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Introduction

*Présentation du laboratoire

J'ai effectué mon stage au sein du laboratoire DynAMic (Dynamique des génomes et
Adaptation Microbienne) qui est une unité mixte de recherche (UMR) entre I'Université de Lorraine
et I'INRA. La thématique de recherche de I"'unité concerne les mécanismes d’évolution rapide chez
les bactéries, dont le transfert horizontal de génes qui est le mécanisme d’évolution prépondérant.
Ce transfert consiste en un échange d’'information génétique entre bactéries apparentées ou non
d’un méme écosystéme. Cette unité est composée de deux équipes: ICE-Tea (Integrative and
Conjugative Element in Streptococci) dont le théme de recherche est I'étude de la diversité et du
transfert des ICE au sein des Streptocoques, et StrAda (Streptomyces Adaptation) I'équipe dans
laquelle s’inscrit ce stage et dont le théme de recherche est I'étude de I'évolution des génomes de
Streptomyces et I'adaptation de ces bactéries a leur environnement. Le laboratoire est composé de
3 professeurs, 7 maitres de conférences, 1 chargée de recherche INRA, 1 post-doctorante, 4

doctorants, 7 techniciens, une secrétaire et est dirigé par le professeur Pierre Leblond.

*Avant-propos

La réémergence de maladies infectieuses liées a la multiplication de souches bactériennes
résistantes voire multirésistantes aux antibiotiques actuellement sur le marché est un des problemes
majeurs de santé publique (Giske et al., 2008). En effet tous les ans, plus de 37.000 morts en Europe
et plus de 99.000 aux Etats-Unis sont attribués a des infections nosocomiales résistantes aux
antibiotiques (source : European Centre for Disease Prevention and Control, site 1). Il devient donc
nécessaire de trouver de nouvelles molécules efficaces contre ce type de pathogénes (Boucher et
al., 2009).

Il existe de nombreuses techniques permettant la détection de nouvelles molécules
bioactives. Certaines reposent sur I'étude des bactéries in vivo, d’autre sur des approches in silico.
Ces différentes techniques seront exposées plus en détail dans la suite de ce rapport. Enfin
I'approche que je vais utiliser ici est une nouvelle approche in silico de détection de loci contenant
potentiellement des génes de biosynthése qui se base sur I'étude des ilots génomiques.

Le genre bactérien le plus souvent cité comme producteur d’antibiotiques est le genre
Streptomyces. En effet on estime qu’environ 70% des antibiotiques d’origine microbienne utilisés

aujourd’hui en médecine humaine et vétérinaire sont produits ou dérivés des antibiotiques produits



par ce genre bactérien (Newman and Cragg, 2012). Ce genre bactérien est également connu pour sa

production d’un grand nombre de métabolites secondaires qui n"ont pas de propriété antibiotique.

1) Le genre Streptomyces

a) Généralités

Les Streptomyces sont des bactéries Gram positives, filamenteuses appartenant au groupe
des actinomycetes, groupe qui englobe la majorité des espéces bactériennes du sol. On estime qu’un
gramme de sol contient 10° UFC (unités formant colonie) et que sur ces 10° UFC, 107 sont des
actinomyceétes (Baltz, 2007). Ce sont des bactéries ubiquistes du sol, aussi retrouvées en milieu marin
(sédiments..., Selvakumar et al., 2015), certains sont des symbiotes d’éponges par exemple, ou
encore d’insectes comme la fourmi Acromyrmex octospinosus. Elle vit en symbiose avec un
Streptomyces (Streptomyces S4) produisant des antifongiques ce qui permet de protéger les
champignons cultivés par la fourmi des phytopathogenes (Seipke et al., 2011).

Les Streptomyces ont un cycle de développement particulier. Ce cycle commence par une
spore qui va germer en formant des hyphes végétatives trés peu septées qui vont se structurer en
un réseau : le mycélium végétatif dont le roéle est d’explorer le milieu a la recherche de nutriments.
La bactérie va former des hyphes aériennes compartimentalisées lors d’'une carence en éléments
nutritifs, ces hyphes se différencieront ensuite en spores qui sont la forme de résistance et de

dissémination de cette bactérie (Claessens et al., 2006) (figure 1).



o

Spore libre T Mycdlinm végétatif

Myeélinm agrien

£ ¢ k1 otk
by o M
e LA ' II.
g Al 3
T it tffm

§ -

Différenciation des hyphes
aErisnnes en spores

Figure I : Cycle de développement des Streptomyces (d’apres Angert, 2005)

La production de nombreux métabolites secondaires y compris les antibiotiques est couplée
avec la différenciation morphologique. En effet on observe une plus grande production de
métabolites secondaires lors du passage de la croissance végétative a la croissance aérienne
(Granozzi et al., 1990). Lors de ce changement de type de croissance, une lyse partielle du mycélium
végétatif a lieu afin de fournir les éléments nutritifs nécessaires a la création du mycélium aérien,
cette libération de nutriments pourrait attirer des compétiteurs. Cette synchronisation du cycle de
développement et de la production de métabolites secondaires pourrait étre un moyen pour la
bactérie de se débarrasser des envahisseurs afin de garder ces nutriments ou alors de tuer les
bactéries environnantes pour s’en nourrir.

Les différents métabolites secondaires connus sont synthétisés par quatre voies principales
de biosynthese différentes: la voie peptidique, les PKS, les NRPS et la voie glucidique. La voie
peptidique concerne une partie des métabolites secondaires protéiques : ils sont synthétisés par
simple traduction des ARNm en peptides par les ribosomes. Les NRPS (non ribosomal polypeptide
synthase) sont des enzymes capables de condenser des acides aminés de maniere a former des
peptides sans passer par la voie de synthese ribosomique. Les PKS (polyketide synthase), sont des
enzymes capables de synthétiser une famille particuliere de métabolites secondaire : les polycétides.
Les enzymes nécessaires a la synthese de ces polycétides sont des homologues des FAS (fatty acid
synthase) qui sont responsables de la synthese des chaines d’acides gras. Comme les FAS ces

enzymes peuvent coupler des précurseurs pour former une chaine. Cette chaine subira ensuite des



modifications post-PKS avant de devenir active. En ce qui concerne la voie glucidique, elle repose sur
I"utilisation d’enzymes capables de coupler différents sucres afin de former un précurseur glucidique,

cette chaine subira ensuite des modifications qui rendront le précurseur actif (Clardy et al., 2009).

b) Quelques exemples de Streptomyces et des métabolites secondaires produits

Le premier antibiotique produit par un Streptomyces a avoir été identifié est la streptomycine
(Schatz et al., 1944), produite par Streptomyces griseus et utilisée a I'époque comme traitement
contre la tuberculose. Sa découverte a permis a Selman A. Walksman de recevoir le prix Nobel en
1952 (site 2).

L’espéce qui est souvent utilisée comme modeéle pour les Streptomyces est Streptomyces
coelicolor, et plus précisément la souche A3(2). Ce microorganisme possede de nombreux clusters
impligués dans la synthese d’antibiotiques (actinorhodine, antibiotiques dépendants au calcium...),
de sidérophores (desferrioxamines, coelicheline...), de pigments (tétrahydroxynaphtaléne), de lipides
et d’autres molécules (Bentley et al., 2002).

Streptomyces avermitilis est un Streptomyces qui produits des molécules antiparasitaires (ou
antihelminthique) : les avermectines qui sont utilisées en médecine humaine et vétérinaire depuis
les années 80. L’ivermectine, obtenue par hémisynthése a partir d’avermectine, posséde des
propriétés antiparasitaires tres intéressantes ce qui a permis aux deux scientifiques responsables de
sa découverte (le professeur Satoshi Omura) et sa caractérisation (le docteur William C. Campbell)
d’obtenir le prix Nobel de Médecine ou physiologie en 2015 (site 3).

Streptomyces ambofaciens a été découvert dans les années 50 a Péronne dans la Somme
(Pinnert-Sindico, 1954) et est connu pour la production de congocidine (Cosar et al., 1952) et de
spiramycine (Pinnert-Sindico, 1954). Par la suite d’autres antibiotiques ont été isolés a partir de cette
souche : kinamycine (Pang et al., 2004), stambomycine (Laureti et al., 2011), ainsi que I"antimycine

qui est un antifongique (Schoenian et al., 2012).
c) Génome

Le génome des Streptomyces est particulier : il est composé d’'un chromosome linéaire tres
riche en bases azotées guanine et cytosine, d’'une grande taille (entre 8 et 11 Mb). De plus le génome
des Streptomyces possede des séquences répétées inversées a chacune de leurs extrémités dont la
taille est variable en fonction des espéces : d’une centaine de paires de bases (Pandza et al., 1998) a

plus de 400 kb (Pandza et al., 1997).



Le séquencage des différents génomes a révélé que la capacité des Streptomyces a
synthétiser des métabolites secondaires avait été largement sous-estimée. En effet si on prend
I'exemple de S. coelicolor A3(2), premier Streptomyces dont le génome a été entierement séquencé
en 2002, 5 de ses métabolites secondaires étaient identifiés avant 2002, puis le séquencage a montré
gue plus de 20 clusters de génes de biosynthése de métabolites secondaires étaient présents dans
la souche (Bentley et al.,, 2002). Cette différence peut s’expliquer par le fait que ces clusters
découverts par analyse de séquences sont cryptiques, c’est-a-dire qu’ils ne s’expriment pas, ou trop
faiblement, en conditions classiques de laboratoire. Cet écart entre le nombre de métabolites
produits connus et le nombre de métabolites codés par le génome n’est pas spécifique a cette
souche, le séquencage d’autres Streptomyces a montré qu’il pouvait y avoir jusqu’a 30 clusters de
genes cryptiques dans un méme génome (Aigle et al., 2014). Par exemple le génome de S. griseus
contient 34 clusters de genes de biosynthése de métabolites secondaires (Ohnishi et al., 2008)

En ce qui concerne S. ambofaciens, son génome a été entierement séquencé par le
laboratoire (Thibessard et al., 2015) et a permis notamment de relier certains composés comme la
congocidine a leur cluster de génes de biosynthése respectif, ainsi que d’identifier des kinamycines,

des stambomycines et des antimycines (figure 2).
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Figure 2 : Carte génétique du chromosome de Streptomyces ambofaciens et localisation des différents clusters
de genes de biosynthése de métabolites secondaires (Aigle et al., 2014)

Les clusters de genes de biosynthese des métabolites secondaires sont indiqués par des points, leur couleur
correspond au type de géne contenu dans ces clusters. Les fleches noires aux extrémités indiquent les zones
terminales inversées répétées (TIRs dont la taille est de 200 Kb).



I1)  Approches permettant la découverte de nouveaux métabolites
secondaires

a) Approches reposant sur I'étude in vivo

Une des approches que l'on peut utiliser pour découvrir de nouveaux métabolites
secondaires est de rechercher de nouveaux organismes producteurs en se basant sur des criblages
des tests d’activités (de bioessais) contre des souches indicatrices (Schrey et al., 2012).

Cependant ce type d’approche entraine un travail énorme, il faut tester un grand nombre de
bactéries productrices avant de trouver celle qui permet d’inhiber la croissance du microorganisme.
Pour cela des technologies d’automatisation par microplagues ont vus le jour (Sanchez-Hidalgo et
al., 2012) mais ce type de technique reste quand méme assez long et fastidieux a mettre en place.
Ce type d’approche présente un autre probleme : la redondance des métabolites identifiés, en effet
il arrive assez souvent d’isoler des molécules déja identifiées, par exemple on estime que la
streptotrhicine est retrouvée dans 10 % des Streptomyces testés (Baltz, 2007).

Un autre probleme se pose souvent dans ces techniques qui reposent sur la culture des
bactéries : certains composés ne sont synthétisés que dans certaines conditions (présence d’un
composé particulier, carence en nutriment, présence d’'une molécule signal...) (Rigali et al., 2008).
Une solution est d’utiliser I'approche OSMAC (One strand Many Compounds) (Bode et al., 2002).
Cette approche consiste tester différentes conditions de croissance (composition du milieu,
température, oxygénation, pH ...) sur une méme souche. Elle peut permettre d’activer des clusters
cryptiques car une des conditions testées peut permettre |'activation de ce dernier. Par exemple un
milieu peut contenir un nutriment utilisé comme régulateur comme la N-glucosamine qui permet
d’activer un certain nombre de clusters de biosynthése de métabolite secondaire (Swiatek et al.,
2012).

Mais le probleme majeur de ce type d’étude est le fait qu’a I’heure actuelle on ne sait cultiver
gu’environ 1% des bactéries donc ce type d’approche ne permet pas |'étude des 99% restants qui
pourraient étre une grande source de nouveaux métabolites secondaires (Lewis, 2013). Ce probléeme
de cultivabilité a entrainé le développement de méthodes culturales dont le but est d’accéder, au
moins en partie, a cette richesse. Récemment une de ces technologies a vu le jour ; I'iChip®. Cette
technologie permet de cultiver la bactérie dans une puce placée son milieu naturel, puis la puce est
récupérée pour analyser les différents métabolites produits par les bactéries qui s’y sont

développées (Ling et al., 2015) (figure 3).
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Figure 3 :Principe de fonctionnement de l'iChip (Ling et al., 2015)

La puce est plongée dans une solution contenant des bactéries prélevées du sol (a) a une concentration telle
que chaque canal ne soit occupé que par une seule bactérie (b). Des membranes de cellophanes sont placées
de part et d’autre de la puce pour permettre les échanges entre la bactérie et son milieu sans permettre a la
bactérie de sortir du canal, puis la puce est fixée entre 2 supports (c). L’ ensemble sera ensuite déposé dans le
milieu ou les bactéries ont été prélevées.

Cette technique a permis de découvrir un nouvel antibiotique : la teixobactine qui se révele
étre efficace contre des bactéries multirésistantes comme la souche Staphylococcus aureus

résistante a la méthicilline (Ling et al., 2015).

b) Techniques reposant sur I'étude des séquences génomiques (genome mining)

Comme décrits précédemment, I'accés aux séquences génomiques de nombreuses bactéries
mais également de champignons a mis en évidence la présence d’un grands nombre de clusters de
génes de biosynthése. L'analyse des séquences génomiques consiste en une étude in silico de ces
séquences en les comparant avec d’autres séquences ce qui permet de détecter des génes et des
clusters de genes de biosynthese de métabolites secondaires par exemple. On compare la séquence
du génome de notre bactérie étudiée avec les différentes séquences présentes dans les bases de
données (Genbank, NCBI, ...) en utilisant I'outil informatique comme le logiciel BLAST du NCBI par
exemple (site 4). Cette approche permet de trouver des génes homologues a des génes de
biosynthese classique (NRPS, PKS,...) mais elle présente un défaut : un cluster qui reposerait sur une
nouvelle voie de biosynthése ne pourrait pas étre mis en évidence en utilisant cet outil car les génes
qui le composent n‘ont pas d’homologues dans les bases de données, ou alors les homologues
codent des fonctions inconnues.

Jusqu’a présent la détection de nouveaux génes ou clusters de génes de biosyntheése de
métabolites secondaires par analyse in silico reposait uniqguement sur I’'homologie de séquences.
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c) Recherche de nouveaux composés par « genome mining » dans les ilots génomiques

Cette approche est celle qui est développée dans le projet dans lequel s’intégre mon stage.
Elle part du fait que certains clusters de genes de biosynthese de métabolites secondaires sont portés
par des ilots génomiques. Un ilot génomique est une région du génome la séquence difféere entre
deux souches phylogénétiquement proches et qui peut étre acquis par transfert horizontal de genes
(Juhas et al., 2009).0n parle d’ilots génomique car ce fragment d’ADN est intégré dans une zone ou
les séquences comparées sont identiques, leur présence se manifeste par une rupture de la synténie
dans les 2 génomes comparés (la synténie étant la conservation de l'ordre des genes entre deux
espéces apparentées). Ces ilots peuvent coder de nombreux éléments comme les facteurs de
pathogénicité (Hacker et al, 1990), des composants du métabolisme de certains composés
aromatiques (Gaillard et al., 2006), la synthése de sidérophores ou la résistance au mercure (Larbig
et al., 2002). De plus des études bioinformatiques ont mis en avant le fait que certains clusters de
geénes de biosynthése de métabolites secondaires étaient portés par ces ilots. Par exemple, lorsque
I'on compare les séquences de S. ambofaciens et S. coelicolor qui sont deux Streptomyces tres
proches phylogénétiquement, le cluster de génes de biosynthése de la congocidine chez S.
ambofaciens est porté par un ilot génomiqgue. Si on prend I'exemple de I'oligomycine produite par S.
avermitilis ou celui de la streptomycine produite par S. griseus, on remarque que les clusters
responsables de la synthése de ces deux composés se retrouvent dans des ilots génomiques flanqués
par des régions conservées dans les génomes de deux espéces. En effet le cluster de I'oligomycine
se retrouve entre 'opéron FO-F1 ATPase et le gene tagO responsable de la synthese de I'acide
théicoique (acide permettant la fixation du peptidoglycane sur la membrane des bactéries). Le
cluster responsable de la biosynthese de la streptomycine est placé entre ’ARNt synthétase de la
phénylalanine et un géne responsable du catabolisme des acides gras (le géne fadC). Tous ces genes
et clusters flanquants sont essentiels et sont retrouvés dans le méme ordre lorsque I'on compare les
génomes de différentes especes de Streptomyces (Nett et al., 2009).

Enfin certaines voies de biosynthése n’auraient jamais pu étre découvertes par une approche
basée sur I'homologie de séquence car les produits des genes impliqués ne présentent pas de
similarité avec des protéines de biosynthese de métabolites secondaires connues. En effet si on
prend I'exemple du thiostrepton, bien qu’il soit connu depuis le début des années 90 (Smith et al.,
1995), son cluster de génes de biosynthese n’a été découvert qu’a la fin des années 2000 ce qui
s’explique par le fait qu’aucune des enzymes responsables de sa biosynthese n’avait d’"homologue a

cette époque (Liao et al., 2009).
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Tous ces points indiquent que I'étude des ilots génomiques pourrait permettre de découvrir

de nouveaux clusters de métabolites secondaires.

IIl) Projet et objectifs du stage

La souche S. ambofaciens utilisée comme référence dans le cadre de mon stage est la souche
sauvage ATCC 23877, a partir de cette souche a été réalisé un mutant délété dans 3 clusters
responsables de la production d’antibiotiques (spiramycine, congocidine et kinamycines) : la souche
OSC4. A partir de ce mutant OSC4 a été réalisé un mutant délété dans 4 clusters responsables de la
production d’antibiotiques (spiramycine, congocidine, stambomycine, kinamycine) : la souche OSC5.

Cette souche OSC5 montre encore des activités antimicrobiennes malgré ces délétions (figure 4).

Milieu minimum

Milieu minimum + N-acétylglucosamine

0OSC5
Figure 4 : Test d'activité entre la souche OSCS et la bactérie indicatrice Micrococcus luteus

Les plugs de gauche sont des plug prélevés a partir d’une culture de la souche A4 qui posséde les mémes
deélétions que la souche OSCS5 mais obtenues a partir de souches parentales différentes. Les deux plugs de
droites proviennent d 'une culture de deux clones OSCS5. Les plugs de la premiére ligne proviennent de culture
en milieu minimum et ceux de la deuxiéme ligne proviennent de culture en milieu minimum complémenté en
N-acétylglucosamine. On remarque qu’en présence de ce composé la souche OSCS5 produit un composé qui

inhibe la croissance de Micrococcus luteus (halo transparent autour du plug).

Cette activité a également été observée chez tous les simples mutants réalisés dans
I'ensemble des clusters de génes de biosynthése de métabolites secondaires identifiés suite a
I'analyse de la séquence génomique de S. ambofaciens. Cette persistance d’activité implique la
présence d’au moins un cluster de génes de synthése d’antibiotique qui n’a pas été identifié lors de
cette analyse. Comme mentionné précédemment, les clusters de génes de biosynthése de
métabolites secondaires peuvent correspondre a des ilots génomiques lorsque I'on compare deux
souches phylogénétiquement proches. L'idée est donc de comparer la souche S. ambofaciens ATCC
23877 avec une autre souche de S. ambofaciens, la souche DSM40697 ce qui permet d’identifier
I'ensemble des ilots génomiques présents dans ces souches. Cette comparaison a été réalisée en
utilisant le logiciel Syntheruptor® (logiciel développé dans le cadre d’un projet ANR entre le

laboratoire et des partenaires de 'université de Paris IX, Orsay) qui permet de mettre en évidence
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les ruptures de synténie. Elle a mis en évidence la présence de 18 ilots génomiques qui se manifestent

par autant de ruptures de la synténie entre les deux séquences (figure 5).

Streptomyces ambofaciens DSM40697

e

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877

Figure 5 : Dotplot entre le génome de la souche ATCC23877 et le génome de la souche DSM40697

Un dotplot est un graphique dans lequel est représenté [’ordre d’apparition des genes dans les 2 souches
etudiées, le fait d’avoir une ligne droite signifie que [’ordre des génes est le méme dans les deux souches on
parle alors de synténie. Chaque cercle rouge représente une rupture de la synténie entre les deux séquences,
ces ruptures de synténie sont des ilots génomiques, il y en a 18 entre ces deux souches

Le but de ce stage est donc de valider I'hypothese suivante : I'activité antibactérienne
observée n’est pas corrélée avec des clusters de biosynthese classiques, elle pourrait donc étre
portée par un nouveau type de cluster qui peut se retrouver dans un ilot génomique.

Cette hypothese va étre testée en utilisant deux approches différentes : la délétion et
I'expression hétérologue de chacun de ces ilots. La délétion des ilots est obtenue gréace a la
technologie CRISPR (Tong et al., 2015), et I'expression hétérologue grace au systeme TAR (Tang et
al., 2015).

Un autre objectif de ce stage est la réalisation d’'un mutant délété dans le cluster de la
biosynthese de I'antimycine, a partir de la souche OSC5, dans le but d’obtenir un mutant délété dans
tous les clusters de biosynthése de métabolites secondaires connus qui ont une activité
antibactérienne ou antifongique. Ce mutant permettra de faciliter les analyses futures car il permet

de réduire le bruit de fond par rapport a la souche sauvage (moins de pics en HPLC par exemple).
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Matériel et méthodes
1) Souches et milieux de culture

Les différentes souches bactériennes et de levure utilisées lors de ce stage sont indiquées
dans le tableau 1. Les milieux de cultures sont indigués dans le tableau 2, les versions solides des
différents milieux sont obtenues en ajoutant 20 g d’agar par litre de milieu. Les milieux ont été
stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 15 minutes, la liste des différents suppléments est
indiquée dans le tableau 3, sauf indication contraire la concentration utilisée lors de chaque
expérience est la concentration finale. Sauf indication contraire, les cultures liquides d’Escherichia
coli ont été réalisées dans du milieu LB a 37 °C avec une agitation de 200 rpm et les cultures en milieu
solide dans du milieu LA (version solide du LB), dans un incubateur a 37 °C. De méme les cultures
liquides de Streptomyces ont été réalisées dans du TSB, a 30 °C, avec une agitation de 200 rpm, les
cultures en milieu solide ont été réalisées sur du milieu SFM ou TSA (version solide du TSB), a 30 °C.
Les cultures liquides de levures ont été réalisée dans du milieu YPD, a 30 °C, avec une agitation de
200 rpm. Les cultures solides ont été réalisée dans du milieu SD-Trp, a 30 °C. Les différents

antibiotiques sont ajoutés aux milieux lorsque cela est nécessaire.

2) Manipulation d’ADN

* Extraction d’ADN plasmidique par lyse alcaline

Les extractions d’ADN plasmidique ont été réalisées par la méthode de lyse alcaline (Birnboim
and Doly, 1979). Dans le cas des ADN plasmidiques a séquencer, ils ont été extraits en utilisant le kit
GenelET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific™, site 5). Pour les ADN plasmidiques destinés
a faire une simple vérification des constructions le protocole suivi est celui des Minipreps (Holmes
and Quinley, 1981) ce protocole est similaire a celui de la lyse alcaline mais en utilisant des volumes

de culture plus faibles.

*Digestion d’ADN

Les digestions d’ADN par des enzymes de restriction ont été réalisées selon les indications du
fournisseur (Thermo Fisher Scientific™). Apres chaque digestion, les enzymes de restrictions ont été

inactivées par la chaleur selon les indications du fournisseur.

15



Tableau 1 : Liste des plasmides, BAC et souches utilisées

Nom Génotype-Phénotype Références

Plasmides

pUZ8002 Kan®, tra, plasmide conjugatif porte le systéme pour la mobilisation en trans Paget et al., 1999

pCRISPR-Cas9 ApraR, ThR Tong et al., 2015

pCAPO3 ApraR, Kan® Tang et al., 2014

pSPMB&8T AmpR, ApraR, OriT (source de la cassette de résistance a I’apramycine) Bunet et al., 2014

pOSK 11.11 ApraR, ThR Plasmide conjugatif contenant les génes xis et int du plasmide pSAM2 (permet I’excision de la  Bunet et al., 2014
cassette)

BAC

pBeloBAC CmR Kim et al., 1996

BAA147C8 CmR, BAC dérivé du pBeloBAC, venant de la banque d’ADN génomique de S. ambofaciens du laboratoire ~ Choulet et al., 2006

BAA14ZC8 kan Kan®, Asam0428::apra-oriT : dérive du BAAA14ZC8 mais la résistance au chloramphénicol a été remplacée  Projet en cours

Asam0428::apra-oriT  par celle a la kanamycine, le gene sam0428 a été remplacé par la cassette apra-oriT.

E. coli
ET12567 CmRdam-13 :Tn9, dem-6, hsdM
DH5a F- (¢80d lacZAM15) A(lacZY A-argF)U169 thi-1 recAl relAl endA1 hsdR17 (r-k,m+k)gyr496 supFE44 \-

Bierman et al., 1992
Hanahan, 1983

Streptomyces ambofaciens

ATCC 23877 Souche sauvage, productrice de stambomycine, congocidine, kinamycine, spiramycine et antimycine

0SC5s Souche dérivée de la souche sauvage sans le plasmide pSAM2, ne produit plus aucun des antibiotiques cités
au-dessus

OSC6 bis souche dérivée de la souche OSC5 délétée dans le gene sam0428 (NRPS antimycine)

Pinnert-Sindico,
1954

Projet en cours

Projet en cours

Saccharomyces cerevisiae

VL6-48N MAT a, his3-D200, trp1-A1, ura3-Al, lys2, ade2-101, metl4, psi+cir’

Tang et al., 2015
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Tableau 2 : Composition des différents milieux utilisés

Nom Composition (1 L) Référence

ISP2 4 g extraits de levure, 4 g extraits de malt, 4 g glucose, 20 g agar Wickerham and Burton, 1948
LB 10 g peptone, 5 g extraits de levure, 10 g NaCl, pH 7 Bertani, ef al., 1951

MM 0,5 g L-asparagine, 0,5 g K2HPO4, 0,2 g MgS04.7H20, 0,01 g FeSO4.7H20, Hopwood, 1967

Ajuster Ph 7, aprés autoclavage, ajouter 0,5 % de mannitol

SD-Trp 182 g sorbitol, 22 g dextrose, 20 g agar Tang et al., 2015
SFM (MS) 20 g mannitol, 20 g farine de soja, 20 g agar Hobbs et al., 1989
TSB 17 g digestion pancréatique de caséine, 3 g digestion pancréatique de semoule de soja, 2,5 g glucose, 5 g | Kieser et al., 2000

NaCl, 2,5 g K,HPO..

YPD 20 g D-glucose, 10 g extraits de levure, 20 g de peptone

Sherman, 1991

2xYT 16 g tryptone, 10 g extraits de levure, 5 g NaCl

Kieser et al., 2000

Tableau 3 : Liste des suppléments

Nom Composition Concentration finale
5 FOA (acide 5 fluooro-orotique) 100 mg/ml dissous dans du DMSO 100% 1 mg/ml

Acide nalidixique 25 mg/ml dissous dans 0,15 M de NaOH 25 pg/ml
Apramycine 50 mg/ml dissous dans de I’eau 50 pg/ml
Ampicilline 200 mg/ml dissous dans de I’eau 100 pg/ml
Chloramphénicol 100 mg/ml dissous dans de 1’éthanol 100% 50 pg/ml
Kanamycine 100 mg/ml dissous dans de I’eau 50 pg/ml
N-acétylglucosamine Poudre a diluer dans de I’eau 20 mM
Thiostrepton 50 pg/ml dissous dans du DMSO 100% 50 pg/ml
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*PCR

Les amorces sont indiquées en annexe 1, le mélange réactionnel et les conditions de PCR sont

indigués dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4 : Mélange réactionnel utilisé pour chaque PCR réalisée au cours de ce stage

Produit Quantité utilisée (Dream Taq®) | Quantité utilisée (Taq phusion®)
Tampon QsplX Qsp1X

dNTP (2,5 mM) 2,5 ul 2,5 ul

Amorce sens (10 uM) 0,5 ul 0,5 ul

Amorce antisens (10 pM) | 0,5 pl 0,5 ul

DMSO 2 ul

Bétaine 1,25 ul

ADN Entre 50 et 100 ng Entre 50 et 100 ng

Taq 0,125 ul 0,2 ul

Eau Qsp 25 ul Qsp 25 ul

Certaines PCR ont été réalisée directement sur colonie : pour les Streptomyces la moitié de la

colonie est prélevée a 'aide d’un cure-dents stérile puis placée dans un microtube contenant 10 pl

de DMSO. Le mélange est bouilli 10 minutes a 100 °C dans un bain sec, puis 1,5 pl de ce mélange est

ajouté au tube PCR. Pour les PCR sur colonies d’E. coli, la moitié de la colonie est prélevée avec un

cure-dents stérile, puis placée directement dans le tube PCR, la premiére étape du cycle est suffisante

pour lyser les bactéries. La Dream Taq® était utilisée dans les PCR de vérification, la Tag phusion® est

une Taq haute-fidélité qui était utilisée lorsque les produits PCR devaient étre clonés.

Tableau 5 : Conditions des différentes PCR utilisées au cours de ce stage

Etape

Condition

Dénaturation initiale

4 minutes a 95 °C (Dream Taq®)
3 minutes a 98 °C (Taq phusion®)

Dénaturation 40 secondes a 95 °C (Dream Taq®)

40 secondes a 98 °C (Taq phusion®)
Hybridation 30 secondes a Tm des amorces — 5 °C . 35x
Polymérisation 1 minute/Kb a 72 °C (Dream Taq®)

30 secondes/Kb a 72 °C (Taq fusion®)

Polymérisation finale | 5 minutes a 72 °C
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*Electrophorése

Les électrophoréses en gel d’agarose sont réalisées en tampon TBE (Tris-borate 0,09 M; EDTA
0,002 M). Le systeme de traitement d’'images GelDoc 1000 (Biorad™) permet de visualiser les gels
aprés immersion dans une solution de BET a 0,5 pug/ml, de traiter et de stocker les données. Les

marqueurs de taille utilisés sont les marqueurs 1Kb plus et 100 bp plus (Thermo Fisher Scientific™).

*PFGE

La préparation d’ADN de S. ambofaciens pour les électrophoréses en champs pulsés
ou PFGE est réalisée suivant la méthode décrite par Leblond et al. (1990) et les migrations sont
faites dans une cuve Bio-Rad de type CHEF ("Contour clamped Homogeneous Electric Field")

(Chu et al., 1986).

*Séquencage

Le séquencage est réalisé par une société extérieure au laboratoire (Genewiz, basée en
Angleterre), les échantillons sont préparés comme suit : 15 pL d’ADN (100 ng/ul) a séquencer sont

envoyés avec 10 ul de chaque amorce (5 uM).

*Ligation
Pour toutes les ligations 50 ng de plasmide ont été utilisés, la quantité d’insert a ajouter est
obtenue par I'équation suivante :

Quantité teur (ng) Taille insert (bp) » vecteur Quantité ¢ (ng)
uantité vecteur (ng) * * ratio ——— = Quantité insert (n,
9™ Taille vecteur (bp) insert g

Le ratio utilisé est de 10 inserts pour un vecteur, les deux ADN sont mélangés avec 1 ul de
tampon de ligation 10X, 5 unités de ligase T4 et le volume d’eau nécessaire pour obtenir un volume

final de 10 pL. Le mélange est laissé a température ambiante sur la nuit.

*Transformation par choc thermique

L’ADN a transformer est mélangé avec des cellules d’E. coli DH5a chimiocompétentes
préparées selon le protocole de Hanahan (1983), le mélange est mis a incuber 20 minutes sur glace
puis subit un choc thermique : 90 secondes a 42 °C. Il a immédiatement été replongé dans la glace.
Apres 2 minutes d’incubation dans la glace, 600 ul de LB froid sont ajoutés, puis la culture cellulaire

est placée dans un incubateur a 37 °C sous agitation pendant une heure. Les cellules sont
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concentrées par centrifugation puis étalées sur une boite de LB complémentée avec I'antibiotique

adéquat. La boite est alors placée a 37 °C sur la nuit.

*Clonage par Gibson Assembly®

50 ng de vecteur digéré sont ajoutés a I'insert en concentration éguimolaire et a un volume
correspondant a la moitié de la réaction de Master Mix 2X. Le mélange est mis immédiatement dans
la glace puis dans un thermocycleur réglé a 50 °C pendant 40 minutes. Il est remis immédiatement
dans la glace, puis la totalité du volume est utilisé pour réaliser une transformation par choc

thermique d’E. coli chimiocompétentes.

*Conjugaison intergénérique

Les différents plasmides pCRISPR-Cas9 et pCAPO3ainsi que le BAC BAA14ZC8
Asam0428:.apra-oriT ont été transférés chez S. ambofaciens par conjugaison intergénérique a |'aide
de la souche E. coli ET12567/pUZ8002 (le plasmide pUZ8002 permet la mobilisation en trans des
différents plasmides cités au-dessus). A partir des souches E. coli contenant les plasmides d’intérét,
une préculture est lancée sur la nuit (10 ml LB complémenté avec les antibiotiques adéquats), 100 pl
de cette préculture sont ensuite inoculés dans une flasque Erlenmeyer contenant 40 ml de LB
complémenté avec les mémes antibiotiques. Lorsque la culture a atteint une DOsoonm de 0,6, les
cellules ont été lavées deux avec 40 ml de LB sans antibiotique 2 fois. Lors du deuxieme lavage,
approximativement 5.108 spores de S. ambofaciens sont mises en suspension dans 500 pl de 2xYT et
placées 10 minutes a 50°C. Les bactéries E. coli lavées sont ensuite resuspendues dans 2 a 3 ml de LB
puis mélangées avec les spores (500 pl de chaque culture). Les cellules sont concentrées par
centrifugation puis inoculées sur milieu gélosé SFM complémenté avec 10 mM MgCl,. Entre 16 et 20
h plus tard, la boite est recouverte avec 1 ml d’eau ultrapure stérile contenant I'antibiotique dont la
résistance est porté par le plasmide que I'on souhaite transférer a Streptomyces ainsi que de |'acide

nalidixique pour tuer E. coli (on parle d’overlay).

3) Construction du mutant OSC6 bis

Le mutant S. ambofaciens OSC6bis a été obtenu en remplacant le gene sam0428 par une
cassette de résistance a I'apramycine en réalisant une conjugaison intergénérique avec une souche

E. coli portant le bac BAA14ZC8Asam0428:.apra-oriT. Les exconjugants ont ensuite subi une autre
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conjugaison avec une souche E. coli portant le plasmide pOSK 11.11 afin d’exciser la cassette de

résistance a I'lapramycine du génome du mutant.

4) Excision d’llot génomique grace au systéme CRISPR-Cas 9

L’ilot génomique est excisé en utilisant un systeme développé par Tong et ses collaborateurs
basé sur le systeme CRISPR (Tong et al., 2015).

Les différentes constructions intermédiaires sont testées par PCR et séquencage.

L'induction de I'expression de Cas 9 chez S. ambofaciens est obtenu en striant les
exconjugants sur du milieu ISP2 contenant du thiostrepton (1 pg/ml) et de I'apramycine puis en
incubant les boites 5 a 7 jours a 30°C. Les colonies obtenues sont ensuite striées de maniere a obtenir
des clones isolés sur des boites contenant du TSA sans antibiotique. Les boites sont ensuite placées
dans un incubateur a 37°C pendant 2 a 3 jours ce qui permet la perte du plasmide car |'origine de
réplication utilisée par Streptomyces est thermosensible. Les différents mutants obtenus seront

testés par PCR afin de vérifier la perte de I'ilot génomique.

5) Expression hétérologue d’un ilot génomique en utilisant le systeme
TAR

L’expression hétérologue des différents ilots génomiques sélectionnés est obtenue en suivant
le protocole de Tang et de ses collaborateurs (Tang et al., 2015).

En ce qui concerne la digestion de 'ADN génomique, 200 ug sont digérés par une enzyme qui
coupe au plus pres de l'ilot cible mais qui n’a pas de site de restriction a I'intérieur de ce dernier.

Par la suite 0,2 ug de vecteur et 2 ug d’ADN génomique ont été utilisés pour la transformation
des sphéroplastes obtenus en digérant S. cerevisiae VL6-48N par du zymolyase.

Les transformants obtenus subiront ensuite une extraction d’ADN plasmidique pour

récupérer les vecteurs qui seront testés par PCR.
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Résultats
1) Construction du mutant OSC6 bis

Un des objectifs de ce stage était d’obtenir un mutant de S. ambofaciens ATCC23877 déficient
dans la production de tous les métabolites secondaires connus qui possedent une activité
antimicrobienne. La souche OSC5, déficiente dans la production de kinamycine, congocidine,
spiramycine et stambomycine était déja disponible lorsque le stage a débuté. La derniere étape était
de construire un mutant déficient dans la production de I'antimycine a partir de la souche OSC5. Pour
se faire il a été décidé de déléter le géne sam0428 qui est le géne codant la NRPS du cluster
responsable de la syntheése de I'antimycine, un cluster hybride PKS/NRPS (Seipke et al., 2011).

Lors d’un premier essai, plusieurs mutants OSC6 bis ont été obtenus, les différentes étapes

de leur construction sont détaillées plus bas.

*Réarrangement chromosomique dans la souche parentale

S. ambofaciens est une souche qui présente un phénomene d’instabilité important et cela se
traduit notamment par des réarrangements chromosomiques dans les régions terminales du
chromosome qui sont dispensables en conditions de laboratoire (Leblond et al., 1990). Afin de
vérifier I'absence de réarrangements de grande taille, les premiers mutants OSC6 bis obtenus ont
été analysés par PFGE (voir matériel et méthodes) apres digestion de I'ADN génomique par l'enzyme
de restriction Asel (expérience réalisée par Laurence Hotel, technicienne au laboratoire). Le site
reconnu par Asel est un site riche en bases A et T et est donc rare dans le chromosome de S.
ambofaciens (72% de GC). L'analyse des résultats obtenus par PFGE montrent que les clones 3, 4 et
5 présentent une délétion d'une partie du bras chromosomique droit. En fait, le géne sam0428 et |a
cassette apra-oriT utilisée pour son remplacement ne possédant pas de site reconnu par Asel, le
profil attendu pour ces mutants devait étre le méme que celui obtenu pour la souche parentale. Or,
comme observé sur les pistes 3, 4 et 5 (Figure 6 A), le profil des souches mutantes révele I'absence
des fragments Asel K et L ce qui indique une délétion de grande taille au niveau de la région

chromosomique droite.
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Figure 6 : Vérification de l'intégrité chromosomique des différents mutants

A) Migration des digestions Asel des ADN des différents mutants : les conditions de migration sont celles indiquées
dans le matériel et méthode dans la partie PFGE.

S. ambofaciens OSC2 (souche parentale de référence)

2 : 8. ambofaciens OSC4 Asam7126::kan (mutant OSC4 dans lequel le géne 7126 du cluster responsable de la
synthése de la stambomycine a été remplacé par une cassette kan)

3-5 . différents clones OSC5

6 : S. ambofaciens OSC6

7 . S. ambofaciens OSC6 bis

8 : S. ambofaciens OSC4

B) Carte de restriction Asel du génome de S. ambofaciens ATCC 23877. Les rectangles correspondent aux différents
fragments obtenus par digestion Asel et sont désignés par une lettre (A a L).

Afin d’identifier a quel niveau a pu avoir eu lieu ce réarrangement chromosomique, une
analyse par PFGE a également été réalisée sur la souche parentale OSC5. Si on compare les profils
obtenus par les clones OSC5 et celui obtenu par le clone OSC4Asam7126::kan (mutant OSC4 qui
contient encore la cassette de résistance a la kanamycine utilisée pour remplacer le géne sam7126),
on remarque des profils différents. Or ils ne devraient pas étre aussi différents, en effet le clone OSC5
est le clone qui est obtenu aprés excision de la cassette de résistance a la kanamycine, cette cassette
ne contenant pas de site Asel, il ne devrait pas y avoir de différence dans les profils de digestion de
ces deux mutants. La souche OSC4Asam7126::kan a un profil similaire a celui de la souche OSC4, ce
qui indigue gu’il n’y a pas de remaniement dans cette souche. Le remaniement a donc eu lieu dans
le clone issu de I'excision de la cassette, qui a été utilisé pour la construction de la souche OSC6 bis.
Il a donc été décidé de refaire le mutant OSCS5 a partir du mutant OSC4Asam7126::kan. Ce mutant a
été obtenu par le Dr Claudia Morgado Vincente, et j'ai de nouveau réalisé la construction du mutant
OSC6 bis a partir de ce clone. Cette nouvelle souche parentale a été vérifiée par PFGE et ne montre

pas de réarrangement chromosomique.
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*Remplacement de sam0428 par une cassette de résistance chez S. ambofaciens OSC5

La stratégie suivie pour la construction du mutant OSC6 bis est illustrée dans la figure 7.

Remplacement du géne

»
»

4 )

BAA14ZC8
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S. ambofaciens OSC5
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apra-oriT ‘

sam0428

Excision de la cassette
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P
<«

attL attR

\ / sam0428

Figure 7 : Construction du mutant OSC6 bis

Ce schéma représente les différentes étapes de la construction du mutant OSC6 bis : la premiere étape est
le remplacement du gene sam0428 par la cassette apra-oriT (en haut), ce remplacement se fait par double
crossing-over de part et d’autre du gene. Ce double crossing-over est possible car le BAC contient le
cluster des genes de biosynthese de I’antimycine et donc posséde les régions bordant le géene sam0428. La
deuxieme étape est [’excision de la cassette par [’action des produits des genes xis et int portés par le
plasmide pOSK11.11 qui vont exciser la cassette en utilisant les sites attL et attR situés de part et d’autre
de la cassette.

Le BAC BAA14ZC8 kan Asam0428::apra-oriT est un BAC contenant le cluster des genes

SCAR

responsables de la synthése de I'antimycine mais dans lequel le gene sam0428 est remplacé par la
cassette apra::oriT. Ce BAC était déja disponible avant mon arrivée au laboratoire. Le BAC a d’abord
été introduit par électroporation dans la souche E. coli ET12567/pUZ8002 qui est déficiente pour la
méthylation ce qui permet de contourner les systemes de restriction-modification présents chez S.
ambofaciens lors de la conjugaison. Le plasmide pUZ8002 comporte le systeme nécessaire a la
mobilisation a trans d’éléments génétiques porteurs d’une séquence oriT (origine de transfert) lors
de la conjugaison. Les transformants issus de cette électroporation ont été sélectionnés sur LA
complémenté avec de la kanamycine (présence du BAC) et de I'ampicilline (présence du plasmide
pUZ8002). Ensuite un de ces clones a été utilisé pour la conjugaison intergénérique avec S.
ambofaciens OSC5. Les exconjugants obtenus sont ensuite sélectionnés sur du TSA complémenté
avec de I'apramycine puis ils ont été repiqués sur du TSA complémenté avec de la kanamycine. Le
BAC ne peut pas se répliquer de maniere autonome chez S. ambofaciens car il ne posséde pas
d’origine de réplication pour cet organisme. La seule facon d’acquérir la résistance a I'antibiotique

est que le BAC soit intégré dans le chromosome de S. ambofaciens. Seules les bactéries qui poussent
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sur apramycine mais pas sur kanamycine sont sélectionnées car elles ont le gene sam0428 remplacé
par la cassette sans avoir le reste du BAC intégré dans leur génome. Le remplacement du locus
sam0428 chez les exconjugants [apra®/kan®] a été vérifié par PCR avec le couple d’amorces L376
amont et L376 aval (annexe 1) qui s’apparient a 55 pb et 19 pb en amont et en aval respectivement
de sam0428. La taille attendue des produits PCR chez le sauvage est de plus de 8,7 Kb, chez le mutant

elle est de 2,9 Kb (figure 8)

: Exconjugants
I\

<
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. —
~ 3Kb—»
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(@) - ‘
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A B

Figure 8 : Vérification du remplacement du géne sam0428 par la cassette apra-oriT

A) Représentation graphique des tailles attendues, les fleches rouges représentent les amorces utilisées dans la
PCR

B) Migration de la PCR de vérification, le gel est réalisé en TBE avec 0,8 % d’agarose a 80 V.

M : marqueur de taille (1 Kb plus, Thermo Scientific™)

C : controle (BAC BAA14ZCS8 kan Asam0428::apra-oriT)

Dans le cas des exconjugants dans lesquels le géne sam0428 est conservé, les conditions de
PCR utilisées ne permettent pas I'amplification de ce géne car il est trop grand pour étre amplifié (8,7
Kb). Dans le cas des exconjugants dans lesquels le géne a été remplacé par la cassette, la PCR
permettra I'amplification de la cassette qui se manifeste par une bande de 2,9Kb. Par conséquent,
les clones présentant une bande a 2,9 Kb sont considérés comme positifs. Neufs exconjugants sur les
11 testés sont positifs. Deux exconjugants positifs sont sélectionnés pour I'étape suivante et seront

nommeés OSC6 bis 7 et 37.

*Excision de la cassette de résistance a I'apramycine

Afin d’éliminer la cassette de résistance a I'apramycine, les souches OSC6 bis obtenues ont
été transformées par le plasmide pOSK11.11 par conjugaison intergénérique a partir de la souche
d’E. coli ET12567/pUZ8002. Le plasmide pOSK11.11 contient les génes xis et int de I'ICE (Integrative
and Conjugative Element) pSAM2 codant respectivement I'excisionase (Xis) et I'intégrase (Int) site-
spécifique de I'élément. La cassette apra-oriT est flanquée par les sites d’attachement attR et attl
reconnus par Xis et Int, I'expression de ces protéines chez les souches S. ambofaciens OSC6 bis

obtenues précédemment doit se traduire par la délétion de la cassette par recombinaison site-
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spécifique. Les exconjugants obtenus sont sélectionnés sur du TSA complémenté avec du
thiostrepton et de I'acide nalidixique puis la perte de la cassette est testée sur des boites TSA
complémentée avec de I'apramycine. Pour vérifier la perte de cette cassette au niveau moléculaire,
I’ADN des clones a été extrait puis analysé par PCR avec les mémes amorces qui ont servi a vérifier
le remplacement du gene sam0428 par la cassette apra-oriT. La taille attendue du produit si la
cassette est excisée est de 110 pb, I'excision laissant une séquence de type “attB-like” au locus

chromosomique (figure 9).

0SC6 bis 7 OSC6 bis 37
G

« b 2,9 KB

S —

2,9 kb
’
« 200 bp :

\—Y—) 100 bp g )

110 pb
A B

Figure 9 : Excision de la cassette apra-oriT

A) Schéma montrant les tailles de bandes attendues, les fleches rouges représentent les amorces utilisées.
B) Migration des produits PCR obtenus. Le gel d’électrophoreése a été réalisé en TBE avec 2 % d’agarose,
la migration a été réalisée a 100 V.

M : Marqueur de taille (100 bp plus, Thermo Scientific™)

C : BAC BAA14ZC8 kan Asam0428::apra-oriT

Taille attendue : 110 bp.

La taille attendue de 110 pb correspond a I'amplification de la courte séquence créée lors de
I’excision de la cassette (le SCAR ou séquence "attB-like"), ainsi que des régions comprises entre le
SCAR et les amorces. Tous les clones testés présentent une amplification dont la taille correspond a
la taille attendue (110 paires de bases). Une PCR de contrdle réalisée avec I’ADN du BAC BAA14ZC8
kan Asam0428::apra-oriT révele une bande a 2,9 Kb qui correspond a I'amplification de la cassette.
Les conditions de PCR étant les mémes, le fait que les clones ne présentent pas de bande a 2,9 Kb
implique que la cassette a bien été excisée dans ses clones. Quatre clones indépendants, venant des
2 souches parentales (les clones 7.2, 7.10, 37.4 et 37.9), ont été utilisés pour la suite des expériences.

Tous les clones sont ensuite inoculés sur SFM pour préparer des sporées.
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*Test d’activité OSC6bis

Afin de tester I'activité antagoniste de ces clone, 10® spores de chaque clones ont été
ensemencées sur du milieu minimum et du milieu minimum complémenté avec du N-
acétylglucosamine a 20 mM et laissées a incuber 6 jours a 30°C. Apres cette période d’incubation,

des plugs sont prélevés afin de tester |'activité contre la souche Micrococcus luteus (figure 10).

Milieu

OSC6 bis -
minimum

Milieu minimum

. + N-acétylglucosamine 20 mM
OSC6 bis

Figure 10 : Test d'activité OSC6 bis contre Micrococcus luteus
Cm : 2 ul chloramphénicol (10 mg/ml)

M : milieu

OSC6 bis (de gauche a droite) : 7.2, 7.10, 31.4, 31.9

Dans ce test d’activité plusieurs controles ont été utilisés : dans le coin supérieur droit ont été
déposés 2 ul d’une solution de chloramphénicol (10 mg/ml), ce controle est un témoin positif
d’inhibition de croissance car la souche est sensible au chloramphénicol. Un autre contréle utilisé est
le plug de milieu, c’est un contréle négatif montrant que l'activité observée n’est pas liée a un
composant du milieu mais bien a la bactérie présente sur le plug. Les souches OSC5 et A4 (autre
mutant de S. ambofaciens qui est déficient pour la synthése des mémes composés que la souche
0OSC5) sont des controles positifs montrant une inhibition de croissance lorsqu’ils sont cultivés en
milieu minimum complémenté avec 20 mM de N-acétylglucosamine. On remarque que I'ensemble
des clones OSC6 bis testés ont une activité contre M. luteus dans les mémes conditions ce qui montre
bien que le mutant OSC6 bis possede une activité contre ce microorganisme qui n’est pas liée a un

cluster de génes de biosynthése classique.

2) Délétion d’ilots génomiques avec le systeme CRISPR-Cas9

L'un des objectifs de mon stage était de déléter des ilots génomiques présents chez S.
ambofaciens ATCC 23877 a partir du mutant OSC5 afin de tester I’hypothese de travail selon laquelle

I"activité provient d’un cluster de génes de biosynthese de métabolite secondaire qui serait est porté
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par unilot génomique. La stratégie de délétion utilisée était basée sur |'utilisation du systéme CRISPR-

Cao9.

*Principe de la méthode CRISPR-Cas9

Le principe de fonctionnement du systeme CRISPR-Cas9 est illustré dans la figure 11.
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Figure 11 : Principe de fonctionnement du systeme CRISPR-Cas9 (d’aprés Tong et al., 2015)

Le plasmide a gauche de la figure contient le géne responsable de la synthese de la nucléase Cas9 ainsi que
le gene codant I’ARNsg (sgRNA sur la figure). La nucléase se fixe au niveau de la séquence cible grdace a
I’ARNsg puis coupe les deux brin d’ADN (DSB sur la figure). Grdce a des fragments d’homologie (Homology
template), ce systeme permet une délétion ou un remplacement précis d 'un gene ou d 'un cluster de gene.

Le systéme CRISPR-Cas9 repose sur 'utilisation de la nucléase Cas9 qui peut couper les deux
brins d’un ADN qui est sous la forme d’un hétérodimére avec un ARN. Ce systeme permet de cibler
le site de coupure grace a un ARN qui se fixe spécifiqguement sur la séquence ciblée : ’ARNsg. La
séquence ciblée est une séquence de 20 nucléotides spécifique de la région ciblée, précédée par une
séquence PAM (protospacer adjacent motif) de trois nucléotides (NGG).

Dans le cadre de mon stage, cet outil va étre utilisé pour la délétion d’ilot génomique, la
séquence cible est une séquence qui se trouve dans le géne situé plus ou moins au centre de l'ilot.
Afin de déléter tout I'ilot génomique suite a une coupure double brin dans l'ilot, des fragments d’ADN
homologues aux régions bordant I'ilot sont ajoutés au vecteur. Ces fragments (appelés également
bras d’homologie) vont servir de matrice au systeme de réparation de ’ADN par recombinaison
homologue : il va y avoir formation d’un crossing over entre les fragments d’homologie portés par le
vecteur et les régions flanquant I'ilot ce qui entrainera la perte de I'ilot génomique.

Le vecteur pCRISPR-Cas9 (figure 15, annexe 2) porte un site de clonage pour les ARNsg.
L’expression des ARNsg est constitutive car elle est sous le contréle d’'un promoteur constitutif fort
(Permk). Le plasmide porte également le géne cas9 dont I'expression est régulée par le promoteur
tipAp qui est inductible par le thiostrepton (Murakami et al., 1989). Ainsi I'expression de ce gene
n’est obtenue que lorsque I'on cultive les bactéries portant ce plasmide dans un milieu contenant du
thiostrepton. Lorsqu’elle est induite, Cas9 va se fixer sur les hétérodimeres ARNsg/ADN puis va

couper les deux brins d’ADN en cette position. Le vecteur porte également le gene de résistance a

28



I"'apramycine ce qui permet de sélectionner les bactéries qui le portent, il contient également le gene
de résistance au thiostrepton L'origine de réplication utilisée par S. ambofaciens est thermosensible

ce qui permet d’éliminer le plasmide une fois la délétion effectuée.

*Choix des ilots génomiques

Les ilots génomiques ciblés ont été sélectionnés en se basant sur I'homologie de séquence
des génes gu’ils contiennent. Les ilots sélectionnés pour cette approche sont les ilots A6002 et
A6007. L'ilot A6002 a été choisi car il contient des génes codant des enzymes de modification
(méthyltransférase, oxydoréductase...) ainsi qu’un régulateur transcriptionel, or ce type de génes
peut étre associé a des loci impliqués dans la synthése de métabolites secondaires. L'ilot A6007
contient un gene dont la séquence est proche du géne codant le transporteur de I'actinorhodine
(antibiotique) chez S. coelicolor, six régulateurs transcriptionels ainsi qu’une polycétide

cyclase/déhydrase. Tous ces indices montrent que ces deux ilots sont de bons candidats.

*Choix des différents ARNsg

Le choix des ARNsg a été fait avant le début de mon stage. Il repose sur I'utilisation du logiciel
CRISPR-Target qui permet de trouver toutes les séquences de 20 nucléotides placées juste a coté
d’une séquence PAM (NGG). Il a été décidé de cibler un gene au centre de chaque ilot génomique et
de réaliser trois ARNsg par ilot car on ne peut pas prédire |'efficacité de chaque ARNsg a induire une

cassure double brin via I'action de I'enzyme Cas9 (figure 12).
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Figure 12 : Position des différents ARNsg
Ce schéma représente une partie des deux ilots choisis (46007 et A6002), les positions marquées avec un
trait rouge correspondent a la position des différents ARNsg utilisés.

* Amplification de I’ADN codant les ARNsg

Afin d’obtenir des plasmides contenant un ARNsg spécifique, une amplification par PCR de
I’ADN codant les différents ARNsg a été réalisée en utilisant le plasmide pCRISPR-Cas9 comme
matrice. Les amorces utilisées (annexe 1) comportent une partie homologue avec le plasmide au
niveau du locus ARNsg, une partie contenant la séquence cible de 20 nucléotides et un site de

restriction au niveau de 'extrémité 5’ (Ncol pour I'amorce sens et SnaBl pour I'amorce antisens).
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* Amplification des bras d’homologie

Ces fragments ont été obtenus par PCR en utilisant 'ADN génomique de la souche sauvage
comme matrice. Par la suite les bras d’homologie ont été fusionnés par PCR, puis intégrés dans le
plasmide pJET 1.2 Blunt du kit CloneJET PCR de thermo Fischer™ (site 6, annexe 2) par ligation. Les
produits de ligation ont ensuite été transformés dans la souche E. coli DH5a par choc thermique, les
transformants ont été sélectionnés sur LA complémenté avec de I'ampicilline. Les différents clones
obtenus ont alors été vérifiés par digestion enzymatique : I’ADN plasmidique a été extrait puis digéré

par 'enzyme Bglll (figure 13).

M A6002 A6007

— 2,8 K

— 21Kb  23%b

Figure 13 : Migration des digestions des vecteurs contenant les fragments d'homologie
M : marqueur de taille (1 Kb plus)
Taille attendue :
-2,1 (insert) et 2,8 Kb (plasmide) pour I’ilot 46002
-2,3 (insert) et 2,8 Kb (plasmide) pour l’ilot A6007
Gel réalisé en TBE, 1 % d’agarose, 80 V

L’enzyme Bglll a été utilisée car il y a un site Bgl/ll de chaque c6té de I'insert cloné dans le site
de clonage. On a bien le profil de digestion attendu pour les deux constructions a savoir une bande
a 2,8 Kb et une a 2,1 Kb pour les bras d’homologie de I'ilot A6002 et une bande a 2,8 Kb et une a 2,3
Kb pour les bras d’homologie de I'ilot A6007. La bande supplémentaire observée dans le gel de droite
pourrait étre du plasmide non digéré. Le plasmide est par la suite digéré par Bglll, les extrémités
cohésives générées par la digestion sont rendues franches par I'utilisation de la polymérase Klenow

(site 8).

*Obtention du plasmide spécifique

Le plasmide et le produit PCR des séquences codant les ARNsg sont digérés par SnaBl et Ncol.
Par la suite une ligation est réalisée entre le plasmide digéré et un produit PCR digéré (un ARNsg par
plasmide). Afin de vérifier que les transformants obtenus ont bien intégré le plasmide et que ce
plasmide possede I'insert ARNsg, les transformants sont repiqués sur une boite de LA complémentée

avec de 'apramycine puis testés par PCR en utilisant les amorces seq-ARNsg fw/rev (figure 14).
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Figure 14 : Vérification des transformants obtenus par PCR

M : marqueur de taille (100 bp plus, Thermo Fischer™)

C : contréle : plasmide pCRISPR-Cas9

Taille attendue : 230 pb

Gels réalisés en TBE, 2% d’agarose, 80 V.

J'ai testé 5 souches par ARNsg excepté ’ARNsg A6002-22 ou je n’en ai testé que 2.

Les amorces utilisées flanquent la région codant ’ARNsg, |a taille de 230 pb correspond a
I’amplification de la région codant I’ARNsg plus les régions comprises entre cette séquence et les
amorces. La différence de 20 nucléotides entre les clones positifs et le contrble s’explique par le fait
que les clones positifs ont intégré la séquence cible de 20 nucléotides. Les plasmides sont ensuite
extraits pour vérifier la séquence de la construction par séquencage. Un plasmide de chaque
construction a été envoyé au séquencage. Les séguences étaient correctes et ne montraient aucune
mutation.

Les plasmides dont la séquence a été vérifiée sont digérés par Stul, puis le produit PCR des
bras d’homologie contenu dans la portion digérée du vecteur pJET 1.2 BLUNT est intégré au plasmide
digéré par Stul par ligation. Une fois le vecteur spécifique obtenu, sa séquence est vérifiée par

séguencage.

*Transformation du plasmide dans E. coli

Les plasmides spécifiques obtenus ont été transformés dans E. coli, les transformants obtenus
sont testés par digestion (par Xhol pour l'ilot A6002, par Ncol pour l'ilot A6007). Les enzymes
different d’unilot a l'autre car elles coupent une fois dans le vecteur et au moins une fois dans l'insert
ce qui permet de différencier les clones positifs des clones négatifs. Le fragment d"homologie de l'ilot
A6002 contient deux sites de restriction Xhol et le fragment d’homologie de Iilot A6007 contient un
site de restriction Ncol. Parmi les différents profils possibles on attend les suivants (figure 15) :

-7,9Kb + 4,7 Kb + 826 bp (fragment d’"homologie de I'ilotA6002)
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-7,3 Kb + 6,4 Kb (fragment d’"homologie de I'ilot A6007)
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Figure 15 : Migration des digestions des plasmides extraits a partir des transformants
M : marqueur de taille (1 Kb plus)

1 : transformant portant pCRISPR-Cas9 A6002-15-HT

2 et 3 : transformants portant pCRISPR-Cas9 A6002-03-HT

4 et 5 : transformants portant pCRISPR-Cas9 A6002-22-HT

6 : transformant portant pCRISPR-Cas9 A6007-22-HT

7 a 12 : transformants portant pCRISPR-Cas9 A6007-02-HT

13 et 14 : transformants portant pCRISPR-Cas9 A6007-07-HT

Gels réalisés en TBE, 0,8% agarose, 80 V

Les clones 1 a 4 ont tous un profil correspondant a celui attendu, la bande a environ 800
paires de bases est tres faible cependant en changeant le contraste elle devient visible dans ces puits
(la qualité du gel ne permet pas de visualiser 'ensemble des bandes). Les clones correspondant sont
donc positifs. Donc les clones 6, 7, 12, 13 et 14 sont considérés comme positifs. Les clones restant

n’ont pas un profil correspondant a celui attendu, ils sont considérés comme négatifs.

*Délétion des ilots A6002 et A6007 chez S. ambofaciens OSC5

Les différents plasmides sont ensuite transférés dans la souche S. ambofaciens OSC5 par
conjugaison intergénérique avec la souche E. coli ET112567/pUZ8002 contenant chacun de ces
plasmides. Les exconjugants obtenus n’ont pas été sélectionnés car I'apramycine a été ajoutée dans
I'overlay qui a été réalisé. Quarante exconjugants pour chague construction ont alors été inoculés
sur du milieu ISP2 contenant du thiostrepton (pour induire l'expression du gene cas9) et de
I’'apramycine pendant 6 jours. Un clone isolé de chaque exconjugant est ensuite repiqué sur du TSA
sans antibiotique puis incubé trois jours a 37 °C pour entrainer la perte du plasmide. Les clones
obtenus sont ensuite testés par PCR en utilisant les amorces qui ont servi a amplifier les bras
d’homologie. Sur les 120 clones testés (40 par constructions), aucun ne présente d’amplification,

seul le contréle positif de chaque ilot présente une bande. Le fait que le contrdle positif présente
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une bande a la taille attendue (2,1 Kb pour I'ilot A6002 et 2,3 Kb pour Iilot A6007) qui correspond a

I"'amplification du scar laissé par I'excision de I'ilot, montre que la PCR a fonctionné.

3) Expression hétérologue d’ilots génomiques avec le systéme TAR

*Description du principe du systéme

Le principe de fonctionnement de ce systeme est illustré dans la figure 16.
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Figure 16 : Principe de fonctionnement du systeme TAR (Yamanaka et al., 2014)

Le plasmide et ’ADN génomique digéré contenant l’ilot a cloner sont transformés dans la levure. Le systeme
de recombinaison homologue de ce microorganisme permet l’intégration de l’ilot génomique dans le vecteur
grdce a la présence de fragments d’ADN homologues aux régions bordant l’ilot au niveau du plasmide. La
construction est ensuite récupérée par extraction d’ADN plasmide puis transféré dans E. coli (step 2). Enfin
la construction est transférée a la souche hote par conjugaison entre E. coli et [’actinomycéte hote.

Ce systeme permet I'intégration d’un grand fragment d’ADN (ici un ilot génomique) dans un
vecteur navette capable de se répliquer chez S. cerevisiae, chez E. coli et de s’intégrer dans le
chromosome des actinomycetes. Le vecteur pCAPO3 (figure 16, annexe 2) porte la résistance a la
kanamycine ce qui permet de sélectionner les bactéries qui le portent sur un milieu contenant cet
antibiotique. Le systéme consiste a cloner les séquences flanquant I'ilot génomique étudié dans le
vecteur, puis de co-transformer S. cerevisiae avec le vecteur linéarisé entre les deux séquences
flanquant l'ilot et '’ADN génomique de S. ambofaciens digéré par une enzyme de restriction ne
coupant pas dans l'ilot. La transformation se fait dans la levure car elles ont un systeme de
recombinaison homologue efficace, ce qui permet ici d’intégrer un grand fragment d’ADN (ici I'ilot
ciblé) dans le vecteur grace aux régions homologues (séquences flanquant l'ilot). Le plasmide
contient un systéme de contre-sélection : le géne ura3 qui transforme le 5-FOA contenu dans le
milieu de culture utilisé en un métabolite toxique pour la cellule. Ce gene ura3 est sous le contréle
du promoteur pADH1, le géne et le promoteur sont placés de part et d’autre du site de clonage ce
qui permet de sélectionner les clones positifs. L'intégration d’un fragment d’ADN plus grand que 130
paires de bases entre le promoteur et le géne ne permet pas a ce dernier de s’exprimer et donc le 5-

FOA n’est pas transformé en un métabolite toxique. Les vecteurs qui n’ont pas intégré d’ilot et qui
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seraient recircularisés expriment le gene ura3 ce qui entraine la mort de la cellule, les seules levures
qui apparaissent sont donc celles qui ont intégré lilot. Ensuite les vecteurs sont récupérés,

transformés dans E. coli puis introduits dans un actinomycéte par conjugaison.

*Choix des ilots génomiques

Les deux ilots qui ont été étudiés en utilisant cette approche sont les ilots A6002 et A6058.
L'ilot A6002 a été sélectionné en fonction de son contenu (déja exposé dans la partie précédente),
I'ilot A6058 lui contient cluster de genes de PKS de type |, ce cluster a été ciblé car le métabolite qui

lui est associé n"est pas connu (cluster cryptique).

* Amplification des fragments d’homologie

Cette approche nécessite la présence des régions flanquant l'ilot génomique sur le plasmide,
pour ce faire ces régions ont été amplifiées par PCR puis fusionnées en un seul fragment par PCR (ilot
A6058). Pour I'ilot A6002 ce produit PCR est remplacé par un ADN double brin synthétique. Chaque
insert a été construit de maniére a posséder un site Pmel en son centre ce qui permet de linéariser

le vecteur.

*Construction du plasmide de capture spécifique

Le plasmide pCAPO3 est digéré par les enzymes de restriction Xhol et Ndel. L'insert a cloner
est intégré dans le plasmide digéré par Gibson Assembly®. La construction (appelée pCAPO3 A6002-
HT et pCAPO3 A6058-HT) est ensuite transformée dans la souche E. coli DH5a. Les transformants
sont sélectionnés sur LA complémenté en kanamycine, puis huit clones de chaque construction sont
testés par PCR en utilisant les amorces pCap-seq fw et rev. La taille d’amplification attendue est de

400 paires de bases (figure 17).
M E. coli pPCAPO3 A6002-HT

Figure 17 : Migration de la PCR de vérification des clones portant pCAP03 6002-HT
M : marqueur de taille (100 bp plus)
Gel réalisé en TBE, 2 % d’agarose, migration a 80 V

Sur le gel on observe que I'ensemble des clones testés présente une bande dont la taille
correspond a la taille attendue. Dans le cas de l'ilot génomique A6058, les analyses par PCR ont
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montré qu’aucun de clones analysés ne contenait 'insert. La fin du stage approchant cette

construction n’a pas été refaite.

*Transformation du vecteur de capture dans la levure

L’ADN génomique de S. ambofaciens a été digéré par I'enzyme Acll. Le vecteur a été linéarisé
en le digérant avec I'enzyme Pmel. Les sphéroplastes obtenus a partir de la levure S. cerevisiae sont
ensuite transformés par I’ADN digéré (2 ug) et le vecteur linéarisé (0,2 ug) en suivant le protocole
(Tang et al., 2015).

Lors du premier essai, aucune levure n’a poussée méme apres 10 jours d’incubation. Un
second essai de transformation a été réalisé mais au moment de la rédaction de ce manuscrit il était

encore trop tot pour observer si des transformants se développaient sur boite.

Discussion, perspectives

1) Obtention du mutant OSC6 bis

La premiere partie de ce travail a consisté a construire une souche mutante dans le cluster
responsable de la synthése d'antimycine a partir de la souche parentale OSC5, une souche délétée
dans chacun des clusters de génes de biosynthése de métabolites secondaires connus pour avoir une
activité antibactérienne.

L'analyse par PFGE des mutants obtenus a cependant montré un réarrangement du
chromosome de grande taille en plus du remplacement du gene par la cassette apra-oriT. Ce
réarrangement se traduit par la perte des fragments Asel K et L soit plus de 1200 Kb sur un génome
de 8,3 Mb (Thibessard et al., 2015). La taille exacte n’a pas été déterminée, de méme on ne sait pas
si le chromosome s’est circularisé aprés ce réarrangement ou s’il est resté sous forme linéaire.
Cependant ce réarrangement indique une chose : 'activité observée n’est pas liée a un cluster de
gene de biosynthese situé dans les fragments K ou L. Le réarrangement chromosomique observé
dans la souche parentale n’est pas rare. En effet le chromosome de S. ambofaciens subit
régulierement ce genre de réarrangement au niveau de ses extrémités. Il a été démontré qu’il existe
une zone chromosomique d’environ 2 Mb au niveau des extrémités du chromosome ou ce genre
d’événement est fréquent (Leblond and Decaris, 1994). Par la suite un mutant OSC6 bis a été
reconstruit a partir d’'un mutant OSC5 sans réarrangement et une analyse par PFGE a montré que ce

mutant ne possédait pas de réarrangement chromosomique.
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La souche OSC6 bis, dans lequel le géne codant la NRPS du cluster de biosynthése de
I'antimycine, le gene sam0428, a été correctement obtenue. Cette souche ne devrait donc pas
produire d’antimycine mais pour démontrer que notre mutation empéche bien la production
d’antimycine il aurait été préférable de réaliser un test d’activité entre la souche 0SC6 bis et un
champignon sensible a I'antimycine. Ou de réaliser un profil HPLC en co-injectant les différentes
formes d’antimycine. Néanmoins il a été démontré que cette NRPS est essentielle a la synthese des
antimycines chez S. ambofaciens (Schoenian et al., 2012) et chez Streptomyces 5S4 (Seipke et al.,
2011).

Les tests d’activité réalisés en utilisant M. luteus comme que souche indicatrice et réalisés a
des différents mutants OSC6 bis cultivés sur MM et MM + N-acétylglucosamine ont confirmé que
I"activité observée n’était pas liée a la production d’antimycine. Comme décrit précédemment, cette
activité serait liée a un ou plusieurs génes de biosynthése qui n’est (ne sont) pas détectable(s) par
des recherches d’homologie de séquence car la souche est déficiente dans la production de tous les
composés synthétisés par des clusters détectés de cette maniere.

Cette souche sera trés utile dans des études futures, elle permettra d’alléger les analyses des
futurs mutants car ses mutants présenteront moins de bruit de fond, ils produiront moins de pics

lors des tests par HPLC par exemple.

2) Délétion des ilots génomiques en utilisant la technologie CRISPR

Un des objectifs de mon stage était de vérifier si la délétion des différents ilots permet de lier
I'activité observée a un ilot, ou si des différences entre les mutants obtenus et la souche parentale
comme la production d’un métabolite secondaire qui serait visible par profilage chromatographique.

Les différents ilots génomiques identifiés par Syntheruptor® ont été classés, afin de leur
donner un ordre de priorité car on ne peut pas tester tous les ilots en méme temps. Cette
classification s’est faite en se basant sur I'homologie de séquence des genes contenus mais aussi en
utilisant le logiciel antiSMASH. Les ilots qui ont des génes intéressants et dont |'analyse par
antiSMASH indique la présence d’un cluster de génes dont les limites correspondent au moins en
partie avec les limites définie par Syntheruptor® seront considérés comme les plus intéressants. Le
logiciel antiSMASH est un outil permettant de détecter I'ensemble des clusters codant des
métabolites secondaires au sein d’'un génome en se basant Iui aussi sur I'homologie de séquences
(site 5). La version 3.0 permet de détecter de nouveaux clusters grace a I'algorithme Cluster Finder

(Weber et al., 2015). Cet algorithme ne se base plus sur I'homologie de séquence entre les genes
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mais sur des motifs protéiques PFAM (séquences d’acides aminés conservées au sein des protéines
de la méme famille) possédés par les enzymes des différentes étapes de biosynthése d’un métabolite
secondaire (oxydoréductases, méthylases,...). Ce nouveau crible permet d’obtenir une liste de
clusters probablement impliqués dans la synthese d’un nouveau métabolite secondaire mais il a un
inconvénient : il donne un grand nombre de faux positifs. Mais il reste un outil tres utile pour
I'identification d’'un nouveau cluster de genes de biosynthese. Le classement des ilots obtenu a
permis de donner un ordre aux différents ilots ce qui permet de commencer |'étude avec les ilots les
plus prometteurs.

La technologie CRISPR se base sur un systeme de défense bactérien contre les ADN exogénes
(Horvath and Barrangou, 2010). Elle exploite la capacité de Cas9 et des petits ARNsg pour développer
un systeme de modification de 'ADN. Ce systeme peut permettre la délétion, I'insertion ou le
remplacement d’un géne, elle peut permettre également de modifier I'expression d’un géne,
d’entrainer des modifications de I’ADN en un point précis et méme de localiser certains loci (site 9).
Cette technologie a d’abord été utilisée sur les eucaryotes (Jiang et al., 2013), puis sur les procaryotes
et notamment les actinomycétes (Cobb et al., 2015). Cette technologie a récemment été adaptée
aux actinomycétes ce qui permet de déléter précisément un géne ou un groupe de gene en utilisant
le systéeme de réparation par recombinaison homologue des actinomycetes. Certains auteurs ont
réussi, grace a ce systeme, a déléter des cluster de genes de biosynthese entier, le plus grand étant
celui codant la synthése de I'antibiotique CDA (calcium dependant antibiotic) chez S. coelicolor qui
fait 82,8 Kb (Huang et al., 2015). Certains systemes utilisent un seul ARNsg et donc ne génerent
qu’une cassure double brin dans I’ADN (Tong et al., 2015, Huang et al., 2015). D’autres utilisent deux
ARNsg (Cobb et al., 2015).La technologie utilisée dans ce stage est celle développée par Tong et ses
collaborateurs, elle est apparue comme un bon outil pour I'étude des ilots génomiques car elle
permet déja de déléter des portions d’ADN plus grandes que la plupart des ilots étudiés dans ce stage
en une seule coupure. Cette technologie a été utilisée pour déléter les ilots A6002 et A6007.

Malheureusement aucun des clones qui ont pu étre isolés suite a I'utilisation de ce systéme
ne semblait étre délété pour les ilots génomiques ciblés. Il existe plusieurs hypothéses qui pourraient
expliquer cette absence de délétion : il y aurait pu y avoir un probleme dans I'expression du gene
cas9 ou de la séquence codant les ARNsg chez les mutants ou la délétion obtenue est plus grande
que prévue ce qui explique gu’il n’y ait pas d’amplification par PCR. Cependant la troisieme
hypothése est moins probable car I'utilisation des fragments d’homologie permet d’utiliser le
systéeme de réparation de I’ADN par recombinaison homologue ce qui doit permettre de conserver
les régions flanquant I'ilot et donc permettre I’hybridation des amorces utilisées. Méme si les auteurs
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ont testé cette technologie en délétant des genes uniques (Tong et al., 2015), ils obtiennent 100 %
de délétion. Une autre équipe utilise une technologie similaire qui permet I'excision de cluster de
genes de biosynthese et ils annoncent également un taux de réussite de 100 % avec un seul ARNsg
(Huang et al., 2015). Une des solutions possibles serait d’utiliser des amorces qui seraient plus
éloignées de l'ilot, d’autant plus que les auteurs utilisent ce type d’amorces. On pourrait également
utiliser des amorces qui s’hybrident a I'intérieur de l'ilot pour vérifier s’il est toujours présent par PCR
ou utiliser une sonde qui s’hybride au méme endroit pour vérifier sa présence par Southern blot.
Une fois que le probléeme de vérification de la délétion des ilots sera réglé, ce systeme sera
utilisé pour déléter tous les ilots restants un par un. Les mutants obtenus seront ensuite testés par

test d’activité et par profilage HPLC.

3) Expression hétérologue d’ilots génomiques avec le systeme TAR

Le troisieme objectif de mon travail était de réaliser une expression hétérologue des ilots
A6002 et A6058 en utilisant le systéeme TAR. Ce systeme se base sur la grande efficacité du systeme
de recombinaison de la levure S. cerevisiae ce qui permet d’intégrer de grands fragments d’ADN,
dans mon cas un ilot génomique, dans un vecteur de capture. Cette technique a déja été utilisée
pour l'intégration de clusters de genes de biosynthése comme celui de la taromycine A (Yamanaka
et al., 2014). Le systéme de contre-sélection qui utilise le 5-FOA et qui permet de ne sélectionner
que les clones qui ont intégré I'ADN dans le plasmide, a été mis en place par Tang et ses
collaborateurs (Tang et al., 2015). Ce systeme a fortement augmenté la proportion de transformants
positifs au sein des levures obtenues apres transformation.

Lors de la transformation des sphéroplastes de S. cerevisiae par le vecteur pCAPO3 contenant
le fragment d’homologie de I'ilot 6002 linéarisé par Pmel et 'ADN de S. ambofaciens digéré par une
enzyme de restriction ne coupant pas l'ilot, aucun clone ne s’est développé sur les boites. Il y a
plusieurs hypotheses qui peuvent expliquer ce résultat négatif : I'ilot génomique n’a pas été intégré
dans le plasmide ce qui a entrainé I'activation du systeme de contre-sélection et a tué les
transformants. Une autre hypothése serait que les sphéroplastes ont éclaté lors de la transformation,
en effet ce sont des levures dont la paroi a été digérée par une enzyme (zymolyase) ce qui permet la
transformation mais les rend trés fragile (le simple fait d’ajouter du SDS dans la cuve du spectrométre
lors de la mesure du DO fait éclater les sphéroplastes). La deuxieme hypothese peut étre rejetée car

lors de la transformation, des sphéroplastes issus de la méme culture avaient été transformés avec
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le vecteur puis inoculés sur une bofte sans 5-FOA, ces sphéroplastes se sont développés ce qui
indigue que le probleme viendrait de la transformation et non pas de préparation des sphéroplastes.

La souche qui devait servir d’hdte est une souche de S. coelicolor, la souche M1154, qui est a
été spécialement créée pour étre un hdte (Gomez-Escribano and Bibb, 2014). En effet les auteurs
ont enlevé le les clusters de biosynthése de I'actinorhodine, de la coelimycine, de la prodiginine et
de 'antibiotique dépendant au calcium. De plus ils ont introduit des mutations dans les genes rpoB
(code pour la sous-unité f de ’ARN polymérase) et rpsL (code une sous-unité de I’ARNr 30S), des
mutations connues pour entrainer une augmentation de la production des différents antibiotiques
sans impacter la croissance chez les Streptomyces (Shimaet al., 1996; Okamoto-Hosoya et al., 2000;
Hu et al., 2002).

Lorsque I’équipe aura maitrisé la technique et que I'on connaitra I'ensemble des précautions
a prendre pour réussir I'étape de transformation, 'ensemble des autres ilots seront alors clonés de
la méme maniére dans le vecteur pCAPO3. Les différents plasmides seront extraits puis transformés
dans E. coli pour enfin étre introduits dans S. coelicolor M1154. Ensuite il faudra cribler les différents

exconjugants obtenus par des tests d’activité et par profilage HPLC.
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Annexe 1 : Amorces

Tableau 6 Sequence et utilisation des différentes amorces utilisées lors de ce stage

Nom Séquence Utilisation

cL-AA6007 fw TCGTCGAAGGCACTAGAAGGGTAGAAGATGCTGGAGCGCC | Amplification bras d’homologie gauche ilot A6007
cL-AA6007 rev CTCGTCGAGGGACTCCTGCCGCACCTCGCTCAACAAGCAG

cR-AA6007 fw CGGCAGGAGTCCCTCGACGAG Amplification bras d’homologie droit ilot A6007
cR-AA6007 rev GGTCGATCCCCGCATATAGGCTACCGCTGGTTCACCGAT

cL-AA6002 fw

TCGTCGAAGGCACTAGAAGGGCTCTATCCGCCTCCATGC

cL-AA6002 rev

CTCATTGGAAGGTGGTCTCGCCGAACTTCCATGAACCG

Amplification bras d’homologie gauche ilot A6002

TAGAAATAGC

cR-AA6002 fw CGAGACCACCTTCCAATGAG Amplification bras d’homologie droit ilot A6002
cR-AA6002 rev GGTCGATCCCCGCATATAGGGATGCGTCCTTCGGTGAGCT
CRISPR.seq fw GCTTGATACCGATAGTTGCG Vérification de la présence des bras d’homologies
CRISPR.seq rev CTGCTGTGTTCAGTGACG dans le vecteur pCRISPR Cas9 + séquencage
ARNsgA600702fw | CATGCCATGGCATACGGAACAGACTCACCAGTTTTAGAGC | Amplification ARNsgA600702
TAGAAATAGC
ARNsgA600707fw | CATGCCATGGGCGCGCTTCCGCCGACTGCTGTTTTAGAGCT | Amplification ARNsgA600707
AGAAATAGC
ARNsgA600722fw | CATGCCATGGGGCATGATCTGAGAGCATCTGTTTTAGAGCT | Amplification ARNsgA600722
AGAAATAGC
ARNsgA600203fw | CATGCCATGGTTCGGGCACGTGGCGGGGTAGTTTTAGAGC | Amplification ARNsgA600203
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ARNsgA600215fw | CATGCCATGGCTCCTCCAGGCCCGCCCACGGTTTTAGAGCT | Amplification ARNsgA600215
AGAAATAGC

ARNsgA600222fw | CATGCCATGGGACACCGTCGTTCACGGCGTGTTTTAGAGCT | Amplification ARNsgA600222
AGAAATAGC

ARNSsg rev ACGCCTACGTAAAAAAAGCACCGACTCGGTGCC Amplification de tous les ARNsg

seq-ARNsg fw ACATGTGCGGTCGATCTT Séquencage de tous les ARNsg

seq-ARNsg rev TACGTAAAAAAAGCACCGAC

tL-A6058 fw

CATGGTATAAATAGTGGCCAGCAGTTCCTCCATCCTTGC

tL-A6058 rev

GACACTTCCCTTACGACCGCGTTTAAACGTGACGCATTCTT

Amplification bras d’homologie gauche ilot 6058

GGCGG
tR-A6058 fw GCGGTCGTAAGGGAAGTGTC Amplification bras d’homologie droit ilot 6058
tR-A6058 rev TATGTAGCTTTCGACATACGACGAGAGCCACGAGCG
pCAP Seq fw AATCATTCCATCCACTTC Séquengage des bras d’homologie insérés dans le

vecteur pCAPO03

pCAP Seq rev TGCTTCAACTAACTCCAG
Vérif L376 amont TGCCTCGTCCTCGTCCTCTCGGGGTT Vérification présence de la cassette/du SCAR a la
Vérif L376 aval GCCACGTGAGGGTTGTGCT place du géne samL376 (sam0428) lors de la création
Vérif 376 F CGCCTGGACGACGAGGAGGT du mutant OSC6bis.
Vérif 376 R CAGATGGACGCGCAGGTCGG
PSM&.2 GTGAGTGTCTAACTGCGTGACA
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Annexe 2 : Cartes des différents plasmides utilisés
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Figure 19 : Carte du plasmide pCAPO3 (d'apres Tang et al., 2015)
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Figure 20 : Carte du plasmide pJET 1.2/blunt (site 6)



Annexe 3 : Copie de la convention de stage

-

ANNEXE

Année universitaire : 2015/2016

‘.i UNIVERSITE
"y DE LORRAINE Convention de stage entre

Nota - pour facilter la lecture du document, les mols « stagieire », « enssignant référent s, « tulsur de stege 3, « représentant logal 3, « tudiant » sont utlisés au masculn

1 - L'ETABLISSEMENT D'ENSEIGNEMENT ou DE FORMATION
Nom : Université de Lorraine 2 - L'ORGANISME D’ACCUEIL
Adresse : 34 Cours Léopold — CS 25233 - 54052 NANCY Cédex , Nom : UMR A 1128 - Dynamique des Gé et Adaptation Microbienne
Siret n°130 015 506 00012, représents par son Président, M Pierre Mutzenhardt | Adresse : Campus Aiguillettes ~ BP 70239 — 54506 Vandoeuvre les Nancy cédex
W tamaand Représenté par (nom du signataire de la ion) :
Représenté par (signataire de la convention) : Monsieur Stéphane FLAMENT Monsieur Bertrand Aigle
Qualité du représentant : Doyen de F'UFR Faculté des Sciences et Technologies Qualité du représentant:
Composante/UFR ... : Faculté des Sciences et Technologies Service dans lequel le stage sera effectué :
B mél:
mél : Stephane.Flament@univ4orraine.fr
Adresse (si différente de celle de Fétablissement) : Master BioMANE ~ Secteur Biologie~ | &
Campus Aiguillettes — BP 70239 — 54506 Vandoeuvre les Nancy cédex Lieu du stage (si différent de 'adresse de ['organisme) :

3 - LE STAGIAIRE

Nom:Houin  Prénom : Anthony

Sece:FO M Nefe)le: 157031191

Adresse : 3 Rue Colmar 54700 Pont-&-Mousson

. mé! : anthony.houin3@etu.univorraine.fr

INTITULE DE LA FORMATION OU DU CURSUS SUIVI DANS L'ETABLISSEMENT D'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET VOLUME HORAIRE (ANNUEL OU SEMESTRIEL) : MASTER BIOTECHNOLOGIES
MICROBIOLOGIES AUMENT NUTRITION ENVIRONNEMENT (BIOMANE)

umnesrgsg%ogﬂnva o&mw@”“ wdoﬁf% Juﬂccm(axf\s W?f@f (% ,—aaﬂmym
Datss : Du 18 Janvier 2016 au 15 Juillt 2016 0”/4‘“& e Cj@ﬂ” g oyl i /&* e

Représentant une durée totale de 6 (Nombre de-Semaines/ de Mois (rayer la mention inutile)

2 |ca

k.

i,

B 0383684210 mél: nathalieleblond@univ-lorraine. fr =
® mél: bertrand.aigle@univ-loraine. fr

Et correspondant a .......135..... Jours de pré effective dans Forganisme d'accueil.
Répartition si présence discontinue : nombre d'heures par semaine ou nombre d’heures par jour (rayer la mention inutile).
COMINEIIRI R s s s S o s R S e T BB NSRah s s i
ENCADREMENT DU STAGIAIRE PAR L'ETABLISSEMENT D'ENSEIGNEMENT ENCADREMENT DU STAGIAIRE PAR L 'ORGANISME D'ACCUEIL
Nom et prénom de I'enseignant référent: LEBLOND-BOURGET Nathalie Nom et prénom du tuteur de stage : Bertrand Aigle
Fonction (ou discipline) : Directeur du Master BioMANE Fancnonfu

Caisse primaire d' ladie & contacter en cas d'accident (fieu de domicile du

Page 1
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e 1= Objet de la convention
résente convention régle les rapports de Forganisme d'accueil avec
tablissement d’enseignement et le stagiaire.

Article 2 - Objectif du stage

Le stage correspond & une période temporaire de mise en situation en milieu
professionnel au cours de laquelle I'étudiant(e) acquiert des compétences
professionnelles et met en ceuvre les acquis de sa formation en vue de
I'obtention d'un dipléme ou d'une certification et de favoriser son insertion
professionnelle. Le stagiaire se voit confier une ou des missions conformes
au projet pedagogique défini par son établissement d’enseignement et
approuvees par I'organisme d'accueil.

Le programme est établi par |'établissement d'enseignement et l'organisme
d'accueil en fonction du programme général de la formation dispensée.
ACTIVITES CONFIEES :

COMPETENCES A ACQUERIR OU A DEVELOPPER :

Article 3 - Modalités du stage
La durée hebdomadaire de présence du stagiaire dans 'organisme d'accueil
serade ....................... heures sur la base d'un temps complet/ temps
partiel (rayer la mention inutile),

Si le stagiaire doit étre présent dans lorganisme d'accueil la nuit, le
dimanche ou un jour féri, préciser les cas particuliers : .........................

Article 4 - Accueil et encadrement du stagiaire

Le stagiaire est suivi par I'enseignant référent désigné dans la présente
convention ainsi que par le service de I'établissement en charge des stages.
Le tuteur de stage désigné par Yorganisme d'accueil dans la présente
convention est chargé d'assurer le suivi du stagiaire et d'optimiser les
conditions de réalisation du stage conformément aux stipulations
pédagogiques définies.

Le stagiaire est autorisé & revenir dans son établissement d'enseignement
pendant la durée du stage pour y suivre des cours demandés explicitement
par le programme, ou pour participer a des réunions ; les dates sont portées
ala connaissance de ['organisme d'accueil par I'établissement.

L'organisme d'accueil peut autoriser le stagiaire & se déplacer.

Toute difficulté survenue dans la réalisation et le déroulement du stage,
qu'elle soit constatée par le stagiaire ou par le tuteur de stage, doit étre
portée & la connaissance de I'enseignant-référent et de I'établissement
d'enseignement afin d'étre résolue au plus vite.

MODALITES D'ENCADREMENT (visites, rendez-vous téléphoniques, etc)

Article 5 - Gratification - Avantages

En France, lorsque la durée du stage est supérieure & deux mois consécutifs
ou non, celui-ci fait obligatoirement l'objet d’'une gratification, sauf en cas de
regles particuliéres applicables dans certaines collectivités d’outre-mer
frangaises et pour les stages relevant de l'artide L4381-1 du code de la
santé publique.

Le montant horaire de la gratification est fixé & 13,75 % du plafond horaire
de la sécurité sociale défini en application de I'article L.241-3 du code de la
sécurité sociale. Une convention de branche ou un accord professionnel
peut définir un montant supérieur a ce taux.

La gratification due par un organisme de droit public ne peut éire cumulée
avec une rémunération versée par ce méme organisme au cours de la
période concernée.

La gratification est due sans préjudice du remboursement des frais engages
par le stagiaire pour effectuer son stage et des avantages offerts, le cas
écheant, pour la restauration, 'hébergement et le transport.

L'organisme peut décider de verser une gratification pour les stages dont la
durée est inférieure ou égale 4 deux mois.
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(article 5 suite) En cas de suspension ou de résiliaion de la présente
convention, le montant de la gratification due au stagiaire est proratisé en
fonction de la durée du stage effectué.

La durée donnant droit & gratification s'apprécie compte tenu de la présente
convention et de ses avenants éventuels, ainsi que du nombre de jours de
présence effective du/de la stagiaire dans I'organisme.

LE MONTANT DE LA GRATIFICATION estfixé 4. ..........cooooe......... €
par heure / jour / mois (rayer les mentions inutiles)

Aticle 5 bis ~Accés aux droits des salariés - Avantages (Organisme de
droit privé en France saufen cas de régles particuliéres applicables dans
certaines collectivités d'outre-mer frangaises) :

Le stagiaire bénéficie des protections et droits mentionnés aux artidles
L1121, L115241 et L.1153-1 du code du travail, dans les mémes
conditions que les salariés.

Le stagiaire a accés au restaurant d'entreprise ou aux titres-restaurants
prévus a ['article L.3262-1 du code du travail, dans les mémes conditions que
les salariés de f'organisme d'accueil. I bénéficie également de Ia prise en
charge des frais de transport prévue & l'arficle L.3261-2 du méme code.

Le stagiaire accéde aux activités sociales et culturelles mentionnées a l'article
L.2323-83 du code du travail dans les mémes conditions que les salariés,
AUTRES AVANTAGES ACCORDES : .......cc.coo.v.....

Aticle Ster — Accés aux droits des agents - Avantages (Organisme de
droit public en France sauf en cas de régles particuliéres applicables dans
certaines collectivités d'outre-mer frangaises) ;

Les trajets effectués par le stagiaire d'un organisme de droit public entre leur
domicile et leur lieu de stage sont pris en charge dans les conditions fixées
par le décret n°2010-676 du 21 juin 2010 instituant une prise en charge
partielle du prix des fitres d’abonnement corespondant aux déplacements
effectués par les agents publics entre leur résidence habituelle et leur fieu de
travail.

Le stagiaire accueilli dans un organisme de droit public et qui effectue une
mission dans ce cadre bénéficie de la prise en charge de ses frais de
déplacement temparaire selon la réglementation en vigueur,

Est considéré comme sa résidence administrative le lieu du stage indiqué
dans la présente convention.

AUTRES AVANTAGES ACCORDES : .......ccovvvvevrnnnn.

Article 6 - Régime de protection sociale

Pendant la durée du stage, le stagiaire reste affilié & son régime de Sécurité
sociale antérieur.

Les stages effectués  I'étranger sont signalés préalablement au départ du
stagiaire a la Sécurité sociale lorsque celle-ci le demande.

Pour les stages & 'étranger, les dispositions suivantes sont applicables sous
réserve de conformité avec la législation du pays d'accueil et de celle
regissant le type d'organisme d’accueil.

6-1 Graification d'un montant maximum de 13,75 % du plafond horaire
de la sécurité sociale

La gratification n’est pas soumise 4 cotisation sociale.

Le stagiaire bénéficie de la législation sur les accidents de travail au fitre du
régime étudiant de I'article L.412-8 2° du code de la sécurité sociale.

En cas d'accident survenant au stagiaire soit au cours d'activités dans
F'organisme, soit au cours du trajet, soit sur les lieux rendus utiles pour les
besoins du stage et pour les étudiants en médecine, en chirurgie dentaire ou
en pharmacie qui n'ont pas un statut hospitalier pendant le stage effectué
dans les conditions prévues au b du 2¢ de I'article L.418-2, l'organisme
d'accueil envoie la déclaration & la Caisse Primaire d'Assurance Maladie ou
la caisse compétente (voir adresse en page 1) en mentionnant
Ietablissement d'enseignement comme employeur, avec copie _a

I'établissement d'enseignement.
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atification supérieure a 13,75 % du plafond horaire de la sécurité

tisations sociales sont calculées sur le différentiel entre le montant de
atification et 13,75 % du plafond horaire de la Sécurité Sociale.

etudiant bénéficie de la couverture légale en application des dispositions
des articles L.411-1 et suivants du code de la Sécurit¢ Sociale. En cas
d'accident survenant au stagiaire soit au cours des activités dans
I'organisme, soit au cours du trajet, soit sur des lieux rendus utiles pour les
besoins de son stage, I'organisme d'accueil effectue toutes les démarches
nécessaires aupres de la Caisse Primaire d'Assurance Maladie et informe
I'établissement dans les meilleurs délais.

6.3 — Protection Maladie du/de la stagiaire a I'étranger

1) Protection issue du réqime étudiant francais

- pour les stages au sein de I'Espace Economique Européen (EEE)
effectués par des ressortissants d'un Etat de I'Union Européenne, ou de la
Norvege, de llslande, du Liechtenstein ou de la Suisse, ou encore de tout
autre Etat (dans ce demier cas, cette disposition n'est pas applicable pour
un stage au Danemark, Norvége, Islande, Liechtenstein ou Suisse),
l'étudiant doit demander la Carte Européenne d'Assurance Maladie
(CEAM).

- pour les stages effectués au Québec par les étudiant(e)s de nationalité
frangaise, I'étudiant doit demander le formulaire SE401Q (104 pour les
stages en entreprises, 106 pour les stages en université) ;

- dans tous les autres cas les éfudiants qui engagent des frais de santé
peuvent étre remboursés auprés de la mutuelle qui leur tient lieu de Caisse
de Sécurité Sociale étudiante, au retour et sur présentation des justificatifs :
le remboursement s'effectue alors sur la base des tarifs de soins frangais.
Des écarts importants peuvent exister entre les frais engagés et les tarifs
frangais base du remboursement. Il est donc fortement conseille aux
étudiants de souscrire une assurance Maladie complémentaire spécifique,
valable pour le pays et la durée du stage, auprés de [l'organisme
d'assurance de son choix (mutuelle étudiante, mutuelle des parents,
compagnie privée ad hoc...) ou, éventuellement et apres vérification de
I'étendue des garanties proposées, aupres de I'organisme d'accueil si celui-
ci fournit au stagiaire une couverture Maladie en vertu du droit local (voir 22
ci-dessous).

2) Protection sociale issue de ['organisme d'accueil

En cochant la case appropriée, I'organisme d'accueil indique ci-aprés s'il
fournit une protection Maladie au stagiaire, en vertu du droit local :

[ OUI : cette protection s'ajoute au maintien, a I'éfranger, des droits issus
du droit frangais

O NON : la protection découle alors exclusivement du maintien, &
I'étranger, des droits issus du régime frangais étudiant).

Si aucune case n'est cochée, le 6.3 ~ 1 s'applique.

6.4 Protection Accident du Travail du stagiaire a I'étranger

1) Pour pouvoir_bénéficier de la législation francaise sur la couverture
accident de travail, le présent stage doit :

- étre d'une durée au plus égale & 6 mois, prolongations incluses ;

- ne donner lieu & aucune rémunération susceptible d'ouvrir des droits a une
protection accident de travail dans le pays d'accueil ; une indemnité ou
gratification est admise dans la limite de 13,75 % du plafond horaire de la
sécurité sociale (cf point 5), et sous réserve de l'accord de la Caisse
Primaire d'Assurance Maladie sur la demande de maintien de droit ;

- se dérouler exclusivement dans l'organisme signataire de la présente
convention ;

- se dérouler exclusivement dans le pays d'accueil étranger cité.

Lorsque ces conditions ne sont pas remplies, l'organisme d’accueil
s'engage & cotiser pour la protection du stagiaire et a faire les déclarations
nécessaires en cas d'accident de travail.

2) La déclaration des accidents de fravail incombe a [l'établissement
d'enseignement qui doit en étre informé par I'organisme d’accueil par écrit
dans un délai de 48 heures.

3) La couverture conceme les accidents survenus :

= dans 'enceinte du lieu du stage et aux heures du stage,

* sur le trajet aller-retour habituel entre la résidence du stagiaire sur le
territoire étranger et le lieu du stage,

= dans le cadre d'une mission confiée par I'organisme d'accueil du stagiaire
et obligatoirement par ordre de mission,

(6-4 suite)

» lors du premier trajet pour se rendre depuis son domicile sur le lieu de sa
résidence durant le stage (déplacement a la date du début du stage),

« lors du demier trajet de retour depuis sa résidence durant le stage a son
domicile personnel. .

4) Pour le cas ol 'une seule des conditions prévues au point 6.4-1/ n'est
pas remplie, I'organisme d'accueil s'engage a couvrir lefla stagiaire contre
le risque d'accident de travail, de trajet et les maladies professionnelles et
3 en assurer foutes les declarations nécessaires.

5) Dans tous les cas :

¢ si l'étudiant est victime d'un accident de travail durant le stage,
l'organisme d'accueil doit impérativement signaler immédiatement cet
accident a I'établissement d’enseignement ;

= si l'étudiant remplit des missions limitées en-dehors de l'organisme
d'accueil ou en-dehors du pays du stage, I'organisme d'accueil doit prendre
toutes les dispositions nécessaires pour lui fournir les assurances
appropriées.

Article 7 ~ Responsabilité et assurance

L'organisme d'accueil et le stagiaire déclarent étre garantis au fitre de la
responsabilité civile.

Pour les stages a I'étranger ou outremer, le stagiaire s'engage a souscrire
un contrat d'assistance (rapatriement sanitaire, assistance juridique...) et
un contrat d'assurance individuel accident.

Lorsque l'organisme d'accueil met un véhicule  la disposition du stagiaire,
il lui incombe de vérifier préalablement que la police d'assurance du
véhicule couvre son utilisation par un étudiant

Lorsque dans le cadre de son stage, I'étudiant utilise son propre véhicule
ou un vehicule prété par un fiers, il déclare expressément a I'assureur dudit
véhicule et, le cas échéant, s'acquitte de la prime y afférente.

Article 8 - Discipline

Le stagiaire est soumis & la discipline et aux clauses du réglement intérieur
qui lui sont applicables et qui sont portées a sa connaissance avant le
debut du stage, notamment en ce qui conceme les horaires et les regles
d’hygiéne et de sécurité en vigueur dans l'organisme d’accueil.

Toute sanction disciplinaire ne peut étre décidée que par I'établissement
d’enseignement. Dans ce cas, l'organisme d'accueil informe I'enseignant
référent et I'établissement des manquements et foumit éventuellement les
éléments constitutifs,

En cas de manquement particulierement grave 4 la discipline, I'organisme
d'accueil se réserve le droit de mettre fin au stage tout en respectant les
dispositions fixées & I'article 9 de la présente convention.

Article 9 - Congés - Interruption du stage

En France (sauf en cas de régles particuliéres applicables dans certaines
collectivités d'outre-mer frangaises ou dans les organismes de droit public),
en cas de grossesse, de patemité ou d'adoption, le stagiaire bénéficie de
congés et d'autorisations d'absence d'une durée équivalente a celle
prévues pour les salariés aux articles L.1225-16 a L.1225-28, L.1225-35,
L.1225-37, L.1225-46 du code du travail.

Pour les stages dont la durée est supérieure & deux mois et dans la limite
de la durée maximale de 6 mois, des congés ou autorisations d'absence
sont possibles.

NOMBRE DE JOURS DE CONGES AUTORISES / ou modalités des
congés et autorisations d'absence durant le stage :

Pour toute autre interruption temporaire du stage (maladie, absence
injustifiée...) 'organisme d'accueil avertit 'etablissement d’enseignement
par courrier,

Toute interruption du stage, est signalée aux autres parties & la convention
eta l'enseignant référent. Une modalité de validation est mise en place le
cas échéant par I'établissement. En cas d'accord des parties & |la
convention, un report de la fin du stage est possible afin de permettre la
réalisation de la durée totale du stage prévue initilement. Ce report fera
I'objet d'un avenant a la convention de stage.

Un avenant & la convention pourra étre établi en cas de prolongation du
stage sur demande conjointe de I'organisme d'accueil et du stagiaire, dans
le respect de la durée maximale du stage fixée par la loi (6 mois).
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le 9 suite)

de volonté d'une des frois parties (organisme d'accueil, stagiaire,
blissement  d'enseignement) d'améter le stage, celleci doit
médiatement en informer les deux autres parties par écrit. Les raisons
invoguées seront examinées en éfroite concertation. La décision définitive
d'amét du stage ne sera prise qu'a l'issue de cette phase de concertation.

Article 10 - Devoir de réserve et confidentialité

Le devoir de réserve est de rigueur absolue et apprécié par l'organisme
d'accuell comptedenu de ses spécificités. Le stagiaire prend donc
I'engagement de n'utiliser en aucun cas les informations recueillies ou
obtenues par eux pour en faire publication, communication 4 des tiers sans
accord préalable de F'organisme d'accueil, y compris le rapport de stage.
Cet engagement vaut non seulement pour la durée du stage mais
également aprés son expiration. Le stagiaire S'engage a ne conserver,
emporter, ou prendre copie d'aucun document ou logiciel, de quelque
nature que ce soit, appartenant & l'organisme d'accueil, sauf accord de ce
demier.

Dans le cadre de la confidentialit¢ des informations contenues dans le
rapport de stage, 'organisme d'accueil peut demander une restriction de la
diffusion du rapport, voire le retrait de certains éléments confidentiels.

Les personnes amenées & en connaitre sont confraintes par le secret
professionnel & n'utiliser ni ne divulguer les informations du rapport.

Article 11 - Propriété intellectuelle

Conformeément au code de la propriété intellectuelle, dans le cas ol les
aclivités du stagiaire donnent lieu 4 la création d'une ceuvre protégée par le
droit d'auteur ou la propriété industrielle (y compris un logiciel), si
I'organisme d'accueil souhaite Futiliser et que le stagiaire en est d'accord,
un contrat devra étre signé entre le stagiaire (auteur) et I'organisme
d'accueil.

Le contrat devra alors notamment préciser 'étendue des droits cédés,
I'éventuelle exclusivité, la destination, les supports utilisés et la durée de la
cession, ainsi que, le cas échéant, le montant de la rémunération due au
stagiaire au fitre de la cession. Cette dlause s'applique quel que soit le
statut de l'organisme d'accueil.

POUR L’ETABLISSEMENT D’ENSEIGN T
Nom et signature du reprgsep}énége I'établissement
FLAMENT Stéphan aoees | e

B
Doyen de [UFR 5

EC

Daven,

o4 ciences et Tachnologies
Le Vigs-Doyen
ECHEANT) HOUT W/ fAn /h(m/

L’ensei /ént référent du stagiaire

LEBLOND-BOURGET Nathalie
Directeur des Etudes

N L¥ord

Fiches & annexer a la convention :

@ Autres annexes (le cas échéant)

@ Attestation de stage (page suivants)
@ Fiche stage a I'étranger (our informati

Article 12 - Fin de stage - Rapport - Evaluation

1) Attestation de stage : & I'issue du stage, I'organisme d'accueil délivre une
attestation dont le modeéle figure en annexe, mentionnant au minimum la
durée effective du stage et, le cas &chéant, le montant de la gratification
pergue. Le stagiaire devra produire cefte aftestation & I'appui de sa
demande éventuelle d'ouverture de droits au régime général d'assurance
vieillesse prévue a ['art. L.351-17 du code de la sécurité sociale ;

2) Qualité du stage : & lissue du stage, les parties 2 la présente convention
sontinvitées a formuler une appréciation sur la qualité du stage.

Le stagiare transmet au service compétent de [établissement
d'enseignement un document dans lequel il évalue la qualité de I'accueil
dont il a bénéficié au sein de l'organisme d'accueil. Ce document n'est pas
pris en compte dans son évaluation ou dans I'obtention du dipiome ou de la
certification.

3) Evaluation de l'activité du stagiaire: 4 lissue du stage, 'organisme
d'accueil renseigne une fiche d'évaluation de l'activité du stagiaire qu'i
retourne & l'enseignant référent(ou préciser si fiche annexe ou modalités
dévaluation préalablement définis en accord avec [I'enseignant
référent)

iques : le stagiaire devra (préciser la
nature du travail @ fournir ~rapport, etc.-  éventuellement en joignant une
BUIBTEIL. . oo ot o 1o B e oo W e emessaers Fiesemiamreesily

NOMBRE D'ECTS (le cas échéant) ;

5) Le tuteur de l'organisme d'accueil ou tout membre de lorganisme
d'accueil appelé a se rendre dans I'établissement d'enseignement dans le
cadre de la préparation, du déroulement et de la validation du stage ne peut
prétendre & une quelconque prise en charge ou indemnisation de la part de
I'établissement d'enseignement.

Article 13 - Droit applicable — Tribunaux compétents

La présente convention est régie exclusivement par le droit frangais.

Tout litige non résolu par voie amiable sera soumis & la compétence de la
juridiction frangaise compétente.

POUR L’ORGANISME D’ACCUEIL
Nom et sigria r%ﬂ%%@@gntant de I'organisme d'accueil
. \

L&

[EERTPEPRRTr e T

v

e nF. .
fo

Le tuteur de stage de ’organisme d’accueil

Nom et signature A 4

6 sociale voir site cleiss.fr, pour fiches pays voir site diplomatie.gouv.fr)
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Résumé :

Les métabolites secondaires (MS) sont utilisés depuis trés longtemps dans des différents
domaines comme la médecine humaine et vétérinaire (antibiotique, anti tumoral) ou I'agriculture
(antifongique). Streptomyces ambofaciens, la bactérie modele de I'équipe StrAda, produit de
nombreux métabolites secondaires dont cing molécules antimicrobiennes. Une souche mutante
incapables de produire les antibiotiques spiramycine, congocidine et kinamycine a été mutée
indépendamment dans chacun des autres clusters de genes de biosynthese de MS identifiés suite au
séquencage du génome de S. ambofaciens. Malgré ces mutations, une activité antibactérienne
persiste chez toutes les souches. Ceciindique qu'un nouveau type de cluster de génes de biosynthése
non détectable par homologie de séquence pourrait étre responsable de cette activité. Les génes de
biosynthese pourraient étre localisés dans un ilot génomique (IG), les clusters de biosyntheése de MS
étant souvent retrouvés dans ces ilots. Le but de mon stage est de vérifier cette hypothese par deux
approches : la délétion d'IG en utilisant le systéme CRISPR, et I'expression hétérologue d'IG, via
I'utilisation du systeme TAR, chez une souche de Streptomyces dédiée a la production de MS.

Mots clés : Streptomyces ambofaciens, ilot génomique, métabolites secondaires, délétion,

expression hétérologue

Abstract :

Secondary metabolites (SM) are used since a long time in different domains like human and
veterinary medicine (antibiotic, antitumor) or agriculture (anti-fungal). Streptomyces ambofaciens,
StrAda team’s model strain, produces a large number of secondary metabolites including five
antimicrobial molecules. A mutant strain unable to produce the spiramycin, congocidine, and
kinamycin antibiotics was mutated independently in each of the other SM biosynthetic gene clusters
identified by the sequencing of the S. ambofaciens genome. Despite these mutations, an
antibacterial activity remains. That indicates that a new kind of biosynthetic genes cluster which
cannot be detected by homology based approaches is responsible of this activity. The biosynthetic
genes could be located in a genomic island (Gl), the SM biosynthetic genes clusters being often found
in Gls. The aim of my internship is to test this hypothesis by two approaches: the Gl’s deletion by
using the CRISPR system, and the GI’s heterologous expression, by using the TAR system, in a
Streptomyces strain dedicated to SM production.

Key words: Streptomyces ambofaciens, genomic island, secondary metabolites, deletion,

heterologous expression

54



	Table des matières cliquable

