodium et de I'ajout d’additifs ont été testés. Au total, plus d’'une cinquantaine de
cristaux ont été testés pour la diffraction a I'ESRF mais aucun cristal de CIbK-PKS n’a diffracté

a une résolution meilleure que 4 A.
11.5.b. Tests de cristallisation de la protéine mutée CIbK-PKS-S747A

Dans le but d’obtenir des cristaux de ClbK-PKS diffractant a plus haute résolution, un
mutant CIbK-PKS-S747A a été généré. Bien que la protéine ClbK-PKS soit exprimée dans la

souche BL21(DE3) Bap1 (Pfeifer et al., 2001) et que la spectrométrie de masse ait confirmé la
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présence du bras PPant sur ClbK-PKS (Figure 67), il est possible qu’une minorité de ClbK-PKS
ne soit pas modifiée post-traductionnellement. Le mélange de formes apo et holo de la
protéine ClbK-PKS pourrait générer des imperfections dans le cristal et ainsi diminuer la
qualité des données de diffraction. Par exemple, les cristaux de la PKS Lsd14 purifiée sous
forme holo diffractent peu les rayons X alors que les cristaux de la méme protéine purifiée
sous forme apo les diffractent a 2.4 A (Bagde et al., 2021). Une facon de ne travailler qu’avec
la forme apo d’une protéine NRPS/PKS est de muter en alanine la sérine modifiable par le bras

PPant (Tanovic et al., 2008 ; Katsuyama et al., 2021).

Le mutant CIbK-PKS-S747A a été exprimé et purifié dans des conditions quasi-
identiques a la protéine non mutée. Le mutant a été exprimé dans la souche BL21(DE3) plutét
que la souche BL21(DE3) Bap1l employée pour la protéine non mutée et la concentration de
chlorure de sodium dans le tampon de filtration sur gel a été diminuée de 150 mM a 50 mM.
Le profil de filtration sur gel et le rendement de purification sont les mémes que pour la
protéine non mutée (Figure 66). Des tests de cristallisation ont été menés par la plate-forme
HTX sur ce mutant, concentré a 5, 15 et 25 mg.mLL. Ces tests, ainsi que des tests dans des
boites 24 puits, ont montré que le mutant ClbK-PKS-S747A ne cristallise pas dans les
conditions de cristallisation de la protéine non mutée. Des conditions de cristallisation
différentes n’ont pas non plus pu étre mises en évidence a partir de ces premiers tests de
cristallisation. Le Tm de la protéine mutée concentrée a 15 mg.mL? est seulement de 39°C
alors que la protéine CIbK-PKS non mutée présente un Tm de 44°C a la méme concentration.
Ceci suggere que la mutation S747A diminue la stabilité de la protéine CIbK-PKS. L’étude de la
stabilité de CIbK-PKS-S747A dans différents tampons par Thermofluor n’ayant pas permis de
mettre en évidence un tampon stabilisant ce mutant, les tests de cristallisation sur ce mutant

n’ont pas été poursuivis.

I1.5.c. Cristallisation et diffraction des cristaux de CIbK-PKS aprés modification du

protocole de purification (CIbK-PKS*)

L’étiquette poly-histidines peut favoriser ou empécher la cristallisation selon Ia
protéine. Nous avons décidé de cliver I'étiquette poly-histidines de la protéine ClbK-PKS sous
forme holo et de tester la cristallisation de cette protéine, que nous appellerons ici CIbK-PKS*.
Le méme protocole d’expression et de chromatographie d’affinité que pour CIbK-PKS a été
utilisé. L’étiquette poly-histidines a ensuite été clivée par la protéase TEV et la protéine ClbK-
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PKS* générée a été purifiée par une deuxieme chromatographie d’affinité. Les fractions non
retenues sur la résine d’affinité contiennent la protéine ClbK-PKS*, qui a été purifiée par une
derniére étape de filtration sur gel (Figure 70A). Un profil d’élution similaire a celui de la
protéine CIbK-PKS est observé, indiquant que la protéine ClbK-PKS* est également
majoritairement monomérique en solution (Figure 70B). Environ 20 milligrammes de protéine
ClbK-PKS* pure par litre de culture sont obtenus avec ce protocole. La caractérisation par
spectrométrie de masse de la protéine ClbK-PKS* a indiqué que I'étiquette poly-histidines est

bien clivée et que la protéine est purifiée sous forme holo (Figure 70C).
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Figure 70. Purification de la protéine ClbK-PKS* et caractérisation par spectrométrie de masse.
A) Evaluation de la pureté de CIbK-PKS* par gel SDS 12.5 %. MM : marqueur de masse molaire, NI :
fraction avant induction, |: fraction induite, tot : fraction totale, sol : fraction soluble, 1 : fraction
d’élution de chromatographie d’affinité, 2 : fraction aprés clivage de I'étiquette poly-histidines et
chromatographie d’affinité inverse, 3 : fraction apres chromatographie d’exclusion de taille. B) Profil
d’élution de CIbK-PKS* sur colonne d’exclusion de taille. C) Spectre de la protéine ClbK-PKS* caractérisée
par spectrométrie de masse. La différence d’environ 3 kDa entre les masses observées de ClbK-PKS
(Figure 67) et ClbK-PKS* confirme le clivage de I'étiquette poly-histidines pour la protéine CIbK-PKS*.
L’écart de 360 Da entre la masse observée et la masse théorique indique que la protéine CIbK-PKS* est
produite sous forme holo.
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Les premiers tests de cristallisation menés par la plate-forme HTX sur la protéine ClbK-
PKS* ont indiqué que cette protéine cristallise a la fois dans certaines des conditions de
cristallisation de la protéine CIbK-PKS et dans de nouvelles conditions. Les nouvelles
conditions (Figure 71A) n‘ont pas pu étre reproduites manuellement. En revanche, les
conditions similaires aux conditions de cristallisation de CIbK-PKS ont pu étre reproduites
manuellement (Figure 71B). On peut noter la stabilité de la protéine CIbK-PKS*, qui cristallise
apres plusieurs semaines a 4 degrés et apres congélation-décongélation a -80°C. La diffraction
d’une centaine de cristaux a été testée sur la ligne automatique de I'ESRF, ID30-A-1 (Bowler
et al., 2015). Un de ces cristaux, obtenus a température ambiante dans la condition 0.1 M MES

pH 6.5, 19 % PEG 3350 a diffracté les rayons X a 3 A.

A

CIbK-PKS*, 15 mg.mL* ClbK-PKS*, 15 mg.mL™
0.1 M Bicine pH 9 0.1 M MES pH 6.5
10 % PEG 20000 15 % PEG 3350

2 % 1,4-Dioxane

Figure 71. Cristaux de la protéine ClbK-PKS*. A) Cristaux obtenus par la plate-forme HTX. Les cristaux
sont apparus en moins de deux jours et la photographie a été prise apres six jours en lumiere visible a
gauche et lumiére UV a droite. B) Cristaux obtenus apres optimisation en plaque 24 puits. Les cristaux
sont apparus en moins de deux jours et la photographie a été prise aprés cing jours.

[1.6. Résolution de la structure de ClbK-PKS*

Afin de résoudre le probléme de la phase, des méthodes de phasage expérimental par
diffusion anomale ont d’abord été testées. La protéine CIbK-PKS a été produite sous forme
sélénométhionée et la caractérisation de la protéine par spectrométrie de masse a montré
que les 19 méthionines de la protéine native sont des sélénométhionines dans la protéine
sélénométhionée. Les essais de cristallisation menés par la plate-forme HTX n’ont pas mis en
évidence de condition de cristallisation pour cette protéine. En paralléle, des tentatives de co-
cristallisation de CIbK-PKS avec deux molécules de cristallophores ont été menées (Engilberge
et al, 2017). Les tests de cristallisation par la plate-forme HTX ont montré que les

cristallophores induisent la précipitation de la protéine CIbK-PKS dans la plupart des gouttes.
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Figure 72. Modéles du module PKS de ClIbK générés par AlphaFold2, alignés sur le domaine KS. Le pLDDT
est un indicateur de la confiance que I'on peut accorder au modele.

Une stratégie de remplacement moléculaire a ensuite été testée pour résoudre la
structure de CIbK-PKS*. Les parametres de mailles suggéraient que l'unité asymétrique
contenait six molécules de ClbK-PKS*. L’absence d’homologues pour le domaine ClbK-AT* et
le nombre élevé de molécules dans la maille rendaient le remplacement moléculaire tres
compliqué. Des modeéles de CIbK-PKS* ont donc été générés avec le logiciel AlphaFold2 afin
d’obtenir un bon modele de remplacement moléculaire. Parmi les cing modeles générés,
guatre présentent un bon score associé a la prédiction, avec un pLDDT avoisinant les 0.90
(Figure 72). Dans ces quatre modeéles, le di-domaine KS-AT* se superpose bien mais le
domaine ACP occupe des positions légerement différentes entre les modeéles. L'utilisation
d’un modéle tronqué sans le domaine ACP comme modéle de remplacement moléculaire a
permis la résolution de la structure de ClIbK-PKS*. Les statistiques des données de diffraction
et d’affinement pour le meilleur jeu de données de CIbK-PKS* sont résumées dans le Tableau

7.

Données de diffraction

Résolution (A) 48.98-3.0 (3.107-3.0)
Groupe d’espace C2221

Paramétres de maille (A) 188.52 234.51 257.79 90 90 90
Réflexions totales 223372 (22191)
Réflexions uniques 113539 (11185)
Redondance 2.0(2.0)
Complétude (%) 99.65 (99.19)

I/ol 7.32(0.39)

Wilson facteur B (A2?) 121.67

R-merge 0.09687 (2.017)
CC1/2 0.995 (0.157)
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Affinement

Réflexions utilisées 113466 (11185)
R-work 0.2189 (0.4148)
R-free 0.2576 (0.4495)
Résidus 2891

Rmsd liaisons (A) 0.014

Rmsd angles (°) 2.20
Ramachandran favorisé (%) 83.94
Ramachandran autorisé (%) 11.41

Facteur B total (A2?) 114.51

Tableau 7. Statistiques des données de diffraction et d’affinement du meilleur jeu de données collecté
sur CIbK-PKS*. Les statistiques pour la tranche a plus haute résolution sont indiquées entre parentheses.

[I.7. Analyse de la structure cristallographigue de CIbK-PKS*

11.7.a. CIbK-PKS* dimérise par le domaine KS

Figure 73. Structure de CIbK-PKS*. Quatre
molécules sont présentes dans |'unité
660 701 787 asymétrigue, formant deux homodimeres.
Un seul domaine ACP par dimére a été
reconstruit mais cet ACP n’a pas pu étre
assigné a un monomere en particulier. KS :
cétosynthase, LD: domaine de liaison
KS-AT*, AT*: acyltransférase tronqué,
PAL : « post-AT linker », ACP : « acyl carrier
protein ».

La structure obtenue de CIbK-PKS* comprend quatre molécules dans ['unité
asymétrique, qui s’arrangent en deux homodimeéres : le dimeére AB, formé par les chaines A et
B, et le dimére CD, formé par les chaines C et D (Figure 73). Le RMSD de la superposition du
dimére AB sur le dimére CD est de 0.210 A, indiquant que les deux homodiméres sont
quasiment équivalents. Le seul élément de CIbK-PKS* participant a la dimérisation est le
domaine KS. L'alignement du dimére de KS de ClbK avec le dimére de KS du module 5 de DEBS
(PDB : 2HG4) (Y. Tang et al., 2006) et d’OzmQ-KS1 (PDB : 40QJ) (Lohman et al., 2015) indique
un RMSD de 0.947 A et 0.747 A respectivement. Linterface de dimérisation de ClbK-PKS* est
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donc similaire a I'interface de dimérisation des autres PKS, qu’elles soient de type cis-AT ou

trans-AT.

Les analyses de I'état oligomérique de ClbK-PKS ont montré que la protéine est
majoritairement monomérique en solution (Figure 68) alors que ClbK-PKS* est dimérique dans
le cristal. On peut supposer que CIbK-PKS* est en équilibre monomeére-dimere en solution et
que, dans les conditions de cristallisation décrites précédemment, le dimere cristallise
préférentiellement au monomere, favorisant ainsi I’équilibore monomeére-dimére dans le sens
de la dimérisation. L'interface de dimérisation conservée avec les autres PKS suggére que le
dimére observé en cristallographie n’est pas un artefact de cristallisation. Bien que la surface
de dimérisation du domaine KS de ClbK-PKS* (2070 A2) soit comparable aux surfaces de
dimérisation d’autres domaines KS, I'architecture dimérique des autres PKS repose souvent
sur d’autres éléments de dimérisation que le domaine KS, tels que les « docking domains »
N-terminaux et C-terminaux ou le domaine déshydratase (Smith et al., 2021 ; A. Keatinge-Clay,
2008). L'absence d’éléments de dimérisation autres que le domaine KS chez CIbK-PKS*

pourrait expliquer sa dissociation en monomeres en solution.

La dissociation de PKS dimériques en monomeres a été observée a plusieurs reprises.
Il a été montré que la dissociation du dimére d’une des PKS synthétisant I'érythromycine est
limitée dans un tampon concentré en phosphate ou en citrate (Cogan et al., 2021). Afin
d’évaluer l'effet du citrate et du phosphate sur la dimérisation de ClbK-PKS*, plusieurs
chromatographies d’exclusion de taille de CIbK-PKS* ont été réalisées dans différents
tampons. Le méme profil que celui observé en SEC-MALLS pour ClbK-PKS (Figure 68) est
observé pour tous les tampons sauf celui contenant 500 mM de citrate. Etonnamment, le pic
d’élution est décalé vers la fin de la colonne dans ce tampon, suggérant que la protéine est
plus petite (Figure 74A). Bien que la dimérisation de CIbK-PKS* dans le tampon citrate n’ait pu
étre observée en gel natif (Figure 74B), cette dimérisation dans le tampon citrate est suggérée
par les analyses en photométrie de masse (Figure 74C et D). En effet, dans le tampon contréle
(25 mM Hepes pH 7.5, 50 mM NaCl), CIbK-PKS* forme majoritairement des monomeres alors
que dans le tampon citrate (25 mM Hepes pH 7.5, 500 mM citrate), une quantité importante

de ClbK-PKS* dimérique est observée.

154



Résultats

50 4 C w * Jops 25 ™M Hepes pH 7.5
a
40 - & 539 counts (90 %) 50 mM Nacl
§ 30 A g 60
c ——25 mM Hepes pH 7.5 5
20 - 50 mM Nacl a0
§ 10 4 —25mM He.pes pH7.5 5
< 500 mM citrate *
0 J s 0 f T T v
T — 0 100 200 300 400 500
D 10 20 Mass [kDa]
-10 - e
Volume d'élution (mL) 87 kDa 25 mM Hepes pH 7.5
564 counts (47 %) -
B D 80 500 mM citrate
*
158 kDa
MMBSA Ctrl 165 17 17.518 18.519 19.520 2 572 counts (48 %)
- - S S~ . =
480 == 5
242 8 a0
— -
146 & MMM
66 —. 20
0

0 100 200 300
Mass [kDa]

400 500

Figure 74. Effet du tampon sur |'état oligomérique de ClbK-PKS*. A) Profils d’élution superposés de ClbK-
PKS* sur colonne Superdex 200 dans deux tampons différents. B) Gel natif des fractions de ClbK-PKS*
dans ces deux tampons. MM : marqueur de masse molaire, BSA : albumine de sérum bovin, contréle de
migration (66 et 132 kDa), ctrl : fraction la plus concentrée dans le tampon 25 mM Hepes pH 7.5, 50
mM NaCl. Les numéros des fractions en bleu correspondent aux volumes des fractions du profil
d’élution dans le tampon citrate en A. C) Analyse d’une fraction de CIbK-PKS* dans le tampon 25 mM
Hepes pH 7.5, 50 mM NaCl par photométrie de masse. D) Analyse de la fraction a 17.5 mL de CIbK-PKS*
dans le tampon 25 mM Hepes pH 7.5, 500 mM citrate par photométrie de masse. La masse molaire
estimée et le nombre d’événements enregistrés sont indiqués au-dessus de chaque pic. Masse molaire
théorique du monomere de CIbK-PKS* : 85.5 kDa. Pour les figures C et D, le pic marqué par un astérisque
vert correspond a la forme monomérique de ClbK-PKS* alors que le pic marqué par un astérisque rouge
correspond a la forme dimérique de CIbK-PKS*.

L’effet du tampon citrate, s’il est confirmé, pourrait étre utilisé pour stabiliser la forme
dimérique de CIbK-PKS* pour des études en microscopie électronique. En effet, I'observation
de ClIbK-PKS* en coloration négative a montré que la protéine est homogéene mais trop petite
pour |'étude par cryo-ME. L’'effet du citrate pourrait aussi étre évalué sur la protéine ClbK

entiere afin de stabiliser la forme dimérique de ClbK en ME.
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11.7.b. Description globale de la structure de CIbK-PKS*

_ LD ..ACP Dimére AB + ACP,
1

422 512 660 701 787

Modele
AlphaFold2

KS LD AT*

Figure 75. Superposition des deux diméres de ClbK-PKS* avec le meilleur modele généré par
AlphaFold2.

Dans la structure de CIbK-PKS*, les domaines cétosynthase (KS, résidus 1 a 421), le
domaine de liaison KS-AT (LD, résidus 422 a 511), le domaine acyltransférase tronqué (AT*,
résidus 512 a 659) et le linker post-AT (PAL, résidus 660 a 700) sont présents en quatre
exemplaires alors que seulement deux domaines « acyl carrier protein » (ACP, résidus 701 a
787) ont pu étre reconstruits. L'absence de densité électronique pour les derniers résidus du
linker post-AT (PAL, résidus 695-700 manquants) ne permet pas d’assigner les domaines ACP
a un di-domaine KS-AT. Les deux domaines ACP sont donc désignés par les chaines E et F mais
ne sont pas rattachés a une des quatre chaines KS-LD-AT*-PAL (Figure 73). La superposition
du dimére CD sur le dimere AB montre que les deux ACP ont un positionnement légerement
différent dans les deux diméres. En effet, I’ACPr est plus proche du dimére CD que I’ACPe ne
I’est du dimere AB et il faudrait une rotation de 19 degrés pour que I’ACPe se superpose a
I’ACPr (Figure 75). Ces deux positions sont nettement différentes de la position de ’ACP du
modele AlphaFold2 : il faudrait une rotation de 145 degrés pour que I’ACPr se superpose a
I’ACP du modele AlphaFold2. La pertinence de la position de I’ACP de ClbK dans le contexte de

son cycle catalytique sera discutée dans les paragraphes I.7.e et II.7.f ci-dessous.
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A DEBS module 5 B holo-PikAlll conformation |
PDB : 2HG4 EMD-5647

Figure 76. CIbK-PKS* adopte une conformation étendue. ClbK est colorée avec les mémes couleurs que
dans la Figure 73 alors que les autres protéines sont colorées en gris. A) Superposition de la structure
du di-domaine KS-AT* de ClbK sur la structure cristallographigue du di-domaine KS-AT appartenant au
module 5 de DEBS (Y. Tang et al., 2006). B) Positionnement du di-domaine KS-AT* de ClbK dans la carte
de densité électronique de PikAlll (Dutta et al., 2014).

Deux conformations distinctes ont été décrites pour les di-domaines KS-AT des
PKS cis-AT : la conformation étendue, majoritaire, notamment observée chez les protéines
DEBS et la conformation en arche, décrite chez PikAlll uniquement. CIbK-PKS* n’adopte pas
cette conformation en arche mais présente une conformation globalement étendue avec un
domaine AT* |égerement rabattu vers le domaine KS par rapport aux structures canoniques
des modules de DEBS (Figure 76). Cette position différente du domaine AT* n’est pas due a
un positionnement différent du LD, qui est quasiment superposable avec les structures
canoniques de PKS cis-AT. Le positionnement resserré du domaine AT* pourrait étre
caractéristique de ClbK ou étre une conformation adoptée par ClIbK a une étape de son cycle.
En effet, il a été montré que des positionnements différents du domaine AT au cours du cycle
du premier module de DEBS contrélent I'accessibilité au site actif du domaine KS (Cogan et al.,

2021) (Figure 25C et D).
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I.7.c. Structure et spécificités du domaine KS de ClbK
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Figure 77. Analyse d’alignements de séquences de domaines KS, effectuée par le serveur ESPript.
TAS1-KS et OzmQ-KS acceptent un substrat en provenance de NRPS, Bae-KS5 et RhikE-KS appartiennent
a des PKS trans-AT et les KS de DEBS et PikAlll appartiennent a des PKS cis-AT. La clasping loop, la dimer
interface loop et I'active site cap sont surlignées en saumon, vert pale et cyan respectivement. Les trois
résidus catalytiques sont indiqués par une étoile rouge. Les résidus de ClbK interagissant avec I’ACP
sont indiqués par des triangles bleus. Les résidus en blanc sur un fond rouge sont strictement
conservés. Dans une colonne entourée en bleu, au moins 70 % des résidus ont des propriétés physico-
chimiques similaires et ces résidus similaires sont en rouge.
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Le domaine KS de ClbK catalyse deux réactions (Figure 29). La premiére est I'amino-
acylation, c’est-a-dire le chargement du substrat donneur en provenance de ClbJ sur la
cystéine 167 du domaine KS de CIbK. La deuxieme est la condensation décarboxylative entre
le substrat donneur et le substrat accepteur, I'unité aminomalonyle chargée sur le bras PPant
de I’ACP. Le domaine KS de CIbK présente le repliement thiolase caractéristique des domaines
KS et les résidus catalytiques cystéine 167, histidine 303 et histidine 343 sont conservés (A. T.
Keatinge-Clay, 2012) (Figure 77).

TAS1 OozmQ DEBS module 5
PDB : 6KOG PDB : 40Q)

PDB : 2HG4

B2

Figure 78. Alignement structural de la principale région variable du domaine KS de ClbK avec la méme
région chez d’autres KS. Les structures secondaires de ClbK sont numérotées. La clasping loop (B2 et B3)
et I'active site cap (B8) de ClbK sont colorés en magenta alors que les régions homologues sont colorées
en saumon et cyan pour les autres domaines KS.

Une étude comparative de plusieurs domaines KS de PKS trans-AT a permis de mettre
en évidence plusieurs régions variables en séquence et en structure des domaines KS (Lohman
et al., 2015) (Figure 77 et Figure 78). L'une d’elles est la clasping loop (résidus 40 a 51 chez
ClbK) qui se replie chez ClbK en deux brins béta, les brins B2 et 3. Chez les domaines KS de
TAS1 (Yun et al., 2020) et d’'OzmQ (Lohman et al., 2015), qui sont deux domaines KS suivant
des modules NRPS, la clasping loop se replie respectivement en un brin béta unique et deux
hélices alpha (Figure 78). Chez la plupart des autres KS, la clasping loop est non structurée. Le
repliement observé uniguement chez les domaines KS en aval d’'un module NRPS pourrait étre

une adaptation spécifique aux hybrides NRPS/PKS.

Plusieurs structures de PKS ont mis en évidence le role de la clasping loop pour
I'interaction du domaine KS avec un autre domaine du méme polypeptide (Figure 79). Chez la

trans-AT RhiE, la clasping loop interagit avec le domaine de branchement non fonctionnel
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(Bretschneider et al., 2013). La clasping loop du premier module de DEBS permet I'interaction
avec le domaine cétoréductase (KR) du méme module (Cogan et al., 2021). Nous pouvons faire
I’hypothése que les brins B2 et B3 de la clasping loop de CIbK ont un réle équivalent et

interagissent avec un domaine en aval du domaine KS de CIbK.

RhiE DEBS module 1-DD*
PDB : 4KC5 PDB : 7M7)

Figure 79. Role de la clasping loop du domaine KS dans I'interaction avec d’autres domaines de PKS
chez RhikE et DEBS module 1. La clasping loop est colorée en saumon et indiquée par une fleche. B :
domaine de branchement non fonctionnel, KR : cétoréductase, Fap H et Fap L : chaine lourde et légére
d’un fragment antigen binding.

L'active site cap de CIbK (résidus 197 a 231) se replie également en un brin béta, 8,
qui se positionne a c6té du brin B3 (Figure 78). Ce brin béta est retrouvé uniquement chez les
KS qui acceptent des substrats peptidiques, dont TAS1-KS (Yun et al., 2020) et OzmQ-KS1
(Lohman et al., 2015) (Figure 77 et Figure 78). Yun et al. ont fait I’hypothése qu’un brin béta a
cette position permettrait au domaine KS d’accepter des substrats peptidiques, plus larges

que les substrats traditionnels des PKS.

L'active site cap est localisé au niveau de I'entrée interne du KS, c’est-a-dire I'entrée
du domaine KS utilisée par I’ACP accepteur, identifiée chez PikAlll (Dutta et al., 2014). Chez les
KS n’acceptant pas de substrat peptidique, I'active site cap se replie en une hélice qui obstrue
I’entrée interne du domaine KS (Figure 77, Figure 78, DEBS module 5, Figure 80). La présence

du brin B8 laisse I'entrée interne du domaine KS de ClbK béante (Figure 80) et la position de
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I’ACP a proximité de cette entrée suggere qu’elle est fonctionnelle chez ClbK. La résolution
intermédiaire des structures de PikAlll ne permet pas de déterminer si 'ouverture de I'entrée
interne de PikAlll est également permise par la présence d’un brin béta a la place d’une hélice

alpha. Uentrée de c6té traditionnelle est également ouverte chez ClbK (Figure 80).

A ClbK

entrée
de coté

entrée
interne

B DEBS module 5

Figure 80. L'entrée interne du domaine KS de ClbK n’est pas obstruée. La cystéine catalytique du
domaine KS est colorée par des sphéres rouges. A) La visualisation des cavités du domaine de ClbK
permet d’'identifier deux entrées potentielles donnant accés a la cystéine catalytique. L'entrée interne
du domaine KS de ClbK n’est pas obstruée par l'active site cap replié en un brin B8 et coloré en
magenta. B) L'entrée interne du KS du cinquieme module de DEBS (PDB : 2HG4, Y. Tang et al., 2006)
est fermée par I'hélice de I'active site cap, colorée en cyan.

Chez les domaines KS de PKS trans-AT, la nature du résidu précédant la cystéine
catalytique (X-Cys) est corrélée a la chimie du substrat donneur. Par exemple, un résidu
méthionine a cette position empéche I'acylation du KS par un substrat branché alors qu’un
résidu alanine est compatible avec un substrat donneur branché (Jenner et al., 2013). Les KS
de PKS trans-AT acceptant un substrat peptidique ont généralement un résidu asparagine a la
position X-Cys et ceux acceptant un cycle thiazole ou oxazole ont un résidu glycine ou sérine,

supposé plus petit afin d’accommoder le cycle (Kohlhaas et al., 2013). CIbK, qui accepte un
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substrat contenant un cycle thiazole en provenance de ClbJ (Figure 29), posséde effectivement
un résidu sérine a la position X-Cys. A ma connaissance, les seuls domaines KS ayant un résidu
sérine en position X-Cys sont des KS°, c’est-a-dire des domaines KS non compétents pour la
condensation car ils ne possedent pas la premiére histidine catalytique (Huang et al., 2016)
(Figure 81). Dans le cas de Lnml, il a été montré que le di-domaine KS°-ACP sert d’interface de
transition entre un module NRPS et un module PKS. Le domaine KS de ClbK possédant un
résidu sérine en position X-Cys et acceptant directement un substrat contenant un cycle

thiazole est donc un nouveau type d’interface NRPS/PKS de PKS trans-AT.

1 10 0 30 40 50 60
C1lbK MTYSESDIRIVEMN HSVAAFETVEARTECNIMDEKVTIPSN . . . v v e n G YEHMAE
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Figure 81. Analyse d’alignements de séquences de domaines KS de PKS trans-AT ayant une sérine
en position X-Cys, effectuée par le serveur ESPript. Lnm, Rhi, Chi et Dsz désignent les métabolites
leinamycine, rhizoxine, chivosazole et disorazole. Le substrat donneur de ClbK et Lnm_KS1 possede
un cycle thiazole alors que le substrat donneur des trois autres KS contient un cycle oxazole. Les
trois résidus catalytiques sont marqués par des étoiles. Le résidu sérine précédant la cystéine
catalytique est surligné en rose. A part CIbK, les autres KS sont des KS° incapables de catalyser la
condensation car elles ne possedent pas la premiere histidine catalytique (étoile bleue). Les résidus
en blanc sur un fond rouge ou rose sont strictement conservés. Dans une colonne entourée en bleu,
au moins 70 % des résidus ont des propriétés physico-chimiques similaires et ces résidus similaires
sont en rouge.
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I.7.d. Le domaine AT de ClIbK est partiellement dégénéré

A DEBS module 5 B BaeKS5 C 0zmQ
PDB : 2HG4 PDB : 5ERB PDB : 40Q)

v
LD = LD AT* .

Figure 82. Alignement structural de la région post-KS de CIbK avec les régions post-KS de DEBS module
5 (A), BaeKS5 (B) et 0zmQ (C). Les domaines de ClbK sont colorés avec les mémes couleurs qu’a la Figure
73 (LD enjaune, AT* en vert et PAL en orange). Les structures ont été alignées sur le domaine de liaison.
AT, : grand sous-domaine AT, AT, : petit sous-domaine AT. LINKS : « Laterally-INteracting Ketosynthase
Sequence ». La sérine catalytique du domaine AT de DEBS module 5 est représentée par des spheres.

Le domaine acyltransférase (AT) sélectionne un substrat, futur substrat accepteur de
la condensation, et le transfére au domaine ACP en aval du domaine KS. Le domaine AT est
subdivisé en un grand sous-domaine, AT|, et un petit sous-domaine, ATs, et la sérine
catalytique se situe a l'interface entre les deux sous-domaines (Figure 82A). Chez les PKS
cis-AT, le domaine AT est localisé en aval du domaine KS et séparé de ce dernier par un
domaine de liaison (LD). Chez les PKS trans-AT, bien que le domaine AT soit codé par une
protéine indépendante, la plupart des KS possédent également le domaine de liaison et des
insertions de taille plus ou moins conséquente a la place du domaine AT. Cette insertion peut
étre réduite a quelques hélices, comme chez BaeKS5, qui participe a la synthése de
I’antibiotique bacillaene (D. C. Gay et al., 2016) (Figure 82B et Figure 83). Chez BaeKS5, ces
hélices constituent le motif LINKS (« Laterally-INteracting Ketosynthase Sequence »), qui
s’associe de facon homotypique et permet la construction de larges assemblages de PKS. ClbK
possede une insertion bien plus large que ces hélices LINKS, similaire a I'insertion observée
chez OzmQ (Figure 82C et Figure 83). Le domaine AT tronqué de ClbK est composé d’une partie
du sous-domaine AT, et ne contient pas le sous-domaine ATs, ce qui expliqgue sa non-
fonctionnalité. Le domaine AT tronqué de ClbK, comme celui d’OzmQ, est donc probablement
un ancien domaine AT fonctionnel, en cours de dégénérescence. Il est intéressant de noter
gu’une certaine similarité de structure existe entre les domaines AT tronqués de ClbK et

d’0zmQ, ce qui pourrait suggérer une fonction commune a ce reliquat d’AT.
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Figure 83. Analyse d’alignements de séquences post-KS de trois PKS de type trans-AT, effectuée par
ESPript. Le domaine de liaison, le reliquat de domaine AT et le linker post-AT sont colorés en marron,
vert et orange. Les résidus en blanc sur un fond rouge sont strictement conservés et les résidus dans

une colonne entourée en bleu ont des propriétés physico-chimiques similaires.

Alors que l'insertion a la place du AT chez les PKS de type trans-AT est trés variable, les

linkers entourant cette insertion sont bien conservés, en séquence et en structure, entre eux,

et avec les linkers entourant I’AT des PKS cis-AT (Figure 82 et Figure 83). Le domaine de liaison

de ClbK posséde le méme repliement que les autres domaines de liaison, a I'exception du

dernier brin béta, qui est manquant chez ClbK (Figure 82 et Figure 83). Le linker post-AT de

ClbK se replie contre le domaine KS et est lui aussi superposable aux linkers post-AT des PKS

cis-AT et trans-AT (Figure 76 et Figure 82). Ceci suggere que I'absence d’'un domaine AT

fonctionnel impacte seulement la région du AT mais pas tout le module PKS. Les six derniers

résidus du linker post-AT n’ont pas pu étre modélisés faute de densité électronique, suggérant

que la fin de ce linker est flexible et donc que le domaine ACP au bout du linker adopte

plusieurs positions.
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1l.7.e. Le domaine ACP est positionné a proximité de I’entrée interne du KS

CIbK-PKS* ne possede pas de domaine de modification optionnel donc le domaine ACP
est directement connecté au domaine AT* par le linker post-AT. Deux domaines ACP sur
quatre ont pu étre partiellement reconstruits dans la structure de CIbK-PKS* : les sept derniers
résidus de I'ACPe et les treize premiers résidus de I’ACPr sont manquants. La structure
compléte du domaine ACP de CIbK peut donc étre reconstruite en superposant les deux
chaines (Figure 84). Le domaine ACP présente une architecture classique pour les domaines
« carrier protein » puisqu’il comprend les quatre hélices traditionnelles, nommées H1, H2, H3,
H4, et la sérine modifiable est localisée au début de I’'hélice H2 (A. T. Keatinge-Clay, 2012)
(Figure 84 et Figure 85).

MLSB-ACP7 TycC-PCP3
PDB : 6HOQ PDB : 1DNY

CIbK-ACP

HO

boucle |

Figure 84. Structure du domaine ACP de ClbK et alignement structural avec I’ACP7 de MSLB et le PCP3
de TycC. La structure de I’ACP de ClbK a été obtenue en superposant les structures des deux domaines
ACP, ACPg et ACP¢. La sérine modifiée par le bras PPant est représentée par des sphéres pour les trois
domaines ACP. La fleche en cyan pointe la boucle I, plus longue chez MSLB-ACP7 que chez ClbK-ACP et
TycC-PCP3.

Le domaine ACP de ClbK interagit a la fois avec des domaines PKS, la trans-AT ClbG et
le domaine KS de ClbK, et avec un domaine NRPS, le domaine de cyclisation de ClbK. La
structure de I’ACP de CIbK refléte cette versatilité NRPS/PKS puisque le domaine ACP présente
a la fois des caractéristiques de domaines ACP et PCP. En effet, ClbK posséde une hélice HO,
identifiée chez MSLB-ACP7 (Figure 84 et Figure 85), plutot typique des ACP de PKS cis-AT et
rarement retrouvée chez les domaines PCP, ACP de PKS trans-AT ou d’hybride NRPS/PKS

(Moretto et al., 2019). Aucun role n’a pour l'instant été démontré pour cette hélice HO.
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ClbK-ACP 0 Q000 000000QQ00Q00Q
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Figure 85. Analyse d’alignements de séquences de domaines « carrier protein » appartenant a des
assemblages NRPS (TycC-PCP3 et DhbF-PCP1), hybrides PKS/NRPS (CIbK-ACP, ClbC-ACP, Clbl-ACP,
HMWP1-ACP et EpoA-ACP), PKS cis-AT (DEBS-ACP2 et MLSB-ACP7) et PKS trans-AT (ZmaA-ACP1).
Analyse effectuée par ESPript. La sérine modifiée post-traductionnellement est marquée par une
étoile rouge et le motif GxxSL auquel elle appartient est surligné en orange. Les résidus de CIbK-ACP
interagissant avec le domaine KS sont marqués par un triangle bleu. Les résidus en blanc sur un fond
orange sont strictement conservés. Dans une colonne entourée en bleu, au moins 70 % des résidus
ont des propriétés physico-chimiques similaires et ces résidus similaires sont en rouge.

Des analyses bio-informatiques de centaines de séquences de domaines ACP de PKS
trans-AT ont révélé que ces ACP co-évoluent avec le domaine en aval plutét que le domaine
en amont (Vander Wood & Keatinge-Clay, 2018). Ceci semble se confirmer pour le domaine
ACP de CIbK puisque la sérine modifiée est localisée dans le motif GGHSL, typiquement
retrouvé chez les domaines PCP qui délivrent leur substrat a un domaine de condensation,
alors que les domaines ACP possédent plutot un motif GxDSL (Figure 85). On peut noter que
les domaines ACP de HMWP1 et d’EpoA, qui délivrent également leur substrat polycétide a un
domaine de cyclisation ne présentent pas un motif GGHSL mais un motif GMDSL. La boucle |
de I'ACP de CIbK, entre les hélices 1 et 2 est plus courte que la boucle | des ACP des PKS cis-AT

(Figure 84), ce qui semble aussi étre une caractéristique des PCP et n’est pas retrouvée chez
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les domaines ACP d’HMWP1 et EpoA (Figure 85). Les deux caractéristiques typiques des PCP,
le motif GGHSL et la boucle | plus courte, sont également retrouvés chez ClbC et Clbl, les deux
autres domaines ACP de I'flot pks qui délivrent leur substrat a un domaine NRPS (Figure 9 et
Figure 85). La comparaison de la séquence de CIbK-ACP avec celle de Zma-ACP, qui prend
également en charge un substrat aminomalonyl n’a pas permis de mettre en évidence de

motifs conservés entre les deux ACP (Figure 85).

Parmi les trois partenaires enzymatiques du domaine ACP de ClbK, qui sont dans
I'ordre CIbG, ClbK-KS et ClbK-Cy (Figure 29), seul le domaine CIbK-KS est présent dans la
structure de CIbK-PKS*. Afin de déterminer sile domaine ACP de CIbK pouvait se trouver dans
une conformation compatible avec la réaction de condensation catalysée par ClbK-KS, les
interfaces du domaine ACP de ClbK avec le reste du module PKS ont été déterminées grace au
logiciel PISA. Sept interfaces ont été décrites dont deux couples d’interfaces trés similaires (les
couples 1-2 et 3-5), qui different seulement par I'identité de I’ACP (Figure 86 et Tableau 8).
Selon I'interface, I’ACP contacte le domaine KS, le domaine de liaison, ces deux domaines a la
fois ou le domaine AT* (Figure 86). Bien que la densité électronique de la fin du linker post-AT
ne soit pas continue, seulement six résidus du linker ne sont pas modélisés dans la structure
de CIbK-PKS*, ce qui contraint la position du premier résidu de I’ACP, la sérine 701, a moins
de 30 A par rapport au dernier résidu reconstruit du linker post-AT, I'alanine 694. Parmi les
sept interfaces, seule l'interface 4 remplit ce critére et les distances sont compatibles avec
I"appartenance de I'ACPr a la chaine C ou D (Tableau 8). Les autres interfaces résultent
certainement de I'arrangement cristallin de ClbK-PKS*, elles ne seront donc pas décrites plus

précisément ici.
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A) Interface 1

Figure 86. Structures des interfaces entre le domaine ACP et le reste du module PKS de ClbK, établies
par PISA. Les interfaces 2 et 3 n"ont pas été représentées car elles sont tres similaires aux interfaces 1
et 5 respectivement. La sérine 747 de I’ACP est représentée par des spheres violettes. Le dernier résidu
du linker post-AT reconstruit (Ala694) ainsi que le premier résidu de I’ACP reconstruit (Ser701 pour les
interfaces 1, 5 et 6 et Lys714 pour les interfaces 4 et 7) sont représentés par des sphéres grises. Par
souci de clarté, I'autre monomere de ClbK-PKS* non contacté par I’ACP n’a pas été représenté.
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Numéro Identité Domaine(s) Interface  Distance A694- Distance A694-
ACP contacté(s) par (A?) $701-chaine S$701-autre
I’ACP contactée (A) chaine (A)
1 E KS et LD 354 50 (B) 67 (A)
2 F KS et LD 327 50 (D) 67 (C)
3 F LD 302 60 (A) 77 (B)
4 F KS 280 14 (D) 17 (C)
5 E LD 276 62 (C) 79 (D)
6 E AT* 103 81 (D) 96 (C)
7 F AT* 10 76 (B) 92 (A)

Tableau 8. Caractéristiques des interfaces entre le domaine ACP (chaine E ou F) et le reste du module
PKS de CIbK, déterminées par PISA. Les interfaces 1 et 2 sont trés similaires, de méme que les interfaces
3 et5. Lachaine E a été superposée sur la chaine F pour déterminer la distance A694-S701 des interfaces
contenant I'’ACPg, qui n’a pu étre reconstruit qu’a partir du résidu 714. Pour chaque interface, deux
distances ont été mesurées : la premiére est celle entre le premier résidu de I’ACP (Ser701) et le dernier
résidu reconstruit du PAL (Ala694) du monomere contacté par I’ACP ; la seconde est |a distance entre
la Ser701 de I'ACP et I’Ala694 du PAL du monomeére non contacté par I’ACP.

Figure 87. Détail de I'interface entre les domaines KS et ACP de CIbK (interface 4). A). La sérine 747 de
I’ACP et la cystéine 167 du KS sont représentées par des sphéres. B) Détail de la zone d’interaction
entourée en A, déterminée par PISA. Les brins B2 et B3 de la clasping loop du domaine KS sont
représentés en magenta.

Dans l'interface 4, le domaine ACP est positionné a proximité de 'entrée interne de
ClbK et interagit avec les brins B2 et B3 de la clasping loop (Figure 87). Les interactions
impliquent I'hélice H1 de I'ACP (R727 avec P43) et I'hélice H2 (Y755-T51 ; D756-T42). La

position de I'ACP a proximité de I'entrée interne du domaine KS n’a été observé a ma
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connaissance qu’une seule fois, chez PikAlll (Dutta et al., 2014). Le positionnement de la
structure de ClbK-PKS* dans la carte de densité électronique de PikAlll chargé avec un substrat
méthylmalonyl montre que le domaine ACP de CIbK occupe une position grossierement
équivalente a celle occupée par le domaine ACP de PikAlll (Figure 24, état 3 et Figure 88).
Dutta et al. ont généré des mutants des résidus de la dimer interface loop (S164W) et de
I'active site cap (N241W et D243W) bordant I'entrée interne de PikAlll afin de I'obstruer.
L’activité catalytique de PikAlll étant trés réduite chez chacun des mutants, la fonctionnalité
de l'entrée interne a été démontrée. La résolution moyenne de la carte de densité
électronique de PikAlll chargé avec du méthylmalonyl n’a pas permis d’identifier précisément
les résidus a I'interface KS-ACP. On peut toutefois noter que les résidus des domaines KS et
ACP de CIbK participant a I'interaction ne sont conservés ni avec PikAlll, ni avec les autres PKS

(Figure 77 et Figure 85).

Figure 88. Superposition de ClbK-PKS*
dans la carte de densité électronique de
PikAlll chargé avec du méthylmalonyl
(EMD-5653).

Bien que la présence du bras PPant de CIbK-PKS* ait été confirmée par spectrométrie
de masse (Figure 70C), aucune densité électronique n’est visible pour ce bras PPant dans la
structure cristallographique, ce qui suggére que ce bras est flexible. 42 A séparent la cystéine
catalytique du domaine KS et la sérine 747 modifiée par le bras PPant, ce qui surpasse la
longueur du bras PPant, d’environ 20 A (Figure 87A). Le domaine ACP n’est donc pas dans une
conformation compatible avec la réaction de condensation dans l'interface 4. Au vu de la
petite distance & parcourir par ’ACP pour que la sérine 747 se situe a moins de 20 A de Ia
cystéine 167 du domaine KS, on peut faire I'hypothése que la conformation observée en
cristallographie est représentative d’un état pré ou post-condensation par le domaine KS. Le

domaine ACPg est également positionné a proximité de I’entrée interne du domaine KS mais
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est trop éloigné pour établir des liaisons avec ce domaine. Il pourrait également étre

représentatif d’'un état pré ou post-condensation.

1.7 f. Discussion sur la position de I’ACP dans la structure de ClbK-PKS* et

perspectives

L’absence de densité électronique pour un domaine ACP par dimére de ClbK-PKS*
suggere que les deux domaines ACP n’ont pas un mouvement concerté et qu’ils adoptent
différentes positions. La position de I’ACP est contrainte par le linker post-AT, qui se positionne
contre le domaine KS. Le domaine ACP est positionné a proximité de I'entrée interne du
domaine KS et contacte une région f2- B3 du domaine KS spécifique a ClbK. La structure de
ClbK-PKS* révele donc un nouveau type d’interface KS-ACP, qui pourrait étre représentatif
d’un état pré ou post-condensation. L'absence de densité électronique pour la fin du linker
post-AT ne permet pas de définir a quelle chaine appartient 'ACP et les distances sont
compatibles avec I'appartenance de I’ACPr a la chaine C ou D (Tableau 8, interface 4). Les
travaux du Pr Khosla ont montré que le domaine ACP interagit avec le domaine KS de l'autre
chaine pour la condensation (Kao et al., 1996 ; Cogan et al., 2021). Si ce modéle est aussi
valable pour le domaine ACP de CIbK, cela signifierait que le domaine ACP¢, qui contacte le

domaine KS de la chaine D, appartiendrait a la chaine C.

La fonctionnalité de I'entrée interne de ClbK doit étre confirmée par des études
structurales en présence de substrats. En effet, plusieurs études structurales ont démontré
I'importance de la nature du substrat chargé sur le domaine ACP pour son positionnement
(Dutta et al., 2014 ; Whicher et al., 2014 ; Bagde et al., 2021). De plus, Rittner et Grininger ont
souligné que le positionnement de I’ACP a I'’entrée interne ne plagait pas le substrat dans une
conformation favorable pour la décarboxylation (Rittner & Grininger, 2014). Une structure de
ClbK-PKS avec le substrat aminomalonyl chargé sur le domaine ACP ou un analogue de
substrat du domaine KS pourrait permettre de confirmer la fonctionnalité de I’entrée interne
du domaine KS. L'utilisation d’agent de réticulation pour stabiliser 'interaction entre les
domaines ACP et KS de CIbK pourrait également offrir une vision plus précise de I'interaction

entre ces deux domaines.
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—LD-” ClbK Figure 89. Alignement structural de

422 512

holo-Lsd1a.pp* CIPKPKS® avec ho/o—Lsd14—Dp* dans la
n- “ACP  condensation conformation de condensation (PDB:
o e PDB: 7S6C 756C). Il faudrait une rotation de 178°
pour que le domaine ACP de ClbK se
déplace de sa position a I’'entrée interne
vers la position a I'entrée de c6té du KS.
La sérine conservée du domaine ACP est
représentée par des spheres.

L’alignement structural de ClbK-PKS* avec la PKS Lsd14 dans sa conformation de
condensation (Bagde et al., 2021) montre que I'entrée de c6té de ClbK-KS n’est pas obstruée
et est accessible a un domaine « carrier protein » (Figure 89). L'interaction de I’ACP avec le
domaine KS au niveau de I'entrée de coté a été décrite a plusieurs reprises (Herbst, Huitt-
Roehl, et al., 2018 ; Bagde et al., 2021 ; Cogan et al., 2021). L’ACP de ClbK devrait effectuer
une rotation de 178° pour parcourir les 40 A séparant sa position a I’entrée interne et la
position de I’ACP de Lsd14 a lI'entrée de c6té, ce qui impliquerait un mouvement du linker

post-AT pour déplacer le domaine ACP.

Une hypothese élégante serait que, comme chez PikAlll, les deux entrées séparées
serviraient a la discrimination entre les substrats donneur et accepteur (Dutta et al., 2014).
Dans cette hypothése, le domaine PCP de ClbJ, qui doit délivrer son substrat donneur a la
cystéine 167 de CIbK-KS (Figure 29), utiliserait I'entrée de c6té du domaine KS et le domaine
ACP de ClbK utiliserait I’entrée interne pour présenter le substrat accepteur au domaine KS.
Une structure du complexe entre CIbK-PKS et le domaine PCP de ClbJ chargé avec le substrat
donneur de la condensation permettrait de déterminer quelle entrée est utilisée par le

domaine PCP donneur.
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I1l. Etudes biochimiques et structurales d’autres fragments de ClbK

[11.1. Objectifs de I"’étude d’autres fragments de ClbK

Les expériences de SEC-MALLS sur ClbK entiere ont démontré I'état dimérique de cette
protéine (Figure 48). La structure cristallographique de ClbK-PKS* a révélé que le domaine KS
de ClbK est dimérique (Figure 73) mais les études biophysiques de CIbK-PKS ont montré que
cette protéine est majoritairement monomérique en solution (Figure 68). La dimérisation par
le domaine KS n’est donc pas suffisante pour maintenir le module CIbK-PKS dimérique en
solution, et a fortiori pour maintenir le di-module CIbK dimérique. L'hypothése la plus
probable pour concilier ces faits est I'existence d’un ou plusieurs élément(s) de dimérisation
qui, associé(s) a la dimérisation par le domaine KS, maintiendrai(en)t I'’état dimérique de ClbK.
Un objectif de cette partie était donc de déterminer le/les autres éléments de dimérisation de
ClbK, en testant I'état oligomérique de fragments contenant des portions du module NRPS de

CIbK.

A ce stade de I'étude, plusieurs éléments de ClbK sont en lice pour étre des potentiels
éléments de dimérisation. Des éléments de dimérisation en aval de I’ACP ont été décrits chez
PikAlll et Lsd14 (Dutta et al., 2014 ; Bagde et al., 2021). Bien que ces régions, en C-terminal
des protéines PikAlll et Lsd14, ne soient pas homologues au linker séparant le module PKS du
module NRPS de CIbK, ce linker pourrait jouer un rdéle dans la dimérisation de ClbK, a I'image
du linker MAT-DH impliqué dans la dimérisation de la mFAS (Maier et al., 2008). Jusqu’a tres
récemment, le paradigme concernant les NRPS était qu’il s’agissait de protéines
monomériques (Tanovic et al., 2008 ; Drake et al., 2016 ; Reimer, Aloise, Harrison, et al., 2016 ;
Kreitler et al., 2019 ; Reimer et al., 2019). Un des rares contre-exemples était la NRPS VibF qui
dimérise par un domaine de condensation inactif (Hillson & Walsh, 2003). Ces deux derniéeres
années, I'état dimérique de modules NRPS a été démontré pour trois protéines. Deux d’entre
elles, FMoA3 et PchE, dimérisent par le di-domaine Cy-Acore, méme si elles ne partagent pas
exactement la méme interface de dimérisation (Katsuyama et al., 2021 ; Wang et al., 2022).
Les constructions ClbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et ClbK-PKS-Acre ont donc permis d’analyser les
roles respectifs du linker PKS-NRPS, du domaine de cyclisation et du di-domaine Cy-Acore dans

la dimérisation de CIbK (Figure 30).
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Un autre but de cette partie était de poursuivre la stratégie de « dissection-
reconstruction » structurale de ClbK. La structure d’un fragment de ClbK contenant le module
PKS et un ou plusieurs domaine(s) NRPS serait la premiére caractérisation structurale d’une

protéine hybride PKS-NRPS.

[11.2. Purification des fragments CIbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et CIbK-PKS-Acore

Les trois protéines ClbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et CIbK-PKS-Acore ONt été exprimées selon
le méme protocole que ClbK-PKS. La protéine CIbK-PKS-LK (91 kDa) a été purifiée selon le
méme protocole que la protéine ClIbK-PKS, avec une pureté et un rendement de purification
comparables. Les deux protéines ClbK-PKS-Cy (141 kDa) et ClbK-PKS-Acore (187 kDa) ont été
purifiées en trois étapes, similairement a la protéine ClbK entiere (Figure 90 et Figure 91). Les
rendements de purification sont d’environ 2.5 mg par litre de culture pour CIbK-PKS-Cy et 1 mg

par litre de culture pour ClbK-PKS-Acore.
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Figure 90. Purification de la protéine ClbK-PKS-Cy (141 kDa) en trois étapes. La pureté de la protéine
CIbK-PKS-Cy a été estimée grace a des gels SDS 10 %. tot : fraction totale, sol : fraction soluble, NR:
fraction non retenue, L1-L2-L3 : fractions de lavage avec 0, 10 ou 20 mM d’imidazole, MM : marqueur
de masse molaire, el-e2-e3 : fractions d’élution 1, 2 et 3, inj : fraction injectée. Les numéros au-dessus
des gels correspondent aux volumes des fractions. Les fractions d’élution 81 et 82 de I’échangeuse
d’anions ont été injectées sur colonne d’exclusion de taille. Seules les huit premiéres fractions de la
chromatographie d’exclusion de taille ont été conservées pour les analyses biochimiques et
structurales.
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Figure 91. Purification de la protéine ClbK-PKS-Acre (187 kDa). A) Evaluation de la pureté de CIbK-PKS-
Acore par gel SDS 7.5 %. NI : fraction avant induction, | : fraction induite, tot : fraction totale, sol : fraction
soluble, 1: fraction d’élution de chromatographie d’affinité, 2 : fraction aprés chromatographie
échangeuse d’anions, 3 : fraction aprés chromatographie d’exclusion de taille, MM : marqueur de masse
molaire. B) Profil d’élution de ClbK-PKS-Acre sur colonne d’exclusion de taille. Le premier pic contient
ClbK-PKS-Acore €t les pics suivants contiennent des contaminants.

[11.3. Détermination de |'état oligomérigue des fragments ClbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et
ClbK-PKS-Acore

L'analyse de ces fragments par SEC-MALLS a montré qu’ils sont tous les trois
monomériques (Figure 92). L’addition du linker PKS-NRPS, du domaine Cy et du domaine Acore
ne permettent donc pas de rétablir I’état dimérique de ClbK en solution. Ce résultat suggere
gue ClbK possede au moins un élément de dimérisation localisé en C-terminal du sous-
domaine Acore. L'analyse par SEC-SAXS du fragment CIbK-PKS-Cy a confirmé [I'état
monomérique de cette protéine (résultats non montrés). La forme monomérique de
ClbK-PKS-Cy ne prend pas en compte la dimérisation par le domaine KS démontrée grace a la
structure de ClbK-PKS*. Les données de SEC-SAXS sur ClbK-PKS-Cy n’ont donc pas été jugées

pertinentes dans le cadre de la protéine ClbK entiére.
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Figure 92. Analyse de fragments de ClbK par SEC-MALLS. 50 pL de CIbK-PKS-LK (A, 12 mg.mL?), ClbK-
PKS-Cy (B, 3.5 mg.mL?) et CIbK-PKS-Acore (C, 2.3 mg.mL™) ont été injectés sur une colonne Superdex 200
10/300 GL (25 mL). Les masses molaires théoriques monomériques de CIbK-PKS-LK, ClbK-PKS-Cy et ClbK-
PKS-Acore sont 91 kDa, 141 kDa et 187 kDa respectivement.

Des tests d’expression et de purification du fragment ClbK-PKS-Aqub (Figure 30) ont été
menés mais ils n"ont pas permis d’établir un protocole de purification pour ce fragment. Ce
fragment, ainsi que les fragments CIbK-NRPS et CIbK-A-Ox-A ne s’accrochent pas a la résine de
nickel (Tableau 6). Tous les fragments de ClbK se purifiant correctement par chromatographie
d’affinité sont monomériques. Il semblerait donc que la dimérisation géne la fixation sur les
résines d’affinité des protéines ayant une étiquette poly-histidines. Il est également possible
que les délimitations choisies pour certaines constructions ne soient pas optimales et

empéchent la production de protéine sous forme stable.

[1I.4. Tentatives d’analyse structurale de ClbK-PKS-Cy

lll.4.a. Essais de cristallogenése

Les rendements de purification corrects pour ClbK-PKS-Cy ont permis d’envisager une
étude cristallographique de ce fragment. Des tests de cristallisation a 8 et 11 mg.mL™? ont été
menés par la plate-forme HTX. Aucune condition de cristallisation n’a pu étre mise en évidence
avec ces tests. Le Tm de la protéine dans son tampon de filtration sur gel est de 43°C. Une
expérience de Thermofluor a donc été menée afin de trouver un tampon stabilisant

ClbK-PKS-Cy. Aucun tampon ayant un effet positif net sur le Tm n’a pu étre identifié.
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I11.4.b. Observation en microscopie électronique a coloration négative

Figure 93. Observation de CIbK-PKS-Cy (0.02 mg.mL?) dans son tampon de filtration sur gel en coloration
négative, colorée au sodium silico tungstate. A) Image représentative des observations de CIbK-PKS-Cy
en coloration négative. Les zones blanches sont des zones sans colorant. B) Classes obtenues apres
classification de plus de 5800 particules par RELION.

Le fragment CIbK-PKS-Cy a été observé par microscopie électronique en coloration
négative (Figure 93). La protéine ne forme pas d’agrégat mais la classification des particules
révele un tres grand nombre de classes, qui pourraient étre attribuées a un grand nombre de
conformations adoptées par ClbK-PKS-Cy. La flexibilité de ce fragment pourrait expliquer la
difficulté a déterminer des conditions de cristallisation. Plusieurs structures de domaines de
cyclisation ou domaines équivalents ont été déterminées par cristallographie aux rayons X. I|
est donc probable que ce ne soit pas le domaine ClbK-Cy en lui-méme mais plutot la flexibilité
du linker connectant le module PKS au module NRPS qui soit responsable de la flexibilité de la
protéine ClbK-PKS-Cy. Cette flexibilité inter-modulaire a déja été décrite chez les NRPS grace
a plusieurs structures cristallographiques de fragments bi-modulaires de LgrA (Reimer et al.,

2019) et a I'observation en microscopie électronique de la NRPS DhbF (Tarry et al., 2017).

[11.5. Bilan de I"études des fragments CIbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et ClbK-PKS-Acore et

perspectives

L’analyse par SEC-MALLS des fragments ClbK-PKS-LK, CIbK-PKS-Cy et CIbK-PKS-Acore a
montré que ces fragments sont monomériques en solution, comme le module PKS de ClbK. Il
semblerait donc que le deuxieme élément de dimérisation de ClbK soit situé en aval du
domaine Acore. Les structures récemment publiées par Fortinez et al. ont prouvé |'état
dimérique de I'enzyme a activité oxydase BmdC et ont montré que la dimérisation par BmdC
permet de maintenir I'état dimérique du module NRPS BmdBwm: (Fortinez et al., 2022). Le

module NRPS de ClbK a la méme composition en domaines que le complexe BmdBm2-BmdC.
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En revanche, le domaine oxydase de ClbK ne possede pas le domaine N-terminal RREL de
BmdC participant a sa dimérisation. Les auteurs de la structure du complexe Bmdmz-BmdC ont
réussi a insérer le domaine Ox privé du domaine RREL dans BmdBwm2 et ont montré que cette
protéine est dimérique et catalytiquement active (Fortinez et al., 2022). Le domaine Ox de

ClbK est donc le meilleur candidat pour étre le deuxieme élément de dimérisation de ClbK.

Une étude structurale du fragment CIbK-PKS-Cy a été initiée, sans succes pour l'instant.
La construction ClbK-PKS-Acre pourrait aussi devenir une cible structurale et les mémes
techniques employées sur CIbK-PKS pourraient s’appliquer a ce fragment. En particulier, le
clivage de I'étiquette poly-histidines pourrait faciliter la cristallisation. Une approche
structurale par cryo-ME est aussi envisageable mais, comme pour ClbK entiére, des conditions
d’observation permettant de visualiser le dimere de ClbK-PKS-Acore doivent d’abord étre
déterminées. L’étude structurale de ce fragment pourrait bénéficier de la stabilisation par des

nanocorps, qui sont en cours de synthese.
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Résumé des informations acquises sur ClbK

Durant cette thése, une caractérisation biochimique, biophysique, enzymatique et
structurale de la protéine hybride PKS-NRPS CIbK a été menée. Deux méthodes biophysiques
ont montré que la protéine ClbK s’assemble en un dimere de quasiment 500 kDa mais se
dissocie partiellement en monomeres a faibles concentrations. L’analyse de la protéine par
SEC-SAXS a confirmé I'état dimérique en solution et a permis de déterminer certains
parameétres structuraux de ClbK, en particulier sa dimension maximale, autour de 30 nm. Des
modeles ab initio de la méga-enzyme ont été générés. Malgré une diversité de formes, ces
modeles suggérent la présence d’au moins deux chambres catalytiques. La caractérisation
structurale a haute résolution de cette méga-enzyme n’a pas été fructueuse, probablement a
cause de sa flexibilité. Une stratégie de « dissection-reconstruction » a alors été choisie afin

de se focaliser sur la caractérisation structurale de fragments de CIbK.

La structure du module PKS de CIbK (2 x 85 kDa), de type trans-AT, a été résolue par
cristallographie aux rayons X a 3 A. Cette structure a révélé que le module PKS de ClbK
dimérise par le domaine KS et adopte la conformation étendue observée classiquement chez
les PKS. La densité électronique d’un seul domaine ACP par dimére est détectée, suggérant
que les deux ACP n’adoptent pas un mouvement concerté. Le domaine ACP est positionné a
proximité de I'entrée interne du domaine KS, et interagit avec une région du domaine KS

retrouvée spécifiquement chez ClbK.

La structure a haute résolution de CIbK-PKS* pourra étre utile a la caractérisation
structurale de fragments de ClbK contenant ce module PKS et un ou des domaines NRPS,
notamment ClbK-PKS-Cy ou ClbK-PKS-Acore, dont I'étude a été initiée pendant cette thése. Des
perspectives pour obtenir la structure de CIbK-PKS* dans une conformation catalytiquement
active et d’élucider la structure haute résolution de ClbK entiere ou d’un de ses fragments ont

été proposées aux sections 1.9, I.7.f, et l1l.5 ci-dessus.

En solution, le fragment PKS, ainsi que les fragments PKS-LK, PKS-Cy et PKS-Acore sont
tous monomériques. Ces résultats, combinés a I'état dimérique de la protéine entiere,
suggerent qu’un ou plusieurs domaine(s) en C-terminal du sous-domaine Acore participe(nt) a
la dimérisation de la protéine ClbK entiere. Le domaine Ox est le meilleur candidat pour étre

le deuxiéeme élément de dimérisation de ClbK.
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Modele possible de I’architecture de CIbK

12 nm

28 nm

Figure 94. Modele de larchitecture de I'hybride PKS-NRPS ClbK. Ce modéle a été construit en
juxtaposant la structure de ClbK-PKS* déterminée durant cette thése avec la structure du dimere
Bmdm2-BmdC en conformation de thiolation, déterminée par Fortinez et al. (PDB : 7LY7), possédant la
méme composition en domaines que le module NRPS de ClbK. Les résidus 1 a 141 du domaine oxydase
BmdC ont été retirés de la structure du complexe BmdBwm,-BmdC car le domaine Ox de ClbK ne posséde
pas cette région. Par simplicité, un seul domaine ACP et un seul domaine PCP ont été représentés. Les
fleches indiguent les mouvements que doivent effectuer les domaines ACP et PCP pour interagir avec
leurs partenaires catalytiques.

La structure du module PKS de ClbK a été résolue pendant cette thése mais pas celle
de son module NRPS. Toutefois, la structure du complexe entre Bmdwmz (Cy-A-PCP) et BmdC
(Ox), possédant la méme composition en domaines que le module NRPS de ClbK, a été
dévoilée cette année (Fortinez et al., 2022) (Figure 18C). Le dimére adopte une conformation
tres étendue puisque 28 nm séparent les deux extrémités du complexe, ce qui est équivalent
a la dimension maximale de ClbK, d’environ 30 nm, déterminée par SAXS. Un modeéle de CIbK
a donc été construit en superposant la structure cristallographique de CIbK-PKS* avec la
structure du complexe BmdBm2-BmdC (Figure 94). CIbK ne posséde ni le domaine RREL de
BmdC, ni le linker suivant ce domaine donc les résidus 1 a 141 de BmdC ont été retirés. Ce

modeéle est compatible avec les modéles ab initio déterminés a partir des données SAXS

184



Discussion et perspectives

(Figure 60 et Figure 61), qui suggerent que CIbK possede une architecture allongée délimitant
des chambres catalytiques, similairement aux PKS itératives. La principale différence entre ce
modele et les structures en X des PKS itératives est que les deux branches du X sont de

longueur inégale, ce qui reflete la différence de taille entre les modules PKS et NRPS de ClbK.

Dans le modele présenté a la Figure 94, le domaine ACP est positionné a proximité de
I’entrée interne du domaine KS et le domaine PCP est positionné au niveau du domaine A,
dans la conformation de thiolation. Ces deux domaines doivent délivrer leurs substrats a
plusieurs domaines enzymatiques. Comme discuté précédemment, le domaine ACP n’est pas
exactement positionné correctement pour une interaction productive avec le domaine KS
mais nécessiterait un léger repositionnement pour I'étre. En revanche, dans le modéle
présenté, le domaine ACP est relativement loin du domaine de Cy. La position relative de ces
deux domaines est contrainte par le linker ACP-Cy de 25 résidus séparant les deux domaines
et la distance entre les deux domaines surpasse la distance que peut couvrir un linker de 25
résidus. On peut supposer que le linker post-AT, se terminant par 30 résidus non structurés,
peut se décoller du domaine KS et ainsi rapprocher le domaine ACP du domaine Cy. Le
domaine PCP doit quant a lui visiter les domaines A, Cy et Ox. Comme mentionné par Fortinez
et al., la disposition des trois sites catalytiques de ces domaines en arc limite la distance a

parcourir pour le domaine PCP (Fortinez et al., 2022).
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Hypotheses sur l'interaction de ClbK avec ses partenaires enzymatiques

Interaction avec I'enzyme ClbG

Le domaine AT de CIbK, non fonctionnel, est complémenté par I’'enzyme discrete ClbG,
qui charge le domaine ACP de ClbK avec un substrat aminomalonyl ; ClbG appartient donc au
module PKS de ClbK au sens large. Bien que plusieurs structures de complexes trans-AT-ACP
aient été résolues (Miyanaga et al.,, 2016 ; Miyanaga, Ouchi, et al., 2018), le mode de
reconnaissance du domaine ACP par I’'enzyme trans-AT dans le contexte du module n’est pas
établi (Kosol et al., 2018). En particulier, on ne sait pas si le domaine trans-AT interagit avec
d'autres domaines que I'ACP au moment du chargement de celui-ci. La conservation du
domaine de liaison KS-AT chez les PKS trans-AT suggere que celui-ci pourrait servir a ancrer le
domaine trans-AT mais cela n’a pas été démontré. Le domaine AT tronqué de CIbK pourrait

aussi servir de plate-forme d’ancrage pour ClbG.

VinK Figure 95. Superposition de la structure de la
PDB : 5CZC trans-AT VinK et du meilleur modéle AlphaFold2
de ClbG (en rose). La sérine catalytique de VinK
est représentée par des spheres. En plus des
sous-domaines AT, et ATs, CIbG posséde un sous-
domaine de 100 résidus en C-terminal.
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Analyse d’alignements de séquences de domaines trans-AT, effectuée par ESPript. La sérine
et I'histidine catalytiques sont indiquées par des étoiles rouges. Les structures secondaires indiquées
pour ClIbG proviennent du modeéle AlphaFold2. Les résidus en blanc sur un fond rouge sont strictement
conservés. Dans une colonne entourée en bleu, au moins 70 % des résidus ont des propriétés physico-
chimiques similaires et ces résidus similaires sont en rouge.

Un modeéle de ClbG a été généré par AlphaFold2. Ce modele indique qu’en plus des

sous-domaines ATiarge €t ATsmall, ClbG possede un sous-domaine de 100 résidus en C-terminal,

constitué de quatre longues hélices (Figure 95). La comparaison de la séquence de ClIbG avec

celles d’autres enzymes trans-AT indique que ce sous-domaine est absent chez la plupart des

domaines AT discrets, sauf peut-étre chez ZmaF, qui possede également un sous-domaine

d’une centaine de résidus en C-terminal (Figure 96). ZmaF intervient dans la biosynthése de

I'antibiotique zwittermicine A en transférant une unité aminomalonyle depuis le domaine ACP

isolé ZmaH sur un domaine ACP inclus dans la PKS bi-modulaire ZmaA (Carpenter & Williams,

2018). ZmaF et CIbG jouent donc le méme réle dans la biosynthéese de I'unité aminomalonyle
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puisque ClbG transfére également un substrat aminomalonyl depuis le domaine ACP isolé CIbE
sur le domaine ACP de ClbK (Brachmann et al., 2015). Le sous-domaine C-terminal identifié
chez ZmaF et CIbG pourrait jouer un réle dans la reconnaissance de I’ACP isolé et/ou dans
I’'ancrage au module PKS pour transférer I'unité aminomalonyle sur le domaine ACP. Afin de
clarifier le role de ce sous-domaine, j'ai effectué le clonage, des tests d’expression et de
purification de la protéine CIbG et des études sont en cours dans I'équipe en vue d’obtenir

une structure du complexe entre CIbK-PKS et ClbG (résultats non montrés).

Interactions avec les autres méga-enzymes Clb

Les méga-enzymes localisées sur différents polypeptides interagissent grace aux
« docking domains », de courtes régions généralement localisées aux extrémités de ces
polypeptides (Smith et al., 2021). ClbK est impliquée dans deux interfaces hybrides NRPS/PKS
séparées, une en amont avec le deuxieme module NRPS de ClbJ, et une en aval avec la PKS
ClbO (Figure 9 et Figure 29). Il a été proposé que des interactions électrostatiques entre
« docking domains » jouent un réle majeur dans les reconnaissances des partenaires aux
interfaces séparées NRPS/PKS (Miyanaga, Kudo, et al., 2018). L'importance des résidus
chargés positivement a I'extrémité C-terminale de la NRPS EpoB pour la reconnaissance de la

PKS EpoC en aval a été démontrée biochimiquement (Liu et al., 2004).

L'extrémité C-terminale de ClbJ est tres riche en résidus basiques puisqu’elle en
possede 9 sur les 28 derniers résidus (RAVNQTQQRDASRSRAQQRLVRRHQRQR). Ces résidus
basiques pourraient interagir avec des résidus acides de ClbK, bien que seulement deux
résidus acides soient retrouvés avant le premier brin béta du domaine KS de ClbK (MTYSESD).
ClbJ ne possédant pas de domaine Ox, le cycle thiazoline qu’elle incorpore dans la pré-
colibactine est oxydé par le domaine Ox de ClbK et il semblerait que I'oxydation de ce cycle
thiazoline soit catalysée avant la prise en charge du substrat contenant le cycle par le module
PKS de CIbK (Trautman et al., 2017). Cela signifierait que le domaine PCP; de ClbJ, avant de
délivrer son substrat au domaine KS de ClbK, devrait aussi délivrer son substrat au domaine
Ox de CIbK. Le linker a I'extrémité C-terminale de ClbJ pourrait aussi jouer un réle dans

I'interaction avec le domaine Ox de ClbK.

Similairement, I'extrémité C-terminale de ClIbK possede une séquence post-PCP riche

en résidus chargés mais elle contient presque autant de résidus acides (6) que basiques (7) sur
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les 35 derniers résidus (HDIVLAQAEVSQVSAARENLALRRKRAQQGEKGDE). Le domaine KS de
ClbO est quant a lui précédé par une courte séquence contenant trois résidus acides et un
résidu basique (MAKDDFTCGSLD). Les constructions CIbK-NRPScourt €t CIbK-NRPSjong Visaient a
étudier le réle de cette séquence post-PCP mais aucune des deux constructions n’a pu étre

purifiée (Tableau 6).

L’état dimérique de CIbK, et en particulier de CIbK-PKS* pose la question de |'état
oligomérique de ses partenaires enzymatiques. En particulier, il a déja été montré que dans
certains systémes hybrides NRPS/PKS, les DD excisés des NRPS sont dimériques, ce qui suggére
que les NRPS de ces systéemes hybrides sont elles-mémes dimériques (Richter et al., 2008).
Ainsi, la NRPS bi-modulaire ClbJ précédant ClbK pourrait étre dimérique. Les premiers tests
que j'ai effectués sur la protéine ClbJ indiguent que la protéine s’exprime mais est peu soluble
et ne s’accroche pas aux résines d’affinité (résultats non montrés). Un travail d’optimisation
de I'expression et de la purification de cette protéine est nécessaire afin de poursuivre la
caractérisation structurale de la chaine d’assemblage NRPS/PKS de la colibactine initiée durant

cette these.

Le mode d’interaction de ClbK avec ses partenaires enzymatiques pose la question de
la formation d’'un méga-complexe synthétisant la colibactine chez E. coli. A ma connaissance,
la seule étude portant sur 'organisation subcellulaire d’un assemblage NRPS/PKS est celle
menée par Straight et al. sur I'architecture des méga-enzymes NRPS/PKS Pks participant a la
biosynthese de I'antibiotique bacillaene chez Bacillus subtilis (Straight et al., 2007).
L'observation par microscopie a fluorescence de protéines fluorescentes fusionnées aux
protéines Pks a révélé que ces méga-enzymes colocalisent dans la cellule. Un méga-complexe
contenant les protéines Pks a méme été observé en microscopie électronique a proximité de
la membrane cellulaire et la taille du méga-complexe a été estimée a 10-100 MDa.
L'assemblage du complexe est supposé reposer sur I'association homotypique du motif LINKS,
retrouvé chez certaines PKS de type trans-AT (D. C. Gay et al., 2016). ClbK ne posséde pas le
motif LINKS mais une insertion bien plus grosse a cette position, qui pourrait éventuellement
jouer le méme réle que le motif LINKS dans I'assemblage d’un méga-complexe synthétisant la

colibactine, si ce dernier existe.
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Intérét des travaux pour I'ingénierie des NRPS/PKS

Depuis leur découverte, l'incroyable complexité et diversité des métabolites
synthétisés par les NRPS/PKS ont fait réver a une reprogrammation de ces chaines
d’assemblage afin de générer de nouveaux métabolites d’intérét biologique. Des méthodes
tres diverses ont été employées a cette fin, telles que la mutation ponctuelle des domaines
d’adénylation, la substitution de ces domaines ou le remplacement de modules complets
(Kalkreuter & Williams, 2018). Malgré des efforts considérables, la plupart des tentatives de
reprogrammation ont échoué ou ont diminué drastiquement le rendement de biosynthése du
métabolite souhaité. Une nouvelle stratégie basée sur une redéfinition du module, que nous

appellerons ici « unité d’échange », a montré des succes prometteurs.

Cette nouvelle définition du module PKS a été proposée aprés la découverte que les
domaines ACP des PKS co-évoluent avec le domaine KS en aval plutét que celui en amont (A.
T. Keatinge-Clay, 2017 ; Vander Wood & Keatinge-Clay, 2018). Chez les PKS cis-AT, I'unité
d’échange débute aprés le domaine KS, inclut le domaine AT, les domaines optionnels, le
domaine ACP mais aussi le domaine KS en aval et maintient ainsi I'interface native entre ces
deux derniers domaines. La conséquence de cette nouvelle définition est que la préservation
de l'interface ACPn.1-KSn au sein de chaines d’assemblage modifiées pourrait fournir de
meilleurs rendements que I'échange de modules selon la définition classique. Cette approche
a été employée avec succes récemment en supprimant 7 des 25 modules PKS cis-AT
participant a la biosynthése des molécules anticancéreuses stambomycines pour synthétiser
de nouvelles molécules de mini-stambomycines (Su et al., 2022). L'ingénierie de l'unité
d’échange A-PCP-C selon la méme redéfinition du module a aussi été payante chez les NRPS

(Bozhiyuk et al., 2018).

Les résultats obtenus durant cette theése sont en faveur de la redéfinition du module
chez les hybrides PKS/NRPS également. En effet, la structure de ClbK-PKS* a révélé a la fois
des adaptations du domaine KS pour le module NRPS en amont et des adaptations du domaine
ACP pour le module NRPS en aval. Par exemple, le domaine ACP de ClbK possede des
caractéristiques de domaine PCP, en I'occurrence une boucle | courte et un motif GGHSL. Ces
adaptations sont retrouvées chez les autres domaines ACP de I'llot pks ayant une interface

PKS/NRPS mais ne semblent pas étre la régle générale des domaines ACP délivrant leur
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substrat a un domaine NRPS. Ces caractéristiques spécifiques des domaines ACP interagissant
avec des domaines NRPS seront a considérer dans l'ingénierie des chaines d’assemblage

hybrides NRPS/PKS.

Les résultats de cette thése ont été soumis a publication et sont actuellement en révision.
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Annexe 1

Séquences de ClbK et de ses fragments

Les résidus soulignés sont des résidus issus du vecteur d’expression.

ClbK (codée par le vecteur pET-15b)
Dans le mutant CIbK-SER, les trois résidus en gras ont été mutés en alanine.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMTYSESDIAIVGMNCRYPGVHSVAAFETVLRTGCNILDPKVTPSNGHN
HITLNNVYEHMAEFDANFFGYSRAEAEIMDPQQRVFLTCAWEMFEQSGYNPKQHDARVGLYAGVSTSF
YLLTHLMNNPDKLAQLGGLQIMVGNDKDHLTSQLAYRLNITGPCVTVQASCATSLVAVHLACEGLLSGQ
CDMALAGGVTFRMEEQRSYESHGDGLQAEDGLIHTFDAQASGTVYSSGLGMVLLKRATDAQVQGDNIL
AVIKGSAINNDGGARSGYTVPGVDGQEAVMIEAHSLAEVTPQQIQYLELHGSGTPLGDAIEFAAIKRVFG
TPAPNATPWRLGAVKPNVGHVEMASGITSLIKTVLSLTNRVFYPTLNFQRANPQLGLEDSPFEVVSRLTP
WPEGTTPRTAGVSAFGLGGTNAHLVVQAPLSTPQARAQQMGPCVVVLSAKNHNALEQMQNALLAKL
AAHPEIRLQODVAYTLRHGRFSAPVRKCVIAENCTQLARQLRDAPMVEATTGCTIYWRLGHRFVVALETLS
DWLACSEVLSQAVGQLLEHFPLEPACLODLSPAQRTFISQYALIALIDERETLNVVLCGDGDGGYAAAVLR
GDCTLEQAWHRLNAGQPFDDVPTNPLLQPDVCSLMLDDAASDANRTALEALGQLWLAGVSLDWRWYV
DAAERMLGSQRIALPGTVFTPQRYWVEAVRPATFSHESSNNLLSRATKSDIIAVVTEIWERTLGVSIDDHH
ASFFELGGHSLLASTILYDIQQRYGITCTLSAFFADPTIEGLSCYLLEQGGSETAVSALPDTVFAPDQQHLPFP
LTDVQQAYWVGRRKSLGLGNISTHIYVEYELQGLDETAFNRALNAVIARHSMLRAIVNDDGMQQILPNV
PEYHVAFYTTQCEDAFQQRCRELRDTLSHQMIDCSRWPLFQMEVVVDPQQKARLHVSIDLLIADAWSLE
LFIRELAYHYRHPQAALPTLTYSFRDYVLTLKSYEKTPQFERARDYWRARIETLPPGPRLPLRTDPTKLENPT
FVRRSYCLSRAIWQRLKTQAGQMSITPTTLLLTGFAQVLARFSSSPHFSLNLTLFNRLPLHADINHLIGDFTA
LTLLEIDMSQGETLQARANVIHSQLWRDLDNRLFGGIQVSRLLVQTHRDPAKSVIPIVFTSLLNQYEASWE
TDDTLFNQPQDDLYSISQTPQVWLDHQVMERNGELHFNWDVVEQLFEPALMDQMFQCYCQLLHALA
QRPQLWHETQDVLALPTVSAPVTQAPAPTALLHHGLLRQAALTPQETALISPIRELTYRQLSTAADHVAR
ALLALGVQHGDRVAVVMEKGWQQIAAVHGILRLGAVYLPVDPVLPPQRRQLLLTVGEVRVQVTQPGLT
QLEPSLPVLIIDDGMLDTPAAPLPEVAGDVTDLAYIIFTSGSTGTPKGVMIDHRAAMNTLEDINERFGLNA
QDRVFGLSSLSFDLSVYDAFAPFMVGAALVLPEAGREKDPRHWQTVMAHGHVSVWNAVPALMQOMLC
EYHSGDRMSYPTLRLALLSGDWIPLTLPEQMRERLNETMDIISLGGATECAIWSVYYPIGEVESTWTSIPY
GRGLRNQPVYVLNAQLEECPVGVEGEICIGGMGLAQGYLNDAEKTAASFVWREASGERIYRTGDRGRYF
ADGQVAFLGRNDTQVKVNGYRIELGEIERCIARHPDVEQSVVVAVGNSQHRRLVAFAKLHDRHQAQAL
QAKEAEAAALAQGIIVNPAQRLAFKLKEPHIRALDGLGIALTAPADSTRYIKRRSYRHFSAQKTTLAQLGQL
LSGLGOMRLPGLPFAKYAYASAGGLYPVQTYVYLHPDKIEEGVSGIYYFDPRQSCLMPVAPEVELNSGFH
AGPNQSIADRAAFTLFMVADMAVISPFYGQEAAWHFSVMEAGTLCHLLEEDAPRYGLGLCQLGMADFS
AVASHFQLSPHHRYVHCTVGGAIGQEAASAAALLRDFSTYEKPKETAAPLDMQSYKDAMLRGLRQQLPD
YMVPSDLMLATDFPLTANGKLDRQKLQLQGEQIAHQRDGVGPIQVDSALQQRLVALWQEVLGVSHVS
AEDDFFSLGGSSIELVRIQQALEAIIGQEIPIVDLFRLPTIADVARYLDEQLHNLPAAHDIVLAQAEVSQVSA
ARENLALRRKRAQQGEKGDE
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CIbK-PKS (codée par le vecteur pETM-11)

MKHHHHHHPMSDYDIPTTENLYFQGAMGTYSESDIAIVGMNCRYPGVHSVAAFETVLRTGCNILDPKVT
PSNGHNHITLNNVYEHMAEFDANFFGYSRAEAEIMDPQQRVFLTCAWEMFEQSGYNPKQHDARVGLY
AGVSTSFYLLTHLMNNPDKLAQLGGLQIMVGNDKDHLTSQLAYRLNITGPCVTVQASCATSLVAVHLAC
EGLLSGQCDMALAGGVTFRMEEQRSYESHGDGLQAEDGLIHTFDAQASGTVYSSGLGMVLLKRATDAQ
VQGDNILAVIKGSAINNDGGARSGYTVPGVDGQEAVMIEAHSLAEVTPQQIQYLELHGSGTPLGDAIEFA
AIKRVFGTPAPNATPWRLGAVKPNVGHVEMASGITSLIKTVLSLTNRVFYPTLNFQRANPQLGLEDSPFEV
VSRLTPWPEGTTPRTAGVSAFGLGGTNAHLVVQAPLSTPQARAQQMGPCVVVLSAKNHNALEQMQN
ALLAKLAAHPEIRLOQDVAYTLRHGRFSAPVRKCVIAENCTQLARQLRDAPMVEATTGCTIYWRLGHRFVV
ALETLSDWLACSEVLSQAVGQLLEHFPLEPACLODLSPAQRTFISQYALIALIDERETLNVVLCGDGDGGYA
AAVLRGDCTLEQAWHRLNAGQPFDDVPTNPLLOQPDVCSLMLDDAASDANRTALEALGQLWLAGVSLD
WRWVDAAERMLGSQRIALPGTVFTPQRYWVEAVRPATFSHESSNNLLSRATKSDIIAVVTEIWERTLGVS
IDDHHASFFELGGHSLLASTILYDIQQRYGITCTLSAFFADPTIEGLSCYLLEQG

CIbK-PKS* (codée par le vecteur pETM-11, apreés clivage de I'étiquette poly-histidines)

GAMGTYSESDIAIVGMNCRYPGVHSVAAFETVLRTGCNILDPKVTPSNGHNHITLNNVYEHMAEFDANF
FGYSRAEAEIMDPQQRVFLTCAWEMFEQSGYNPKQHDARVGLYAGVSTSFYLLTHLMNNPDKLAQLG
GLQIMVGNDKDHLTSQLAYRLNITGPCVTVQASCATSLVAVHLACEGLLSGQCDMALAGGVTFRMEEQ
RSYESHGDGLQAEDGLIHTFDAQASGTVYSSGLGMVLLKRATDAQVQGDNILAVIKGSAINNDGGARSG
YTVPGVDGQEAVMIEAHSLAEVTPQQIQYLELHGSGTPLGDAIEFAAIKRVFGTPAPNATPWRLGAVKPN
VGHVEMASGITSLIKTVLSLTNRVFYPTLNFQRANPQLGLEDSPFEVVSRLTPWPEGTTPRTAGVSAFGLG
GTNAHLVVQAPLSTPQARAQQMGPCVVVLSAKNHNALEQMQNALLAKLAAHPEIRLODVAYTLRHGR
FSAPVRKCVIAENCTQLARQLRDAPMVEATTGCTIYWRLGHRFVVALETLSDWLACSEVLSQAVGQLLEH
FPLEPACLODLSPAQRTFISQYALIALIDERETLNVVLCGDGDGGYAAAVLRGDCTLEQAWHRLNAGQPF
DDVPTNPLLOPDVCSLMLDDAASDANRTALEALGQLWLAGVSLDWRWVDAAERMLGSQRIALPGTVF
TPQRYWVEAVRPATFSHESSNNLLSRATKSDIIAVVTEIWERTLGVSIDDHHASFFELGGHSLLASTILYDIQ
QRYGITCTLSAFFADPTIEGLSCYLLEQG
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CIbK-PKS-Acore (codée par le vecteur pETM-11)

MKHHHHHHPMSDYDIPTTENLYFQGAMGTYSESDIAIVGMNCRYPGVHSVAAFETVLRTGCNILDPKVT
PSNGHNHITLNNVYEHMAEFDANFFGYSRAEAEIMDPQQRVFLTCAWEMFEQSGYNPKQHDARVGLY
AGVSTSFYLLTHLMNNPDKLAQLGGLQIMVGNDKDHLTSQLAYRLNITGPCVTVQASCATSLVAVHLAC
EGLLSGQCDMALAGGVTFRMEEQRSYESHGDGLQAEDGLIHTFDAQASGTVYSSGLGMVLLKRATDAQ
VQGDNILAVIKGSAINNDGGARSGYTVPGVDGQEAVMIEAHSLAEVTPQQIQYLELHGSGTPLGDAIEFA
AIKRVFGTPAPNATPWRLGAVKPNVGHVEMASGITSLIKTVLSLTNRVFYPTLNFQRANPQLGLEDSPFEV
VSRLTPWPEGTTPRTAGVSAFGLGGTNAHLVVQAPLSTPQARAQQMGPCVVVLSAKNHNALEQMQN
ALLAKLAAHPEIRLQDVAYTLRHGRFSAPVRKCVIAENCTQLARQLRDAPMVEATTGCTIYWRLGHRFVV
ALETLSDWLACSEVLSQAVGQLLEHFPLEPACLQDLSPAQRTFISQYALIALIDERETLNVVLCGDGDGGYA
AAVLRGDCTLEQAWHRLNAGQPFDDVPTNPLLQPDVCSLMLDDAASDANRTALEALGQLWLAGVSLD
WRWVDAAERMLGSQRIALPGTVFTPQRYWVEAVRPATFSHESSNNLLSRATKSDIIAVVTEIWERTLGVS
IDDHHASFFELGGHSLLASTILYDIQQRYGITCTLSAFFADPTIEGLSCYLLEQGGSETAVSALPDTVFAPDQ
QHLPFPLTDVQQAYWVGRRKSLGLGNISTHIYVEYELQGLDETAFNRALNAVIARHSMLRAIVNDDGMQ
QILPNVPEYHVAFYTTQCEDAFQQRCRELRDTLSHQMIDCSRWPLFQMEVVVDPQQKARLHVSIDLLIA
DAWSLELFIRELAYHYRHPQAALPTLTYSFRDYVLTLKSYEKTPQFERARDYWRARIETLPPGPRLPLRTDP
TKLENPTFVRRSYCLSRAIWQRLKTQAGQMSITPTTLLLTGFAQVLARFSSSPHFSLNLTLFNRLPLHADIN
HLIGDFTALTLLEIDMSQGETLQARANVIHSQLWRDLDNRLFGGIQVSRLLVQTHRDPAKSVIPIVFTSLLN
QYEASWETDDTLFNQPQDDLYSISQTPQVWLDHQVMERNGELHFNWDVVEQLFEPALMDQMFQCY
CQLLHALAQRPQLWHETQDVLALPTVSAPVTQAPAPTALLHHGLLRQAALTPQETALISPIRELTYRQLST
AADHVARALLALGVQHGDRVAVVMEKGWQQIAAVHGILRLGAVYLPVDPVLPPQRRQLLLTVGEVRV
QVTQPGLTQLEPSLPVLIIDDGMLDTPAAPLPEVAGDVTDLAYIIFTSGSTGTPKGVMIDHRAAMNTLEDI
NERFGLNAQDRVFGLSSLSFDLSVYDAFAPFMVGAALVLPEAGREKDPRHWQTVMAHGHVSVWNAVP
ALMQMLCEYHSGDRMSYPTLRLALLSGDWIPLTLPEQMRERLNETMDIISLGGATECAIWSVYYPIGEVE
STWTSIPYGRGLRNQPVYVLNAQLEECPVGVEGEICIGGMGLAQGYLNDAEKTAASFVWREASGERIYRT
GDRGRYFADGQVAFLGRND

La protéine ClbK-PKS-LK se termine a la leucine surlignée en rouge et la protéine ClbK-PKS-Cy
se termine a la thréonine soulignée en bleu
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Non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs) are multienzymes that produce
complex natural metabolites with many applications in medicine and agri-
culture. They are composed of numerous catalytic domains that elongate
and chemically modify amino acid substrates or derivatives and of non-
catalytic carrier protein domains that can tether and shuttle the growing pro-
ducts to the different catalytic domains. The intrinsic flexibility of NRPSs
permits conformational rearrangements that are required to allow inter-
actions between catalytic and carrier protein domains. Their large size
coupled to this flexibility renders these multi-domain proteins very challen-
ging for structural characterization. Here, we summarize recent studies that
offer structural views of multi-domain NRPSs in various catalytically rel-
evant conformations, thus providing an increased comprehension of their
catalytic cycle. A better structural understanding of these multienzymes pro-
vides novel perspectives for their re-engineering to synthesize new bioactive
metabolites.

1. Introduction: the inherent flexibility of non-ribosomal
peptide synthetases

Natural products are secondary metabolites synthesized by microorganisms in
order to adapt to their environment [1]. Many of these natural products have
been used for medical purposes, such as the antibiotics daptomycin and vanco-
mycin [2] and the anti-cancer molecule bleomycin [3]. Among these natural
products, non-ribosomal peptides (NRPs) make up a vast class of peptide-
based metabolites, synthesized independently from the ribosome by large
machineries named non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs). For instance,
the surfactin lipopeptide is synthesized by the 1 MDa surfactin NRPS from
Bacillus subtilis (figure 1) [4]. Recent progress in whole genome sequencing
has revealed the existence of numerous NRPS gene clusters among bacteria
and fungi, mostly of unknown function [5-7]. Nevertheless, the structural
understanding of the machineries that produce these metabolites has long
remained limited to studies of isolated domains [8] until relatively recently,
and has evolved dramatically in the last few years.

NRPSs are classified into two categories, type I and type II. In type II
NRPSs, the incorporation of an amino acid into the metabolite necessitates
the involvement of several domains carried by distinct proteins [9]. By contrast,
the type I NRPS megaenzymes use an assembly line strategy (figure 1) with
modules that act sequentially, each being responsible for the incorporation of
an amino acid into the final metabolite. A NRPS assembly line is composed
of an initiation module (module 1 in figure 1a), a termination module

© 2021 The Authors. Published by the Royal Society under the terms of the Creative Commons Attribution
License http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/, which permits unrestricted use, provided the original
author and source are credited.
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Figure 1. Organization of the surfactin NRPS. (

a) The surfactin NRPS is composed of three polypeptides: SrfA-A, SrfA-B and SrfA-C. Each polypeptide is composed of

one or several modules, each one being respon5|ble for the incorporation of an amino acid, highlighted in red in the growing metabolite. Module 1 is the initiation
module, module 7 is the termination module and those in between are elongation modules. The addition of an amino acid into the metabolite requires the
cooperation between domains, represented as coloured spheres. All surfactin NRPS modules possess a unique non-catalytic domain, the PCP (in orange) that tethers
the growing metabolite. Each module also contains at least two catalytic domains: a condensation domain (C, in blue) and an adenylation domain (A, in green).
Additionally, modules 3 and 6 possess an optional epimerization domain (E, in grey). Finally, the termination module ends with a thioesterase (TE, in red) domain
that releases and cyclizes the surfactin molecule. (b) Chemical structure of the surfactin.

(module 7 in figure 1a) and one or several elongation mod-
ules (2 to 6 in figure 1a). In general, several modules are
fused into a single polypeptide. Polyketide synthases
(PKSs) that are also modular megaenzymes, adopt the
same assembly line logic as NRPSs but they use small
carbon chain substrates instead of amino acid substrates
[10]. This similar strategy explains the existence of numerous
hybrid NRPS/PKS assembly lines that produce hybrid
peptide-polyketide metabolites [11].

Most modules are composed of two catalytic domains,
the adenylation (A) and the condensation (C) domains
(figure 1a); each NRPS module also incorporates the non-cat-
alytic, but essential, peptidyl carrier protein (PCP) domain
[12]. In this review, we will consider that a classical module
starts with a C domain and ends with a PCP domain
(figure 1). The PCP domain functions as an anchoring plat-
form for shuttling substrates to the different catalytic
domains within a module; it also allows the transport of
the modified substrate from the upstream to the downstream
module (figure 1a). PCP domains, whose masses are in the
range of 10 kDa, have been mostly studied in isolated form
by NMR [13-15]. They fold as a right-handed four helix
bundle, with the four helices (I, II, IIl and IV) being connected
by loops. At the N-terminus of helix II, all PCP domains pos-
sess a conserved serine residue that serves as an attachment

point for a phosphopantetheine arm (PPant arm). This
post translational modification is catalysed by phospho-
pantetheinyl transferases (PPtases) that convert apo-PCPs
into holo-PCPs [16]. The 20 A long PPant arm displays a
free thiol at its extremity that allows the loading of various
substrates. In this review, the term ‘loaded-PCP’ will be
used to refer to PCPs modified with a PPant arm and
loaded with a substrate. Indeed, a number of NRPSs
have been structurally characterized in various productive
conformations by employing a promiscuous PPtase, such
as Sfp from Bacillus subtilis [17], for the loading of sub-
strates, mimics or dead-end inhibitors, onto the
megaenzymes [18-22].

The PCP domain delivers substrates to the catalytic
domains. First, the adenylation (A) domain activates the
incoming acid monomer. A domains select very diverse
monomers including o-L- or o-D-amino acids, B-amino
acids or aryl acids [23]. Subsequently, the condensation (C)
domain catalyses peptide bond formation between two
PCP-tethered monomers. Many optional tailoring domains
that further chemically modify the metabolite under con-
struction can also be found in NRPSs [24]. For example, the
epimerization (E) domain converts natural L-amino acids
into D-amino acids (modules 3 and 6 in figure 1a). Finally,
each assembly line ends with a domain, such as a thioesterase
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(TE) or a reductase (Re) (module 7 in figure 1a), that releases
the final product. This final stage can introduce further diver-
sity in the peptide as the release can occur either by
hydrolysis or cyclization. Interestingly, since surfactin release
occurs via macrolactonization [25,26], surfactin metabolites
contain both amide and ester bonds, thus deserving the
designation of ‘depsipeptide’ (figure 1b) [27].

NRPS flexibility allows the conformational changes
required for the interactions between the PCP and the
catalytic domains. However, this flexibility is a drawback
to structural characterizations of large NRPS fragments
and, accordingly, successful structural studies have
often required the employment of chemical tools to reduce
conformational heterogeneity [19-22]. Nevertheless, charac-
terizing the movements of NRPS multienzymes is a
requirement for the detailed understanding of these fasci-
nating machineries. In this review, we focus on recent
aspects of NRPS flexibility that allow PCP movements
during a catalytic cycle, by describing both the successive
conformations adopted by these enzymes during a cycle
as well as movements that engender passage from one
conformation to the next.

2. Known non-ribosomal peptide
synthetase structures

The field of NRPS structural biology achieved major break-
throughs in the last five years with the publication of
several crystal structures of multi-domain NRPSs, largely
due to the work of the Schmeing and Gulick groups (figure 2)
[19-22,28,29]. These results add to a high number of struc-
tures of individual catalytic domains and PCP-containing
didomains, solved by NMR, X-ray crystallography or a com-
bination of both techniques [8]. Each domain adopts the same
fold in different structures, independent of the number of
domains present in the protein. Nevertheless, understand-
ing the organization of full modules as well as module-
module interactions is essential to provide a better insight
into these assembly lines. For a long time, however, the
intrinsic flexibility of NRPSs prevented the structural
characterization of full modules at high resolution. The
first structure of a full module, that of the termination
module of surfactin, SrfA-C, was solved by X-ray crystallo-
graphy in 2008 (figures 1a and 2a,b) [30]. Since then, crystal
structures of three other termination modules have been
solved: AB3403 from an uncharacterized pathway of Acine-
tobacter baumanii, the enterobactin termination module
EntF and ObiF1 from the obafluorin assembly line
(figure 2c—e) [20,29,30]. In 2017, a combined effort in X-ray
crystallography and negative staining electron microscopy
(EM) provided insights into the structures of the last two
modules of DhbF involved in the synthesis of bacillibactin
(figure 2f,g) [21]. Lastly, the structural elucidation of the
dimodular protein LgrA, from the gramicidin synthetase
complex that contains an initiation and an elongation
module, was a breakthrough in the comprehension of supra-
modular NRPS organization. Indeed, 12 crystal structures of
LgrA fragments complexed with substrates, substrate ana-
logues and dead-end inhibitors were solved and provided
a full picture of the catalytic cycle of a dimodular NRPS
(figures 2h—j and 3) [19,22].

3. Loading of the amino acid onto the
peptidyl carrier protein domain

The adenylation (A) domain is divided into two subdomains:
the N-terminal subdomain, A, consists of around 400
amino acids, while the C-terminal subdomain, Ag,, com-
prises around 100 amino acids [31]. The A domain catalyses
two reactions: the activation of the acid monomer using
ATP (adenylation) and its subsequent transfer to the PCP
domain (thiolation or thioesterification). The A domain is
able to adopt several conformations that have been described
as ‘the domain alternation cycle” and which are supported by
several structures of complete NRPS modules (figure 3)
[19,20,22,31]. Remarkably, the thiolation state has been
characterized multiple times using non-hydrolysable ana-
logues (figure 3b, thiolation conformation) [18-20,22]. For
example, the structure of PA1221, a natural A-PCP didomain
NRPS from Pseudomonas aeruginosa, was obtained both in its
apo form and in a loaded form locked in the thiolation con-
formation through the use of the inhibitor valyl-adenosine
vinylsulfonamide (AVS) [32]. In the apo form, the electron
density for the PCP domain was absent, suggesting the
domain was flexible, whereas the whole didomain was vis-
ible in the presence of the AVS inhibitor, indicating that it
stabilized the A-PCP interface. This suggests that the numer-
ous crystal structures of NRPSs in the thiolation conformation
do not reflect a preferentially adopted conformation in vivo
but, more likely, a conformation that favours crystallization.

The cycle starts when the A domain, in an open confor-
mation, is available for substrate binding (figure 3b, open
conformation) [31]. The Ay subdomain contains the mono-
mer binding pocket that accommodates ATP and the acid
monomer. Upon substrate binding, a 30° rotation of the
A.up subdomain leads to the closed conformation, which is
then suitable for adenylation (figure 3b, closed conformation)
[19]. This conformation allows the entry of an Ay, loop into
the A ore subdomain; this loop contains a conserved catalytic
lysine that stabilizes the acid substrate and ATP [33]. Sub-
sequently, after adenylation and pyrophosphate release, a
140° rotation of the Ay, subdomain allows the conversion
between the closed and the thiolation conformations, the
latter being able to catalyse thioesterification (figure 3b,
thiolation conformation) [31].

The rotations of the Agy, subdomain are facilitated by a
flexible hinge region containing a conserved aspartic acid or
a lysine, located in the A ye-Agup linker [34]. The structure
of an adenylate-forming enzyme with the hinge residue
mutated into proline revealed an enzyme blocked in the ade-
nylation conformation. Consistent with the structure, the
mutant enzyme was still capable of adenylation, but not of
thiolation [34]. The importance of the hinge residue has
also been demonstrated in the context of the multi-domain
NRPS EntE in which the same hinge residue mutation abol-
ished enterobactin production [35]. Therefore, the flexibility
of the hinge residue in the A oe-Agyp linker is essential to
allow the movement of the A, subdomain relative to the
Acore, Which is necessary to allow conformational changes
of the whole module. Indeed, rotations of the Ay, sub-
domain drive movement of the PCP owing to the linker
connecting the two domains. Analysis of the A-PCP linker
region reveals that it contains multiple prolines, absent in
standalone A domains [35]. These prolines might rigidify
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Figure 2. Structural gallery of NRPS modules. If present, the PPant arm attached to the PCP domain is represented as sticks. (a,6) Domain organization and crystal
structures of the termination modules SrfA-C (PDB code: 2VSQ) [19], (c) AB-3403 (PDB code: 4ZXH) [21], (d) ObiF1 (PDB code: 6N8E) [22] and (e) EntF (PDB code:
5T3D) [21]. In addition to the PCP domain, these modules are composed of condensation (c), adenylation (a) and thioesterase (TE) domains. No electron density was
detected for the TE domain of EntF. The catalytic His of the C domain is represented in spheres. (f,g) Domain organization and crystal structure of DhbF, a cross-
module construct (PDB code: 5U89) [16]. (h—j) Domain organization and crystal structures of a five-domain construct of LgrA (PDB code: 6MGO) [24]. LgrA starts
with a formylation (f) domain. The domain in pink in ObiF1 (d) and DhbF (g) represents MLP, an A domain activator.

the A-PCP linker, thus facilitating movements of the PCP
domain in concert with the movements of the Agy
subdomain [35].

4. Modification of the peptidyl carrier
protein-tethered amino acid

The vast diversity of NRPs arises in part from the action of
tailoring domains, such as cyclization (Cy), epimerization
(E), formylation (F), ketoreductase (KR), methyltransferase
(Met) and oxidase (Ox) domains, that modify the peptide
under construction [19,36—40]. It is not unusual for tailoring
domains to be inserted within A domains, that are then
called interrupted A domains [39,41]. The structure of LgrA
in the formylation conformation provides insight into the
mechanism of amino acid modification by a tailoring

domain, in this case the formylation of PCP-bound L-valine
by an F domain using a formyltetrahydrofolate cofactor
(figure 3b, formylation conformation) [19]. Since the F and
PCP domains are separated by the large A domain (figure 3a),
a substantial conformational change must occur to allow the
PCP domain to position its PPant arm in the F active site. The
Agup subdomain rotates 180° from its position in the thiola-
tion conformation while the PCP domain rotates 75°, thus
moving 60 A away from its thiolation position (compare
figure 3b, thiolation and formylation conformations). The
interaction surface between the F and PCP domains is very
limited. Unfortunately, there is no structure of the full dimod-
ular LgrA in the formylation conformation. It is worth noting
that the structure of dimodular LgrA (figure 3b, condensation
conformation) reveals that the position occupied by the PCP,
domain in the formylation conformation is occupied by the C
domain at a later stage of the catalytic cycle [22].
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Figure 3. Catalytic cycle of LgrA, a dimodular NRPS. (a) Domain organization of LgrA. For clarity, the inactive epimerization domain of LgrA, that follows the PCP,
domain, is not shown. (b) Catalytic cycle of LgrA illustrated by five crystal structures (PDB codes: 5ES5, 5ES8, 5ES9 and 6MFZ) [23,24]. Four different structures of
module 1 reveal details about the catalytic cycle of an initiation module. The PCP; domain is disordered in the open and closed states. First, the open state allows
binding of valine and ATP. The closed state is the conformation which is relevant for the activation of valine by ATP (i.e. the adenylation state). The thiolation
conformation captures the transfer of valine from the A; domain to the PPant arm of the PCP; domain. In the formylation conformation, the F; domain adds a
formyl group to valine, still attached to the PCP; domain. The structure of the full dimodular NRPS allows the visualization of the condensation conformation. After
condensation, Gly activated by module 2 is covalently bound to formyl-Val by a peptide bond. In all presented structures, the F;-A.,e bidomain adopts similar
conformations whereas the Ay, subdomain and the PCP; domain are positioned differently. Rotations of the Ay, subdomain induce movements of the PCP; domain

due to the linker between them.

5. Elongation of the donor peptide chain
with an acceptor amino acid

Elongation is the only reaction that necessitates interactions
between domains belonging to different modules. This reac-
tion is catalysed by a condensation (C) domain or, more
rarely, by a cyclization (Cy) also called heterocyclization
(HC) domain, that catalyses cyclization after condensation
[42]. If the two modules belong to the same polypeptide,
PCP and C domains are directly connected by a linker
(figure 3b, condensation conformation). If they belong to
different polypeptides, docking domains facilitate the inter-
action between the upstream PCP and the downstream C
domain [43]. The C domain of an elongation module 7 cata-
lyses peptide bond formation between the growing chain
carried by the upstream PCP domain (donor PCP), that
belongs to module n-1, and the activated amino acid carried
by the downstream PCP domain (acceptor PCP) located on
the same module n (figure 3b, condensation conformation)
[42]. The growing peptide chain is directly transferred from
one PCP domain to the next, without attachment to the C
domain. Thus, the two PCP domains must bind simul-
taneously to two different binding sites on the C domain;
these are referred to as donor and acceptor binding sites.
However, the C domain must discriminate between the two
PCP domains to maintain the directionality of the assembly
line. Therefore, the condensation reaction results from the
interaction between three domains (the C, the donor PCP
and the acceptor PCP domains).

The C domain adopts the V-shaped pseudo-dimeric fold
seen in the chloramphenicol acyltransferase family [42]. It is
divided into N-terminal and C-terminal lobes, and the
active site is located inside the N-terminal lobe, at the
centre of a tunnel formed by the interface between the two
lobes (figure 2). The structures of three termination modules,
SrfA-C, AB3403 and ODbiF1, show the acceptor PCP domain
docked onto the C domain acceptor site (figure 2a—d)
[20,29,30]. In SrfA-C, although the PCP domain is in its apo
form due to a Ser-Ala mutation, the Ala is located 16 A
away from the catalytic His of the C domain, suggesting
that this structure is compatible with a productive conden-
sation reaction (figure 2b) [30]. Both holo-AB3403 and holo-
ObiF1 show the PCP domain docked onto the C acceptor
site with the PPant arm inserted through a tunnel that
allows the positioning of the final thiol in proximity to the
catalytic His of the C domain (figure 2c,d) [20,30]. It is
worth noting that, as opposed to what was observed for
the PCP interaction with the A domain, no substrate or
inhibitor was needed to favour the interaction between the
acceptor PCP and C domains.

Several dimodular LgrA structures have revealed for the
first time the productive interaction between a donor PCP
domain and its corresponding C domain (figure 3b, conden-
sation conformation) [22]. Indeed, in four structures of LgrA,
the donor PCP; domain is docked in the C, donor site,
presenting its conserved Ser towards the catalytic His of the
C domain, the two residues being separated by less than
20A. The donor PCP; domain globally has the same
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orientation in these structures and three of them show elec-
tron density for the PPant arm in the donor tunnel of the
C domain. However, the structure of F;-A;-PCP;-C, with
f-Val loaded onto the PPant arm of PCP; reveals that the reac-
tive thioester group must slightly modify its position in order
to be properly positioned for attack by the acceptor amino
acid. The authors hypothesized that the donor substrate
could only be correctly positioned in the presence of the
PCP-bound-acceptor substrate in the active site of the C
domain [22]. The importance of the loading status of the
carrier protein domain for megaenzyme conformation has
already been demonstrated for the modular PKS megaen-
zymes that incorporate domains analogous to the C, A
and PCP of the NRPS systems [44,45]. Indeed, structures
of the PikAIIl PKS module loaded with various substrates
obtained by cryo-electron microscopy revealed that the
acyl carrier protein (ACP) domain adopts dramatically
different positions according to the nature of the substrate
loaded onto the ACP.

A detailed comprehension of the condensation reaction
requires structural information on a NRPS including at least
a donor PCPF, an acceptor PCP and a condensation domain.
The structure of holo-LgrA F;-A;-PCP;-Cy-A,-PCP; reveals
both donor and acceptor PCPs docked onto a single C
domain (figure 3b, condensation conformation) [22]. 29 A
separate the two PCP Ser residues loaded with their 20 A-
long PPant arms. The Ser from the acceptor PCP; is located
15 A away from the catalytic His of the C domain while
the Ser from the donor PCP; is 18 A away from it. These dis-
tances are compatible with the proximity between substrates
required for nucleophilic attack. Unfortunately, there is no
electron density for the PCP PPant arms so the detailed inter-
action of donor and acceptor substrates cannot be deduced
from this structure.

The detailed view of PCP-bound-substrates in the con-
densation conformation can be obtained using a
mechanism-based probe, recently designed by the Gulick
and Aldrich groups [46]. Although the structure of LgrA
F1-A;-PCP;-C,-A,-PCP, shows that an inhibitor is not necess-
ary to lock a dimodular NRPS in the condensation
conformation, this new chemical probe stabilized the inter-
action between the donor PCP, the acceptor PCP and the C
domains. The enterobactin assembly line served as a model
to prove the functionality of this probe [46]. The authors
were able to mimic the PPant arm loaded with the natural
substrate of the donor PCP by replacing the whole acyl-thioe-
ster portion of the substrate by a non-hydrolysable analogue
incorporating a ketone functionality, thus preventing the
release of the loaded substrate. The resulting crypto-PCP
was shown to bind to the donor site of the C domain and
these results allowed the construction of a model where the
crypto-PCP inserts its unnatural PPant arm into the donor
tunnel. The authors assumed that the pantetheine probe
would then react with the natural acceptor substrate loaded
on the acceptor PCF, forming an imine bond instead of the
natural peptide bond formed between substrates. In this con-
figuration, both PCP domains should be docked onto the C
domain and linked together via their PPant arms connected
through an imine bond. Therefore, this probe should help
stabilize the interaction between the C and PCP domains
during condensation and could lead to more crystal struc-
tures of bimodular NRPS locked in the condensation
conformation.

The structure of the LgrA PCP; domain has been solved
in association with its three catalytic partners (A;, F; and
C, domains, figure 3b); therefore, the comparison of the
three crystal structures provides insights into the confor-
mational changes that allow the PCP; domain to shuttle
between its three partners [19,22]. As described above, the
large movements required for the PCP domain to reach its
different catalytic partners are mainly driven by conformation-
al changes of the Ay, subdomain that are transferred to the
PCP domain by the A,,-PCP rigid linker. Shifting from the
formylation to the condensation conformation, the PCP;
domain must cross 30 A, achieved through a rotation of 40°
of the Ay, subdomain (compare figure 3b, formylation and
condensation conformations). Similarly, after condensation,
the PCP; domain must detach from the C domain and travel
back 50 A to return to the A; active site (compare figure 3b,
condensation and thiolation conformations), achieved by a
rotation of 150° of the Ay, subdomain. Even in the absence
of structures that show the second LgrA module in the thiola-
tion conformation, we can easily extrapolate that the
movements seen in module 1 could be similar in module 2.

Interestingly, a NRPS module can start a second catalytic
cycle before the first one is complete [20]. For example, the
structure of LgrA in the condensation conformation (figure 3b)
shows the PCP; domain in the peptide donation conformation
while the A; domain is in the closed conformation and can
thus catalyse adenylation [22]. After adenylation, the aminoa-
cyl-AMP is tightly sequestered in the A domain active site in
the absence of the available PCP [47,48]. Subsequently, the
A; domain can catalyse thiolation as soon as the C; domain
has catalysed condensation which will liberate the PCP;
domain. This decoupling between different domain activities
likely increases the synthesis rate of NRPSs.

The structures of four termination modules harbouring a TE
domain (C-A-PCP-TE) are now available, i.e. SrfA-C, AB3403,
EntF and ODbiF1 (figure 2a—e) [20,28-30]. In all four crystal
structures, the TE positions are dramatically different
(figure 2a-d), suggesting that the TE domain is most probably
a mobile element. Negative staining EM images of EntF
showed the TE domain in various positions compared to
the other domains and no density was observable for the
TE domain in the corresponding crystal structure (figure 2e),
confirming that the EntF TE domain can adopt multiple con-
formations [20]. The ObiF1 module has an unusual domain
organization, since the TE domain is followed by a MbtH-
like protein (MLP) [30]. Interestingly, in these conditions,
the MLP domain anchors the TE domain to the module
(figure 2d). These elements suggest that the high mobility
of the TE domain is due to the flexibility of the short PCP-
TE linker and to the fact that, in general, no successive
domain imposes structural restraints on the final TE
domain. As none of the structures of these four termination
modules revealed the interaction between the PCP and the
TE domains, it was characterized through the crystal struc-
ture of the EntF PCP-TE didomain [49]. The authors used a
phosphopantetheinyl-based inhibitor loaded onto the PCP
domain that stabilized the transient interaction between the
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PCP and TE domains [49], thus providing details of a
productive PCP-TE interaction.

7. Non-ribosomal peptide synthetases
flexibility at the supramodular scale,
unrelated to the catalytic cycle

As described in the previous sections, NRPS flexibility allows
the conformational rearrangements that are required for the
PCP domain to interact with its catalytic partners. It is then
legitimate to wonder whether NRPS flexibility is only
restricted to the movements that shuttle PCP-tethered sub-
strates to the different NRPS active sites or if there is
flexibility at the supramodular scale, unrelated to the catalytic
cycle. In other words, are there architectural rules governing
the relationships between successive modules, or is their
relationship random? In addition to the crystal structure of
bimodular LgrA, structural models of multimodular NRPSs
derive from low resolution techniques or from the combination
of crystal structures. Indeed, in 2016, Marahiel and co-workers
proposed a helical model for a hypothetical 7-module NRPS
assembly by combining the C-A-PCP structure of the SrfA-C
termination module (figure 2b) with the PCP-C cross-module
structure of TycC from the tyrocidine synthetase [30,50,51].
The helical axis was occupied by the PCP domains and each
module was rotated by 120° relative to the previous one.

Several EM observations indicated that NRPSs probably
adopt a more flexible architecture than the helical model
mentioned above. An early negative staining EM observation
of a fungal 11-module NRPS, responsible for the synthesis of
cyclosporin, pictured this 1.7 MDa machinery as an assembly
of globular moieties, most likely modules, that could adopt
either very compact or elongated structures [52]. It led to
the hypothesis that NRPS modules are arranged as ‘beads
on a chain’, suggesting that an NRPS assembly line would
not adopt any specific architecture.

More recently, the dimodular NRPS DhbF (C;-A;-PCP;-
Cy-A,-PCP, + MLP) was also observed by negative staining
EM [21]. Despite the presence of AVS inhibitors that limited
its conformational heterogeneity, DhbF adopted a continuum
of conformations as diverse as an elongated shape, an
L shape or a very compact shape. Most particles could be
sorted into five classes that differed by the relative positions
of the first module in relation to the second one. Therefore,
although the flexibility inside a module is limited due to
the stable conformation adopted by the C-A didomain, it
seems that there are few limitations to the position one
module can adopt relatively to the adjacent one. These data
favour an irregular architecture for NRPSs; however, the
fact that the number of classes is limited to five suggests
that the supramodular architecture of NRPSs is not comple-
tely random. In the crystal structure of the A;-PCP;-C,
cross-module (figure 2f,g), there is no density for the PCP;-
C; linker, suggesting that it could be flexible [21]. Therefore,
the movements of the PCP;-C, linker combined with the
absence of strong intermodule interactions could explain
the various conformations adopted by the dimodular DhbF.

The six recent dimodular LgrA crystal structures pro-
vided further evidence that NRPSs do not adopt a unique
stable architecture but rather a few conformations among a
myriad of possibilities [22]. One striking example confirmed

the flexibility of the PCP;-C, intermodule linker. Indeed, -

the F;-A;-PCP;-Cx-A; variant was crystallized in the thiola-
tion conformation for module 1 using a Val-AVS inhibitor
and two molecules were found in the asymmetric unit
(figure 2h-j). Within these two molecules, module 1 is identi-
cal but module 2 adopts two radically different positions.
This behaviour results in two strikingly different LgrA
shapes, reminiscent of the two DhbF structures observed by
EM, one that is elongated and the other L-shaped. Therefore,
it seems that locking one module in a specific conformation
does not impose a unique conformation on the adjacent
module. The most convincing evidence that NRPSs adopt a
flexible architecture was obtained from the SAXS analyses
of the LgrA F,-A;-PCP;-C5-A; construct [22]. They indicated
that the conformations adopted in the crystal structures do
not exactly reflect the conformations adopted in solution.
To better estimate these, Reimer and co-workers used the
ensemble optimization method to generate different models
that took into account flexibility parameters [53]. The ensem-
ble generated fit very well with the experimental data, thus
confirming the flexibility of LgrA. However, it cannot be
excluded that LgrA flexibility is only apparent and is an
effect of the absence of the other components of the assembly
line. Indeed, in addition to LgrA, the linear gramicidin NRPS
is composed of three other proteins [54] that could restrain
the conformations that LgrA can adopt.

8. Concluding remarks

The structural and functional studies of NRPS multienzymes
are not limited to providing details regarding the production
of complex metabolites but can also be applied to the
discovery of new antibiotics. Indeed, the products of these
machineries are often essential for bacterial virulence, hence
targeting their biosynthesis is a promising strategy to fight
microbial pathogens [6]. For instance, the multi-drug resistant
Klebsiella pneumoniae uses several siderophores for iron acqui-
sition, including the NRPs enterobactin and yersiniabactin
[55-57]. Strains deficient for yersinabactin production are
much less virulent than the wild-type strains [58], suggesting
that the yersiniabactin NRPS machinery could be potentially
be explored as an antibacterial development target.
Moreover, the re-engineering of NRPS megaenzymes in
order to produce new medically relevant molecules is of par-
ticular interest [59,60]. This prospect exists since the
discovery of the modular organization of NRPSs [61]. To
date, a straightforward strategy to re-engineer NRPS assembly
lines to produce artificial peptides has been difficult to estab-
lish, although some successful reports of re-engineering were
published [62-65]. Classical strategies using substitutions of
A, C-A, PCP-C-A units or entire modules yielded only a
small amount of synthesized peptide [59,60]. Recently, the
Bode group successfully exploited a novel exchange strategy,
using A-PCP-C exchange units (XUs) by fixing the borders
of the XU within the flexible C and A domain linker [66].
They subsequently improved their strategy by dividing the C
domain, placing the borders of the XU within the flexible
linker that connects the N-terminal acceptor and C-terminal
donor subdomains of C, yielding Cac~A-PCP-Cpo, (XUs)
[67]. This strategy allowed the authors to produce very high
yields of novel NRPS peptides, paving the way for new bio-
technological approaches that could optimize the production
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of novel bioactive compounds through NRPS engineering.
Therefore, an increased knowledge on the supramodular archi-
tecture of NRPSs, especially regarding the linker regions that
allow enzyme flexibility, raises interesting perspectives for

natural product re-engineering.
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Certaines souches d’Escherichia coli résidant dans notre microbiote intestinal produisent la colibactine,
un carcinogene dont le role a été démontré dans le cancer colorectal et soupgonné dans d’autres cancers. La
biosynthése de la colibactine, comme celle de nombreux métabolites secondaires microbiens d’intérét médical,
repose sur des méga-enzymes appartenant a la famille des synthétases de peptides non ribosomaux (NRPS) et
des synthases de polycétides (PKS). Les NRPS/PKS sont constituées de domaines enzymatiques variés, regroupés
en modules. Un module NRPS incorpore un acide aminé dans le métabolite en construction alors qu’'un module
PKS ajoute une chaine acyle. En plus des domaines enzymatiques, chaque module intégre un domaine non
enzymatique nommé « carrier protein », qui présente les substrats et le métabolite en construction aux autres
domaines. Chez les NRPS/PKS de type I, plusieurs modules sont fusionnés au sein d’'un méme polypeptide. La
taille et la flexibilité de ces protéines les rend tres difficiles a caractériser, méme si des avancées majeures ont
eu lieu récemment, a la fois pour les NRPS et les PKS. En revanche, aucune protéine hybride NRPS/PKS fusionnée,
composée d’'un module NRPS associé a un module PKS, n’a été caractérisée structuralement.

Le but de cette these était la caractérisation structurale de I'hybride PKS-NRPS ClbK, responsable de
I'incorporation dans la colibactine d’une unité aminomalonyle et d’un cycle thiazole potentiellement
génotoxique. Ce travail a montré que CIbK forme un assemblage dimérique de 480 kDa. La protéine CIbK purifiée
est capable d’activer la cystéine, le précurseur du cycle thiazole. La diffusion des rayons X aux petits angles a
révélé que CIbK possede une forme allongée, de dimension maximale 30 nm et les modeles ab initio générés
suggerent la présence de plusieurs chambres catalytiques, déja identifiées chez les PKS.

Parallélement, la structure du module PKS de ClbK (85 kDa) a été résolue a 3 A par cristallographie aux
rayons X. Ce fragment forme un assemblage dimérique et posséde plusieurs adaptations facilitant ses
interactions avec les domaines NRPS en amont et en aval. Le domaine « carrier protein » est détecté a une
position inhabituelle, observée une seule fois chez les PKS. La caractérisation de I'état oligomérique en solution
de plusieurs fragments multi-domaines de ClbK suggere que ClbK dimérise grace a deux domaines enzymatiques
situés a ses extrémités N- et C-terminales. L'ensemble des données collectées au cours de cette thése et les
données structurales disponibles nous ont permis de proposer le premier modéle architectural d’une protéine
hybride NRPS/PKS.

Mots clés : colibactine, microbiote, biologie structurale, synthase de polycétide (PKS), synthétase de peptides
non ribosomaux (NRPS), hybride NRPS/PKS, cancer colorectal, E. coli pks+.

Some Escherichia coli strains from the human gut microbiota synthesize colibactin, a causative agent of
colorectal cancer and a potential agent involved in other cancers. As is the case for many valuable secondary
metabolites produced by micro-organisms, colibactin is synthesized by non-ribosomal peptide synthetases
(NRPSs) and polyketide synthases (PKSs). NRPSs/PKSs use diverse enzymatic domains that are organized into
modules. A NRPS module incorporates an amino acid during metabolite assembly, while a PKS module adds an
acyl chain. In addition to enzymatic domains, each module integrates a non-enzymatic domain, named carrier
protein, that delivers the substrates and the growing metabolite to the enzymatic domains. In type | NRPSs/PKSs,
several modules are commonly fused into a single polypeptide. Even if the structural characterization of these
megaenzymes is very challenging due to their size and flexibility, major breakthroughs occurred recently both in
the NRPS and the PKS fields. However, no fused hybrid NRPS/PKS, composed of a NRPS module associated to a
PKS module, has been structurally characterized to date.

The main goal of this thesis was the structural characterization of the hybrid PKS-NRPS ClbK, that
incorporates into colibactin an aminomalonyl unit and a thiazole ring that could impart the genotoxic attributes
of colibactin. This work demonstrated that ClbK is a 480 kDa dimer. The purified protein catalyzes the activation
of cysteine, the precursor of the thiazole ring. Small angle X-ray scattering (SAXS) revealed that CIbK has an
elongated shape with a maximal dimension of 30 nm. Ab initio models generated from SAXS data suggest that
ClbK possesses catalytic chambers, a common feature of PKS proteins.

In parallel, the structure of the PKS module of CIbK (85 kDa) was solved at 3 A by X-ray crystallography.
The structure revealed that the protein is dimeric and harbors several adaptations allowing its interactions with
NRPS domains. The carrier protein domain is tethered at an unusual position, observed only once in PKS proteins.
Characterization of the oligomeric state of several muti-domain fragments of ClbK suggest that the megaenzyme
dimerizes owing to two domains located at its N-terminal and C-terminal extremities. Data obtained during this
work associated with other structural data allowed us to propose the first architectural model of a hybrid
NRPS/PKS protein.

Key words: colibactin, microbiota, structural biology, polyketide synthase (PKS), non-ribosomal peptide
synthetase (NRPS), hybrid NRPS/PKS, colorectal cancer, pks+ E. coli.
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