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ABREVIATIONS

A : Domaine d’adénylation

A, Ala: Alanine

ADN : Acide désoxribonucléique

ADNCc : Acide désoxiribonucléique codant

AMP : Adénosine Monophosphate

A400/A600 : Rapport de la production de pyoverdine sur la densité cellulaire
araC/Pgap : Promoteur inductible a 1’arabinose, régulation par AraC
ARN : Acide ribonucléique

ATP : Adénosine triphosphate

C : Domaine de condensation des NRPS

CaClz : Chlorure de calcium

Ch : Chloramphénicol

CNRS : Centre National de Recherche Scientifique
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité Optique

EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique

EMBL : European Molecular Biology Laboratory

ESBS : Ecole Supérieure de Biotechnologie de Strasbourg
F, Phe : Phénylalanine

Gm : Gentamycine — GmR : Résistant a la gentamycine

G, Gly : Glycine

HCI : Acide chloridrique

His-Tag : Succession de 6 résidus histidine

| : Isoleucine

K2HPO4 : Dipotassium phosphate

Kan : Kanamycine — KanR : Résistant a la kanamycine



MgSOs : Sulfate de magnésium

MT : Marqueur de taille

NRPS : Non-Ribosomal Peptide Synthétase (Synthétase a peptides non ribosomiques)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

Pc : Promoteur des cassettes d’integrons de classe I

PCR : Réaction de polymérisation en chaine

PDB : Protein Data Bank

PgGly : Propargylglycine

PPtase : Phosphopantéthéinyl transférase

PVD : Pyoverdine

gPCR : Réaction de polymérisation en chaine quantitative
rpm : Rotation par minute

T : Domaine de thiolation des NRPS

Tm : Température d’hybridation

TE : Domaine thioéstérase des NRPS

UMR : Unité Mixte de Recherche

UMS : Unité Mixte de Service

V, Val : Valine

W, Trp : Tryptophane






Figure 1 - L'UMR - 7242 est hébergée dans les locaux de I'Ecole Supérieure
de Biotechnologie de Strasbourg (ESBS), 300 Bd Sébastien Brant, 67412
Iikirch.
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PRESENTATION DE LA STRUCTURE D’ACCUEIL

1. Présentation générale de I’Unité

L’UMR 7242 « Biotechnologie et signalisation cellulaire » est une unité mixte de recherche
entre le Centre National de Recherche Scientifique (CNRS) et I’Université de Strasbourg. Elle
est hébergée dans les locaux de I’Ecole Supérieure de Biotechnologie de Strasbourg (ESBS —
Figure 1). Regroupant une centaine de chercheurs, d’enseignants-chercheurs, de doctorants,
d’ingénieurs, de techniciens et de personnels administratif, son objectif est de décoder certaines
voies de signalisation cellulaire dans le but de développer de nouvelles molécules et stratégies

thérapeutiques. Ce travail se scinde en deux axes principaux :

% L’étude des voies de protection de l’intégrité du génome . mécanismes épigénétiques,
transcriptionnels et de réparation de I’ADN, ainsi que leur dérégulation dans les
cancers.

7

% L’étude des voies de communication a la membrane cellulaire par la compréhension de

leur importance dans les processus de douleur, d’inflammation et de pathogeénicité.

Différentes approches sont abordées au sein de 1’unité comme la génomique fonctionnelle
et structurale, la chimie biologique, ainsi que 1’ingénierie biologique. Pour cela, I’unité posséde
de nombreux plateaux techniques. Un partenariat existe par exemple avec la Plateforme de
Chimie Biologique Intégrative de Strasbourg (PCBIS, UMS 3286), le premier plateau européen
entierement publique permettant le criblage haut-débit de molécules bioactives pour la
découverte de nouveaux médicaments. Plusieurs équipes forment 1’unité, dont celle qui

m’accueille durant ce stage, marquée en gras (Organigramme disponible - Figure 2) :

- Equipe Poly (ADP-ribosyl)ation et intégrité du génome

- Equipe Signalisation nucléaire et cancer

- Equipe Dynamique du réplisome et cancer

- Equipe Intervention chémobiologique

- Equipe régulation épigénétique de I’identité cellulaire

- Equipe RCPGs, douleur et inflammation

- Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications

- Equipe neuroimmunologie et thérapie peptidique.

11



Directeur de l'unité : Jean-Luc Galzi (DR1)
Directeur adjoint : Bruno Chatton (PR)

Responsable administrative : Claire Guth (Al)

Equipe Poly (ADP-ribosyl)ation et intégrite du genome
Responsable : Francois Dantzer (DR2)

Equipe Signalisationnucléaire et cancer
Responsable : Katia Zanier (CRCN)

Equipe Dynamigue du replisome et cancer:
Responsable : Bruno Chatton (PR)

Equipe Intervention chémobiologigue
Responsables: Guy Zuber (DR2), Etienne Weiss (PR)

Equipe Regulationepigenetique de lI‘identité cellulaire
Responsable : Michaél Weber (DR2)

Equipe RCPG, douleur et inflammation
Responsable : Frédéric Simonin (DR2)

Equipe Neuroimmunologie et therapie par peptide
Responsables: Hélene Jeltsch-David (CRCN), Sylviane Muller
(DR CE2, Pr USIAS)

Equipe Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications
Responsables: Isabelle Schalk (DR1), Gaétan Mislin (CRCN)

* Chercheurs : Pierre Fechter (CRCN), Valérie Geoffroy (MCU), Coraline
Rigouin (MCU)

* Soutien a la recherche : Anne Forster (TCS), Véronique Gasser (IEHC),
Francoise Hoegy (IECN), Sarah Fritsch (IE-CDD)

* Post-doctorant: Vincent Normant

* Doctorants: Anne Bonneau, Sebastien David, Gwenaélle Graulier,
Quentin Perraud

Figure 2 - Organigramme de 'UMR — 7242 et présentation de 1’équipe « Métaux
et microorganismes : biologie, chimie et applications ».

12



2. Les axes de recherches de I’'équipe « Métaux et microorganismes »

L’équipe « Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications », codirigée par |.
Schalk et G. Mislin, focalise ses travaux sur I’homéostasie du fer chez les bactéries, en
particulier du genre Pseudomonas. Sa particularité est d’effectuer un travail
multidisciplinaire assuré par des microbiologistes, biochimistes, biologistes moléculaires et
chimistes organiciens. Le premier axe de recherche est la compréhension des mécanismes
d’assimilation du Fer chez Pseudomonas : les protéines impliquées, leur organisation, et la
régulation de leur expression. L’équipe concentre cette étude aux chélateurs de Fer (111) produits
par les bactéries, les sidérophores. Ce sont des métabolites secondaires produits par la bactérie
dans le cytoplasme, exportés dans le milieu extracellulaire, puis importés une fois le fer chélaté
via des systémes de transports supposés sélectifs. Les autres axes de recherches découlent de la
compréhension de ces mécanismes : il s’agit de développer les applications possibles des
sidérophores du genre Pseudomonas. La premicére est I’utilisation des propriétés chélatrices des
sidérophores dans les procedés de bioremédiation d’effluents liquides, de sols contaminés en
métaux lourds, et autres. La seconde est le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques contre un organisme pathogene opportuniste, P. aeruginosa. Il est a ’origine de
nombreuses infections nosocomiales et est fréeguemment impliqué dans des infections létales
chez les patients atteints de mucoviscidose. De ce fait, deux objectifs y sont sous-jacents, en
partie financés par I’association « Vaincre la mucoviscidose » : (i) synthétiser des inhibiteurs
de protéines impliquées dans le transport du Fer, (ii) développer des conjugués sidérophores-
antibiotiques qui permettent de tuer ou d’inhiber la croissance de bactéries imperméables a
I’antibiotique en parasitant les voies d’assimilation du fer (Stratégie du « Cheval de Troie »).
Ma tutrice, C. Rigouin, vient d’intégrer 1’équipe pour développer I’ingénierie bactérienne et des

approches de biologie synthétique autour de ces sujets.
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mudule 1 module 2 module 3

A ,/

AAd ~Cys_1-Val

Figure 3 - Schématisation d’une NRPS (exemple de I'ACV (8-(L-a-aminoadipoyl)- L-
cysteinyl-D-valine). L’ACV, composée de trois modules, intervient dans synthése de la
Pénicilline par Penicillium notatum. Les substrats sont reconnus par le domaine d’adénylation
(A), puis sont fixés de maniére covalente a 1’enzyme sur le domaine de thiolation (T). Le
domaine de condensation (C) permet de former les liaisons peptidiques entre les substrats. Le
domaine thioestérase (TE) libére la molécule formée de la synthétase. Ici, un domaine
d’épimérisation (E) modifie I’isomérie du substrat du module 3. Le module 1 est le module

d’initiation, le module 3 est celui de terminaison. D’apres Pupin, 2013.
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ETAT DE L’ART

1. Introduction

\

L’étude des synthétases a peptides non ribosomiques, ou NRPS (« Non Ribosomal
Peptide Synthetase »), représente un enjeu majeur de la recherche actuelle. Ce sont des enzymes
qui assurent la synthese de métabolites structurellement complexes et aux fonctions variées au
sein des organismes vivants. Antibiotiques, chélateurs de métaux ou biosurfactants, les produits
de ces NRPS ont démontré leur intérét en biotechnologie et la pénicilline en est ’exemple le
plus connu (Kries, 2016). Ces derniéres décennies, de grandes avancées ont permis de déchiffrer
leurs mécanismes enzymatiques. Les NRPS présentent une activité qui se résume
schématiquement a une ligne d’assemblage : les enzymes sont divisées en plusieurs modules
qui reconnaissent un acide aminé et I’incorporent dans la molécule en cours de synthése grace
a plusieurs domaines enzymatiques (Figure 3). Certains de ces domaines peuvent modifier le
substrat a incorporer par cyclisation, épimérisation, et autres. Grace a cette compréhension, de
nombreuses stratégies d’ingenierie ont émergé. L’inversion ou la modification de ces briques
élémentaires pourrait permettre la modification des séquences peptidiques produites par les
NRPS. L’intérét est d’obtenir une synthese de novo de peptides utiles en biotechnologie, moins
colteuse qu’une synthése peptidique sur support solide. Par exemple, la maitrise de ces outils
permettrait d’incorporer a la synthése de meétabolites des acides aminés non naturels. Ces
derniers leur conféreraient des propriétés physico-chimiques intéressantes qui amélioreraient
leur rendement de purification, leur activité thérapeutique ou leur conjugaison avec d’autres

molécules.

2. Les NRPS : des synthétases aux produits divers

Chez les bactéries, deux voies de synthése peptidique existent et répondent a des attentes
différentes. La premiere est la voie ribosomale : elle assure la synthése d’un grand nombre de
peptides en utilisant un nombre limité de substrats. La seconde a une stratégie inverse. Elle
permet la synthése de peptides complexes et qui sont souvent spécifiques de 1’espéce. Cette
voie utilise les enzymes NRPS. Présentees de maniére tres simplifiées, elles s’apparentent a une

ligne d’assemblage.
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P

adenylation

Acore

Figure 4 - Schématisation de I'activité enzymatique d’un domaine d’adénylation (synthétase de
Gramicidine LgrA (PBD : 5ES5 et 5ES8)). Le domaine est composé d’un sous-domaine C-
terminal (Asub) et un sous-domaine N-terminal (Acore). Une fois les substrats reconnus, leurs
conformations changent permettant au site actif de I’enzyme (en rouge) d’amorcer la réaction
d’adénylation. Le domaine T du module fixe le produit sur son bras Phosphopantéthéine par
thioestérification. Cela induit un nouveau changement conformationnel des sous-domaines

menant au complexe ouvert initial. D’apres Kries and Stanisi¢, 2019.
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2.1. La structure des NRPS

Les NRPS sont genéralement organisées en trois types de modules: un module
d’initiation, des modules d’élongation, et un module de terminaison. Chaque module permet
I’incorporation d’un acide aminé dans la chaine peptidique (Figure 3). Il existe trois types de

NRPS selon la stratégie d’assemblage : les linéaires, les itératifs et les non linéaires :

- Les linéaires possedent des modules qui chacun a leur tour, apportent leur substrat
a la chaine peptidique.

- Les itératifs ont un ou plusieurs modules qui sont utilisables a plusieurs reprises
pour la synthese du peptide.

- Les non linéaires sont caractérisés par une ligne d’assemblage discontinue : 1’ordre
d’apparition des modules dans la synthétase ne correspond pas a I’enchainement des

substrats dans le métabolite final.

L’incorporation des substrats se fait par différents domaines enzymatiques, dits
principaux, inclus dans le module : (i) un domaine d’adénylation (A) capable de reconnaitre et
d’activer un acide aminé, (ii) un domaine de thiolation (T) fixant I’acide aminé activé par le site
d’adénylation, (iii) et un domaine de condensation (C) qui forme les liaisons peptidiques entre
les acides aminés portés par les domaines de thiolation (Figure 3). Il est a noter que le module
d’initiation ne posséde pas de domaine de condensation. Le module de terminaison possede un
domaine thioéstérase (TE) qui libére le peptide de la synthétase. Le domaine T est activé par
I’enzyme Phosphopantéthéinyl transférase (PPTase) qui catalyse I’ajout d’un groupement
prosthétique phosphopantéthéine a partir du coenzyme A sur un résidu sérine (Payne et al,
2017 ; Calcott and Ackerley, 2014).

2.2. La diversité des NRPS chez les bactéries

Les peptides issus de la synthese non ribosomale sont souvent impliqués dans des fonctions
biologiques permettant la survie de 1’organisme producteur dans un environnement particulier.
Cela peut étre la production d’antibiotiques comme la Gramicidine ou la Pénicilline, celle de
toxines ou de chélateurs de fer, les sidérophores (Martinez-Nufiez and Lopez, 2016). Ces
multiples fonctions sont obtenues grace a une diversité structurale importante. Les NRPS
incorporent en effet, en plus des acides aminés standards, des acides aminés non protéinogénes
ou modifiés mais aussi d’autres types de substrats comme des acides carboxyliques et des acides

gras (Walsh et al, 2013).
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(A) Substitution des domaines A et A-T

Figure 5 — Stratégies d’ingénierie des NRPS permettant la modification de la
reconnaissance du substrat — A : Substitution du domaine A, ou « domain swapping »
par un autre, avec ou sans le domaine T. B : Substitution du domaine A, ou « domain
swapping » couplée au domaine C associé, ou au module entier. C : Modification du site
de fixation du substrat par mutagénese ciblée dans le domaine A. D’apres Calcott and

Ackerley, 2014,
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3. Ingénierie des systemes NRPS

Les systemes NRPS ont nourri un grand intérét en ingénierie. Cela se justifie par la diversité
des produits et par la variété de leurs applications. De grandes avancées ont été réalisées dans
la compréhension de leurs meécanismes, notamment grace a [’obtention de structures
tridimensionnelles de domaines enzymatiques (Conti et al, 1997 ; Mitchell et al, 2012 ; Ye et
al, 2013). Cela a facilité le developpement de stratégies d’ingénieries pour créer plus de
diversité. Ces dernieres se scindent en deux approches : I’ingénierie métabolique et I’ingénierie

enzymatique.

Dans la premiére, la combinaisons de plusieurs synthétases issues de voies différentes au
sein d’un méme opéron permet, par expression hétérologue, d’obtenir de nouvelles molécules.
Cleto and Lu, en 2017, ont par exemple associé des synthétases de 1’entérobactine, un
sidérophore, et de la vancomycine, un antibiotique, ce qui a permis d’obtenir des peptides variés

dont I’intérét thérapeutique est encore a démontrer.

L’approche par ingénierie enzymatique se focalise sur les modules et les domaines des
NRPS. L’objectif est d’introduire des mutations de fagon ciblée ou non dans leurs séquences
codantes. L’essentiel de la recherche se concentre sur I’ingénierie du domaine A qui est
responsable de la reconnaissance et de la spécificité de substrat (Kries, 2016). Il a été estimé
que plus de 500 acides aminés différents peuvent étre recrutés par ces derniers (Walsh et al,
2013) et que certains domaines ont une permissivité pour plusieurs acides aminés (Baumgart et
al, 1991 ; von Dohren et al, 1997 ; Kurmayer et al, 2001). De nombreuses études ont par ailleurs
décrit I’activité enzymatique de ce domaine (Kries and Stanisi¢, 2019 - Figure 4). De ce fait,
des stratégies émergent pour modifier leur spécificité : (i) la substitution d’un domaine A par
un autre, ou « domain swapping », (ii) la modification du site de reconnaissance du substrat par

mutagénése ciblée (Figure 5).

3.1. Le « domain swapping », la substitution du domaine d’adénylation

Le « domain swapping » consiste en la substitution du domaine A associé ou non au
domaine T correspondant par un autre, ce qui permet la substitution d’un résidu dans la chaine
peptidique formée. Cette méthode a permis le remplacement d’un acide aspartique en
asparagine dans la voie de biosynthése de la surfactine chez Bacillus subtilis (Eppelmann et al,
2002). Cependant, elle fournit généralement un rendement minime, voir des peptides tronqués.
Cela peut étre explique par une interaction tertiaire et quaternaire non optimale entre les

domaines C natifs et les domaines A ou A-T substitués (Calcott and Ackerley, 2014, Figure 5).
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Il a été démontré, notamment sur la voie de biosynthése de la pyoverdine, que quelques
mutations obtenues par évolution dirigée peuvent permettre de restaurer cette coordination
(Owen et al, 2016 ; Fischbach et al, 2007). L’objectif de I’évolution dirigée est de générer de la
diversité par la conception d’une banque de mutants, puis de cribler in vitro ou in vivo les
variants pour I’activité recherchée. Une étude menée par Calcott et al en 2014 sur la méme voie
de biosynthése a démontré qu’une substitution du module entier est plus efficace que la seule
substitution du domaine d’adénylation. De méme, une substitution du domaine A du module
d’initiation, qui ne posséde pas de domaine C, est une autre stratégie contournant les problemes
observés (Linne et al, 2001). Le « Domain Swapping » ne permet pas cependant d’intégrer a la

voie de biosynthése des acides aminés non naturels. Pour cela, d’autres méthodes sont utilisées.

3.2. La modification du substrat par ingénierie enzymatique

Conti et al, en 1997 ont été les premiers a obtenir une structure cristallisée d’un domaine A,
celui du module d’initiation PheA de la Gramicidine S complexé aux substrats L-Phe et AMP.
Ces données structurales nouvelles ainsi gqu’un alignement avec 24 séquences d’autres
domaines d’adénylation ont démontré la présence de motifs trés conservés. Ainsi, Stachelhaus
etal, en 1999 ont identifié 8 résidus clés, ou signatures, impliqués dans la spécificité du substrat.
lls se situent dans un rayon de 5,5 A autour du site de fixation. Cela a permis 1’établissement
d’un code, nommé Stachelhaus, permettant la prédiction des substrats de domaines A. Depuis,
des approches par apprentissage profond a partir d’un jeu de données plus important (Rausch
et al, 2005 ; Minowa et al, 2007) ont permis d’améliorer cette prédiction et de développer des

outils bio-informatiques associés (antiSMASH : https://antismash.secondarymetabolites.org/,

un exemple de programme d’annotation de NRPS). La modification de ces acides aminés
signatures permet de modifier la spécificité d’un domaine A pour un substrat, notamment pour

y incorporer des acides aminés non naturels (Calcott and Ackerley, 2014 ; Kries et al, 2014).

3.3. Incorporation d’acide aminés non naturels dans systemes NRPS

L’incorporation de groupements fonctionnels dans les peptides peut s’effectuer de trois
maniéres : (i) I’approche « Bio-Chem » qui ajoute le groupement souhaité sur le peptide purifié,
(i1) ’approche « Chem-Bio » ou I’on apporte a la synthétase un substrat/précurseur modifié,
comme un acide aminé non naturel, (iii) et I’approche « Bio-Chem-Bio » ou 1’on modifie
génétiquement le domaine de reconnaissance du substrat pour que la synthétase puisse in vivo

incorporer un acide aminé non naturel que 1’on apporte (Goss et al, 2012).
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Chromophore

Figure 6 - Structure de la pyoverdine PVDI produite par P. aeruginosa PAOL. Les

fonctions bidentates chélatant le fer sont entourés en rouge (Yeterian et al, 2009).
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La seconde approche « Chem-Bio » utilise la flexibilit¢é des domaines A pour la
reconnaissance du substrat. Par simples supplémentations en acides aminés dans le milieu de
culture de I’organisme ¢étudié, certains domaines A ont montré une permissivité a plusieurs
acides aminés. Les conditions de cultures ont notamment eu un role dans ce phénoméne
(Baumgart et al, 1991 ; Van Ddéhren et al, 1997 ; Kurmayer et al, 2001). Une étude a aussi
montré que la voie de biosynthese de la Pacidamycine peut incorporer des fluorophénylalanines
ou des halo- et méthyltryptophanes (Grischow et al, 2009).

L’incorporation d’acides amin€s non naturels par ingenierie via I’approche « Bio-Chem-
Bio » a déja été reportée a plusieurs reprises dans la littérature. Dans le domaine A du module
PheA incorporant une phénylalanine de la Gramicidine S, Kries et al sont parvenu en 2014 a
insérer in vitro de I’O-propargyl-Tyr, un acide aminé non naturel possédant un groupement
alcyne tres réactif. Cela a été réalisé par une simple mutation dans le site de fixation du domaine
qui substitue un résidu tryptophane par un résidu sérine. Thirlway et al en 2012 ont également
réussi par une unique substitution a incorporer la (2S,3R)-3-methyl glutamine dans le module
10 du NRPS CdaPS3.

4. Les pyoverdines : Biosynthése, régulation et applications

Gréce a ses propriétés oxydoréductrices, le fer intervient dans une grande variété de
réactions métaboliques et pour diverses fonctions allant de la phosphorylation oxydative a la
synthése des acides nucléiques. Cependant, le fer est tres peu biodisponible pour les bactéries
aérobiques. Cela s’explique par une oxydation rapide de ce dernier formant des précipités
insolubles et par la competition que les bactéries rencontrent lorsqu’elles colonisent un héte.
La production des sidérophores est I’une des stratégies permettant a la bactérie de subvenir a
ses besoins en fer. Ils sont exportés dans le milieu extracellulaire ou ils chélatent le métal puis
sont réincorporés dans la cellule via des récepteurs membranaires spécifiques TonB dépendants.
Le laboratoire s’intéresse a la pyoverdine, un sidérophore fluorescent issu des bactéries du genre
Pseudomonas. Outre leur réle naturel dans la capture du fer, les pyoverdines sont utilisées pour
de nombreuses applications en médecine et en biotechnologie. Leur structure chimique posséde
une fonction catéchol et deux fonctions hydroxamates, des fonctions bidentates qui permettent

de chélater efficacement le Fer (III) hexacoordiné en steechiométrie 1:1 (Figure 6).
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Figure 7 — Schématisation de la stratégie du « Cheval de Troie ». La paroi cellulaire des
bactéries Gram négative est composée d'une membrane externe et d'une membrane interne
séparées par un périplasme. La bactérie secréte des sidérophores pour chélater le Fer (I1I)
environnant, et l'importation du complexe sidérophore-Fer (I11) est permise par des
transporteurs supposés spécifiques. Le fer peut étre relargué dans le cytoplasme (ce qui est
supposé dans le mécanisme de la pyocheline par exemple, un sidérophore produit par P.
aeruginosa), ou dans le périplasme (cas des pyoverdines). La stratégie « Cheval de Troie »
conjugue un antibiotique & un sidérophore : en parasitant les voies d’importation, on améne

I’antibiotique dans le cytoplasme (a gauche) ou dans le périplasme (a droite). D’aprées Schalk
and Mislin, 2017.
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Ces sidérophores sont également des molécules signales pour la production de facteurs de
virulence chez P. aeruginosa, ou elles activent par exemple la formation de biofilms. Par
conséquent, les pyoverdines font le lien entre le métabolisme du fer et la pathogenicité (Ringel
and Bruser, 2018).

4.1. Les applications de la pyoverdine

4.1.1. Concevoir des conjugués sidérophores-antibiotiques : la stratégie du Cheval de Troie

L’émergence de souches pathogenes résistantes aux antibiotiques rend le traitement des
infections bactériennes de plus en plus difficile. Dans le cas du pathogene opportuniste
bactérien P. aeruginosa, I’apparition de ces résistances est d’autant plus problématique. Cette
espece possede en effet une résistance intrinséque a une variété d’antibiotiques du fait d’une
grande imperméabilité de sa paroi cellulaire (Schalk, 2018). P. aeruginosa représente 8,4% des
infections nosocomiales recensées en France en 2012 (Réseau d’Alerte, d’Investigation et de
Surveillance des Infection Nosocomiale). L’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) classifie
par ailleurs cette espece parmi les pathogénes de priorité critique pour la recherche de nouveaux
antibiotiques, notamment en raison de leur résistance récente aux carbapénémes. Par
conséquent, la recherche de nouvelles voies thérapeutiques contre ce pathogéne est importante.
L’une des stratégies est la conception de conjugués sidérophores-antibiotiques qui permettent
le passage de I’antibiotique dans le cytoplasme de la bactérie par la voie d’importation du fer
(Mislin and Schalk, 2014 ; Figure 7). La problématique essentielle liée a cette stratégie est le
passage de I’antibiotique du périplasme, lieu ou les sidérophores sont généralement recyclés,
au cytoplasme. Certains conjugués ont déja démontré leur efficacité en laboratoire, in vitro et

in vivo (Ji et al, 2012), certains sont en essais cliniques (Saisho et al, 2017).

4.1.2. Bioremédiation

Gréace a leurs capacités chélatrices, les sidérophores sont utilisés en bioremédiation
(Sahaetal, 2016). Le laboratoire a par exemple développé un procéde de déesamiantage utilisant
les pyoverdines (Geoffroy and Regis, 2017). Les sidérophores sont également utiles en tant
que biocapteurs pour mesurer la concentration de ces métaux. Une pyoverdine issue d’une

souche de P. aeruginosa a déja été utilisée dans ce but (Barrero et al, 1993).
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Figure 8 - Schématisation de la voie de biosynthese de la pyoverdine PVD1 chez P. aeruginosa
PAOL. Les quatre NRPS sont PvdL, Pvdl et PvdJ et PvdD. D'autres enzymes nécessaires a la

synthése de certains substrats sont indiqués (d’apres Gasser et al, 2015).
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Figure 9 - Schéma de la régulation de I’expression de pvdS par le régulateur Fur (d’aprés Leoni et
al, 2000).
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4.2. La biosynthese de la pyoverdine PVDI produite par P. aeruginosa

Chez P.aeruginosa PAO1 qui produit la pyoverdine PVD1, quatre NRPS (PvdL, Pvdl, PvdJ
et PvdD) sont impliquées dans la synthése du précurseur de la pyoverdine (Ravel and Cornelis,
2003). Ce précurseur est ensuite maturé dans le périplasme par une série d’enzymes (Gasser et
al, 2015). PvdL permet la synthése d’un chromophore conservé et les autres assurent la synthese

d’une chaine peptidique variable selon 1’espéce (Ringer et Briiser, 2018 ; Figure 8).

4.2.1. La régulation de la voie de biosynthése

Un milieu carencé en fer est le signal permettant la production de la pyoverdine. Cela
est assuré par le régulateur Fur. Lorsque la concentration en fer cytoplasmique est suffisante,
ce dernier inhibe 1’expression des génes pvdS et fpvl. 1ls codent pour des facteurs sigma : le
premier active I’expression des genes de biosynthése et le second ceux codant les protéines
nécessaires a I’importation de la ferripyoverdine (pyoverdine complexée au fer). Fur s’associe
avec le fer cytoplasmique et le complexe se fixe sur la région promotrice de ses cibles, ce qui
réprime leur transcription. En concentration limitante, il n’est plus associé au fer et n’est plus
capable de reconnaitre les régions promotrices qu’il inhibe : la répression est levée (Figure 9).
Outre la régulation Fur-dépendante, un autre systeme permet une autorégulation de la
production de Pyoverdine lorsque de la ferripyoverdine est reconnue au niveau du récepteur
membranaire associé (Ringer et Briser, 2018). La production de pyoverdine est également

régulée par la densité cellulaire (Quorum sensing) grace au régulateur LasR (Stintzi et al, 1998).
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Figure 10 : Schématisation du second objectif de mon stage : fonctionnaliser la pyoverdine. (a)
enzymes NRPS impliquées dans la biosynthese de la pyoverdine chez la souche P. putida
KT2440. C : domaine de condensation ; A : domaine d'adénylation ; P : domaine de thiolation
; M : module. En dessous de chaque module est indiqué le substrat activé. (b) Structure de la
Pyoverdine correspondante. (c) enzymes NRPS modifiées par ingénierie enzymatique afin
d’incorporer une Propargylglycine (PgGly) dans la structure de la pyoverdine produite par la
souche P. putida KT2440, prédite dans la structure correspondante en bleu clair (Click). (d)
Structure de la Pyoverdine correspondante. Le chromophore, en rouge (b et d) émet de la

fluorescence a 450 nm apres excitation a 400 nm.
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5. Les objectifs de mon stage

La pyoverdine posséde donc de nombreuses applications possibles. Ceci implique de
disposer d’une grande quantité de ce sidérophore. Certaines applications, comme la stratégie
du cheval de Troie notamment, nécessitent de le conjuguer a d’autres molécules. La synthése
totale de la pyoverdine a été décrite dans la littérature (Mashiash and Meijler, 2013) mais pour
des raisons économiques, elle est aujourd’hui essentiellement produite par culture cellulaire et
purification. Cela nécessite de réaliser une culture en milieu carencé en fer, ce qui limite sa mise
en pratique en biotechnologie. Aujourd’hui, 1 mg de la pyoverdine synthétisée par P.
fluorescens cotite 197€ (Référence: P8124-1MG - Sigma-Aldrich™). De méme, la
conjugaison de la pyoverdine n’est pas a ce jour régiosélective. L’ajout d’un groupement
fonctionnel se réalise aprés fonctionnalisation de la pyoverdine purifiée. Cette
fonctionnalisation se fait par chimie organique et s’effectue selon les résidus présents dans la
molécule, les lysines étant les plus aptes a réagir. Si plusieurs résidus lysines sont présents dans

la structure de la pyoverdine ciblée, il y aura par conséquent plusieurs produits obtenus.

De ce fait, mon premier objectif est de concevoir une souche chéssis permettant de
surproduire la pyoverdine de fagon indépendante au fer. La preuve de concept sera réalisée au
sein de la souche P. aeruginosa PAO1, dont les voies de biosynthese et de régulation ont été
particulierement décrites. L hypothése est que la modification de I’expression de I’activateur
transcriptionnel pvdS permettrait d’obtenir ce phénotype. Le promoteur de pvdS étant réprimeé
par le régulateur Fur en milieu non-carencé en fer, la substitution de ce dernier par un promoteur
inductible (araC/Pgap) ou constitutif (le promoteur de cassette Pc des integrons de classe 1)
permettrait une surexpression de la voie de biosynthese quel que soit le milieu de culture. Par
la suite, la surproduction sera testée au sein de la souche P. putida KT2440. Cette derniere est

en effet particulierement étudiée et utilisée en biotechnologie (Nikel and Lorenzo, 2018).

Afin de faciliter la conjugaison de la pyoverdine, le second objectif est de fonctionnaliser
in vivo ce siderophore en y incorporant un acide aminé non naturel, la Propargylglycine
(PgGly), par ingénierie enzymatique de la voie de biosynthese. Cette acide aminé possede en
effet un groupement alcyne tres réactif. Nous avons ciblé la pyoverdine de P. putida KT2440
qui posséde un groupement glycine dont la structure est proche de la Propargylglycine pour
cette étude (Figure 10). Cela permettrait une fonctionnalisation rapide avec une molécule
possédant un groupement azide par une réaction nommee « Chimie click », une méthode

sélective, efficace et réalisable en milieu aqueux pour la fusion de plusieurs molécules.
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Tableau 1 - Souches bactériennes utilisées dans ce travail

Souche Génotype ‘ Référence

Topl0 E. coli F- mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) = ThermoScientific™
@80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

HB101 E. coli F- Lambda- araC14 leuB6(Am) DE(gpt-proA)62 | Boyer and
(pPRK2013) | lacY1l gInX44(AS) galK2(Oc) recAl3 rpsL20(strR) | Roulland-Dussoix,
xylA5 mtl-1 thiE1 hsdS20(rB-, mB-) 1969
PAO1 P. aeruginosa Stover et al, 2000
KT2440 P. putida Nelson et al, 2002
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MATERIELS ET METHODES

1. Matériel biologique

Les souches bactériennes d’E. coli et de Pseudomonas utilisées sont décrites dans le
Tableau 1. Elles sont cultivées en routine a respectivement 37°C et 30°C en aérobiose et en
milieu riche LB (« Lysogeny Broth » ; Sigma-Aldrich™, utilisation a 25 g/L). Les plasmides
utilisés dans ce travail sont déecrits dans le Tableau 2. Le plasmide pEXG2 est utilisé comme
vecteur pour la substitution de séquences nucléiques dans le chromosome de souches
Pseudomonas. Il possede le géne sacB qui code pour un produit toxique et s’exprime en
présence de sucrose et le géne aacl qui confere une résistance a la Gm. Les cultures liquides
sont effectuées sous rotation a 220 rpm en chambre thermostatée ou en incubateur InForce™.
Les milieux LB solides se préparent grace a I’ajout d’agar (Euromedex™) a 15 g/L avant
autoclavage. Les cultures en conditions carencées en fer se réalisent dans du milieu CAA
(Bacto™ Casaminoacides a 5 g/L, KoHPO4, 3 H20 & 1,46 g/L ; MgSOg, 7 H20 a 0,25 g/L) et
nécessitent : (i) une pré-culture réalisée en LB, (ii) centrifugée a 8 500 rpm, 10 min afin de laver
les culots 2 fois en milieu CAA, (iii) puis une incubation toute la nuit dans ce méme milieu. Le
milieu sans sel LB+6% sucrose est utilisé pour sélectionner les clones ayant réalisé le 2°m®
évenement de crossing-over, et donc perdu le géne sacB, lors des mutagéneses. Il se compose
de 15 g/L d’agar, 10 g/L de tryptone, 5 g/L de Yeast Extract, et de 6% de sucrose
(Euromedex™) ajouté aprés autoclavage du milieu. Certains milieux sont supplémentés en
arabinose (entre 0,02 et 2 %, Sigma-Aldrich™) afin d’induire I’expression des génes étant sous
le controle du promoteur araC /Peap. L’ajout d’antibiotiques dans les milieux exerce une
pression de sélection : chloramphénicol (Ch) a 10 pg/mL et gentamycine (Gm) a 30 ou 15
ug/mL (Sigma-Aldrich™), Certains milieux sont supplémentés en Fer 111 a 50 nM, 500 nM, 5
uM, ou 50 uM qui est stockeé a long terme dans une solution d’acide chlorhydrique (HCI) 1M

et dilué avant utilisation dans du Tris-HCI a pH7 (Euromedex™).

2. Biologie moléculaire

2.1. Extraction d’ADN

2.1.1 ADN génomique

Les ADN génomiques sont extraits de 500 uL de pré-culture grace au protocole adapté aux
bactéries du kit « NucleoSpin® : Tissue » (Macherey and Nagel™). L’ ADN est élué dans 50 pL

d’eau déionisée chauffée a environ 60°C.
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Plasmide

Tableau 2 - Plasmides utilisés dans ce travail

Référence

PEXG2

Caractéristique(s)

Vecteur de clonage mobilisable (oriTincp-1), ColEL,

sacB+, GmR, suicide chez les souches Pseudomonas.

Rietch et al,
2005

pEXG2::PA_PBAD

Contient la cassette destinée a la substitution de la
région promotrice de pvdsS par le promoteur araC/Pgap

dans le chromosome de P. aeruginosa PAO1.

Ce travail

PEXG2::PP_Pgap

Contient la cassette destinée a la substitution de la
région promotrice de pvdsS par le promoteur araC/Pgap
dans le chromosome de P. putida KT2440.

Ce travail

PEXG2::PA_Pc

Contient la cassette destinée a la substitution de la
région promotrice de pvdsS par le promoteur Pc des
integrons de classe | dans le chromosome de P.
aeruginosa PAOL1.

Ce travail

PEXG2::PP_Pc

Contient la cassette destinée a la substitution de la
région promotrice de pvdS par le promoteur Pc des
integrons de classe | dans le chromosome de P. putida
KT2440.

Ce travail

pEXG2::M1_PvdD

Contient 1,4 kb de la région chromosomique entourant
la séquence codante du domaine d’adénylation du
module 1 de PvdD de P. putida KT2440.

Ce travail

PEXG2:M1_PvdD
_W800V

Plasmide pEXG2::M1_PvdD ayant la mutation
permettant la substitution W800V dans la séquence

primaire du domaine d’adénylation.

Ce travail

PEXG2::M1_PvdD
_WS800F

Plasmide pEXG2::M1_PvdD ayant la mutation
permettant la substitution W800F dans la séquence

primaire du domaine d’adénylation.

Ce travail

pEXG2::M1_PvdD
_W800V,I701A

Plasmide pEXG2::M1_PvdD_W800V ayant la
mutation permettant la substitution 1701A dans la

séquence primaire du domaine d’adénylation.

Ce travail

PRK2013

Plasmide conjugatif, origine de réplication RK2, Kan®

Knauf and
Nester, 1982
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Pour les PCR sur colonies bactériennes, une méthode rapide d’extraction génomique est
utilisée : la colonie est resuspendue dans 50 pL d’eau déionisée puis chauffée pendant 10 min
a 100°C. La haute température lyse les membranes bactériennes. Par la suite, une rapide
centrifugation a haute vitesse sépare les débris cellulaires bactériens de I’ADN génomique

présent dans le surnageant. Ce dernier est conservé a -20°C.

2.1.2 ADN plasmidique

Les extractions d’ADN plasmidiques se réalisent par lyse alcaline via le kit « NucleoSpin®

Plasmid Purification » (Macherey and Nagel™) et selon le protocole du fournisseur a partir de

2 mL de pre-culture. L’ ADN est élué par 50 ulL d’eau déionisee a 60°C, puis conservé a -20°C.

2.2. Extraction d’ARN

Une culture bactérienne de 8h réalisée dans les conditions souhaitées permet de collecter
2,5.108 cellules pour ’extraction. Les ARN totaux sont ensuite stabilisés via un traitement des
cellules par le kit « RNAprotect® » de Qiagen™, selon le protocole du fournisseur. Aprés
centrifugation a 5000 rpm pendant 10 min, le surnageant est jeté délicatement et les culots
cellulaires sont stockés a -20°C pendant au maximum 2 semaines. La paroi bactérienne est
ensuite dégradée par I’action de 15 mg/mL de lysozyme dans du tampon TE (10 mM Tris HCI
pH8, 1 mM EDTA pHS8), a température ambiante, pendant 10 minutes et sous agitation. Afin
de fragmenter I’ADN génomique, le lysat est traité par le kit QIAShredder de Qiagen™ selon
le protocole du fournisseur. La suite de 1’extraction se réalise en suivant le protocole du kit
RNeasy® Minispin de Qiagen™. Une fois les ARN élués par 87,5 pL d’eau RNase-free, ils sont
traités par 2,5 uL de DNase I (kit RNase-Free DNase Set de Qiagen™) et 10 puL de tampon
RDD fourni via une incubation de 15 min a température ambiante. Par la suite, une nouvelle
purification utilisant le kit RNeasy® Minispin de Qiagen™ est réalisée. Bri¢vement, un volume
de 350 uL de tampon RLT fourni est ajouté, puis le mélange est vortexé avant d’y introduire
250 uL d’éthanol 100%. Aprés homogénéisation par pipetage, les ARN traités sont deposes sur
une colonne RNeasy® Minispin qui est centrifugée 15s, 1 000 rpm. La colonne est ensuite lavée
avec 500 pL de tampon RPE fourni par une centrifugation identique, puis par 500 pL d’éthanol
pendant 2 min, 1 000 rpm afin d’éliminer les sels résiduels. La colonne est séchée par une
centrifugation de 5 min a vitesse maximale avec le capuchon ouvert. Les ARN sont une
nouvelle fois élués dans 30 uLL d’eau RNase-free. La mesure de la concentration s’effectue alors

au nano drop a 260 nm, et les ARN sont stockés a -80°C.
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Figure 11a - Programme PCR utilisé pour 1’enzyme Phusion®
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2.3. Amplification d’ADN par PCR

Les amplifications d’ADN sont effectuées selon le protocole des fournisseurs de
polymeérase. Elles sont réalisées dans un volume de 20 ou 50 pL, dans un thermocycleur T3000
de Biometra®. Les enzymes Dream Taq DNA Polymerase (Dream Taq) et Phusion® High
Fidelity DNA Polymerase (Phusion®) de Thermo Fisher Scientific™ sont utilisés selon les
besoins avec les programmes disponibles en Figures 11a et 11b. Pour un volume de 20 puL, le
mélange contient 0,2 mM de chaque désoxyribonucléotides, 1 uM de chagque amorces, 1,25
unités d’enzyme, du tampon 1X et de 5 a 100 ng d’ADN matrice. Du DMSO est ajouté a 3 %
lorsque I’ADN utilisé en matrice est issu d’un génome du genre Pseudomonas. L’enzyme
CloneAmp™ de Takara™ est utilisée pour 1’amplification de plasmides qui nécessite un
programme PCR similaire & celle de Phusion®, mais avec une processivité de 1kb / 15s. Elle
est présente dans un pré-mix auquel est ajouté de 5 a 100 ng d’ADN matrice et les amorces a 1
uM. Une réaction témoin sans ADN matrice est réalisée lors de chaque expérience. Les amorces
utilisées sont présentées dans les Annexes 1, 2 et 3. Les T°C d’hybridation sont criblées par
PCR Gradient (TAdvanced de Biometra®).

2.4. Digestions enzymatiques

Les digestions enzymatiques effectuées dans ce travail utilisent les enzymes de
restriction fournies par ThermoScientific™ EcoRI-FD, EcoRV-FD, Xhol-FD, Ndel-FD, et
Van91ll ajoutées a un ratio de 1 uL d’enzyme pour 20 uL. d’ADN, ainsi que les tampons
associes. La digestion dure 10 minutes a 37°C pour EcoRI-FD, EcoRV-FD, Xhol-FD, Ndel-
FD, 5 minutes a 37°C pour EcoRV-FD et 3h a 37°C pour Van91ll. De méme, I’enzyme Dpnl
(ThermoScientific™) permet de digérer I’ADN matrice méthylé aprés une amplification par
PCR. Elle s’utilise ¢galement a 37°C pendant 3h.

2.5. Electrophorése d’ADN

Les produits d’amplification PCR, de digestion et de clonage sont visualisés par
¢lectrophorese en gel d’agarose 1 % ou 1,5% préparé dans du tampon TAE (Tris 0,4 M, Acétate
0,2 M, EDTA 10 mM - Euromedex™) 1X. Le marqueur de poids moléculaire utilisé est le
GeneRuler DNA Ladder de ThermoScientific™. La migration s’effectue a 135V pendant 20
minutes environ dans du tampon TAE 1X. L’ajout de 5 pL de SyberSafe™
(ThermoScientific™) dans la préparation d’un gel d’agarose de 50 mL permet de révéler

I’ADN, aprés migration, sous exposition aux UV (365 nm) dans le E-box™ VX5 de Vilber™,
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2.6. Purification d’ADN

Les amplicons et produits de digestion sont purifiés grace au kit « NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-Up » de Macherey and Nagel™ selon le protocole « PCR Clean-Up ». Les
extractions sur gel d’agarose se déroulent selon le protocole « Gel extraction and purification ».

Les ADN sont ¢lués dans 50 pL. d’eau déionisée chauffée a 60°C environ.

2.7. Ségquencage

Afin de valider le succes des clonages et des mutagenéses (in vitro et in vivo), les ADN
cibles sont amplifiés par PCR, puis purifiés avant d’étre finalement envoyés a séquencer par
I’entreprise Eurofins™. Cette dernicre réalise un séquencage Sanger adapté aux ADN riches en
GC. Les amorces utilisées pour le séquengage sont envoyées a 10 uM. Une fois les données
récupérées, le logiciel SnapGene® Viewer est utilisé pour les visualiser les données et pour
estimer la qualité du séquencage. Les données de séquencage sont comparées a la séquence de
référence par 1’outil BLASTN de NCBI.

3. Transformation bactérienne

La premiere étape consiste a préparer des cellules chimio-compétentes. Les cellules sont
cultivées la nuit dans 5 mL de LB. Dans un erlenmeyer contenant 100 mL de LB, 1 mL de pré-
culture est ajouté, puis incubée a 37°C, sous agitation (220 rpm), jusqu’a ce que la biomasse
atteigne une DOsoonm de 0,5. La croissance est alors stoppée par immersion de I’erlenmeyer
dans un bain de glace pendant au moins 20 min. Une centrifugation de 5 000 rpm pendant 10
min permet de separer le culot cellulaire du surnageant de culture. Les culots bactériens sont
lavés deux fois par 50 mL d’une solution de CaCl> 1M a 4°C. Entre chaque étape de lavage,
une centrifugation de 10 min permet de culoter les cellules et de retirer le surnageant. Apres la
derniére centrifugation, les cellules sont remises en suspension dans 5 mL de CaCl, 1 M
supplémenté de glycérol 10% a 4°C. Elles sont alors aliquotées et stockées a -80°C. Pour la
transformation, le mélange ADN-cellules est homogénéisé delicatement. Il est ensuite incubé
dans de la glace pendant 30 min, puis a 42°C pendant 40s et a 4°C pendant 3 min. Les cellules
sont remises en suspension dans 250 uL de LB et placées pendant 1h & 37°C, 220 rpm. Elles

sont alors étalées sur bofite sélective.
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4. Conjugaison triparentale

Le transfert des plasmides au sein des souches Pseudomonas se déroule par conjugaison
triparentale. Le protocole pour P. putida KT2440 a été adapté de Wirth et al, 2019. La
conjugaison nécessite la souche Pseudomonas réceptrice, la souche E. coli Top10 possédant le
plasmide a transmettre, et la souche E. coli HB101 qui contient le plasmide conjugatif pPRK2013
amorcant la conjugaison. Les cellules sont d’abord mises en pré-cultures. P. aeruginosa PAO1
est incubée & 42°C afin de diminuer sa virulence. Dans un tube Eppendorf 2 mL, un mélange a
densité cellulaire équitable de chaque pré-cultures est réalisé dans 1,5 mL final. En parallele, 3
témoins sont réalises pour chaque souche ou les volumes correspondants aux autres souches
sont substitués par du milieu LB. Les tubes sont centrifugés 5 min a 6 000 rpm afin de séparer
le culot bactérien du surnageant de culture. Une seconde centrifugation 1 min & 6 000 rpm
permet d’éliminer le reste du surnageant. Le culot est resuspendu dans 50 uL. de LB, puis est
déposé sur boite LB seche. Aprés 1h a température ambiante, la boite est incubée entre 4 et 6h
a 37°C lorsque la souche réceptrice est P. aeruginosa PAOL, et a 30°C lorsqu’il s’agit de P.
putida KT2440. La culture est ensuite récupérée a 1’oese et dissociée dans 1 mL de LB. Une
fois les cellules resuspendues, 100 uL est étalé sur LB Gm 30 ug/mL, Ch 10 pg/mL. La boite
est alors incubée 48h a 37°C pour les conjugaisons incluant P. aeruginosa PAO1 ou 30°C pour
P. putida KT2440.

L’étape suivante consiste a enrichir les colonies ayant poussé sur boite sélective. Pour
cela, 6 colonies sont prélevées et dissociées dans 1 mL de LB dans un tube Falcon 12 mL a
fond rond. Apreés une incubation 4h a 37°C pour P. aeruginosa PAO1 ou 30°C pour P. putida
KT2440, 220 rpm, une centrifugation de 5 min a 6 000 rpm permet de culoter les cellules et
d’¢éliminer le surnageant de culture. Une nouvelle centrifugation de 1 min a 6 000 rpm soustrait
le reste du surnageant. Le culot est repris dans 50 pLL de LB et 15 pL sont étalées sur une boite
LB+6% sucrose pour contre-selectionner les bactéries n’ayant pas résolu le cointégrat. Afin de
vérifier que les bactéries ont perdu le plasmide leur conférant une résistance a la Gm, des
colonies sont isolées en paralléle sur LB et LB Gm 15 pg/mL. Les clones positifs sont ceux
poussant sur LB mais ne poussant pas sur LB Gm. Ces derniers sont analysés par PCR et

séquengage.
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5. Clonages pour la substitution du promoteur de pvdS

5.1. Design des amorces

Les amorces posseédent environ 20 pb d’homologie avec la séquence a amplifier et 15
pb a I’extrémité 5° d’homologie avec les futures séquences adjacentes dans le plasmide. Ces 15
pb possedent au sein des amorces PApvdS_am_F et PPpvdS_am_F le site de restriction
EcoRlI et ceux des amorces PApvdS_av_R et PPpvdS_av_R possedent le site de restriction
Xhol. L’introduction des 15 pb d’homologie en extrémité 5’ permet : (i) la fusion des cassettes
de substitution par PCR et un clonage dans pEXG2 par digestion/ligation, (ii) un clonage par
InFusion™ (Figure 12). Les amorces qui ciblent les séquences adjacentes au promoteur sont
codees de la facon suivante : « PA » correspond aux amorces pour la souche PAOL et « PP »
pour la souche KT2440 ; I’amorce cible la séquence en amont (am) ou en aval (av) du
promoteur ; F et R correspondent & Forward et Reverse ; lorsque 1’amorce est uniquement

destinée a I’introduction d’un promoteur, le nom de ce dernier est ajouté.

5.2. Clonage par digestion/ligation

Pour reconstituer la cassette de substitution a partir des 3 amplicons, une PCR de
fusion est réalisée avec la polymérase Phusion®. Les amplicons sont introduits de maniére
équimolaire dans une méme réaction d’amplification. Les séquences d’homologies (700 pb
environ) sont utilisées a 10 ng, le promoteur Peap @ 16 ng (1 200 pb environ), et le promoteur
Pc & 3,6 ng (280 pb environ) dans un volume de 50 uL. L’hybridation des 15 pb d’homologies
entre les amplicons lors de la réaction permet la fusion de la cassette. L’amplification de la
cassette de substitution se réalise grace a 1’ajout des amorces PApvdS_am_F / PApvdS_av_R
ou PPpvdS_am_F / PPpvdS_avR selon la souche dés le début de la PCR ou a la moitié du
programme (apres 15 cycles). La température d’hybridation permettant 1’hybridation des
amorces aux extrémités de la cassette et celles entre les amplicons est criblée par PCR Gradient
(entre 50°C et 70°C). L’obtention de la cassette est vérifiée par migration sur gel d’agarose 1%
des produits de la PCR fusion. La cassette est purifiée par extraction sur gel. Le clonage de la
cassette de substitution dans pEXG2 se réalise par leur digestion via les enzymes EcoRI et Xhol,
suivie d’une ligation par I’ADN ligase T4 (ThermoScientific™). La réaction de ligation se
déroule dans un volume de 10 puL avec 1 uL de DNA Ligase T4, 50 ng de pEXG2 digéré et 70
ng de la cassette de substitution digérée pour avoir un ratio molarité vecteur : insert de 1:3.
L’incubation se déroule pendant 1h a 22°C. 5 puL de la réaction de ligation est utilisé pour la

transformation de 50 uL de cellules compétentes E. coli Top10.
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5.3. Clonage par InFusion™

La seconde technique utilise le kit InFusion™ commercialisé par Takara™. Une
quantité¢ de 10 ng de pEXG2 est linéaris¢é par PCR avec I’enzyme CloneAmp™ (amorces
PEXG2_F et pEXG2_R). Le produit PCR est purifié par I’enzyme Dpnl qui digeére le plasmide
matrice. La réaction possede une exonucléase capable de dégrader de 5* en 3’ les 15 pb aux
extrémités de chaque amplicons et du vecteur linéarisé. Une fusion des fragments d’ADN
permet d’obtenir le plasmide, sans utilisation de ligase. Une quantité de 100 ng de plasmide est
ajouté. Le promoteur Pc est introduit a 40 ng et les séquences adjacentes & 80 ng. Le mélange
est incubé 15 min a 50°C. Un volume de 2,5 pL est utilisé pour transformer 50 pL de cellules

compétentes E. coli Top10.

6. Mutagénese de pvdD

6.1. Analyse in silico

Les mutations a introduire dans le domaine A du module I de PvdD (Uniprot : Q88F79)
pour incorporer la PgGly sont identifiées par une analyse in silico. Le serveur « antiSMASH »
est utilisé afin de définir les limites des domaines enzymatiques, vérifier le substrat, et concevoir
les amorces pour amplifier le domaine A. Un BLASTp des 330 premiers residus de la séquence
primaire, contenant le domaine A cible, est réalisée contre la banque de données Protein Data
Bank (PDB) qui répertorie les protéines a la structure tridimensionnelle élucidée. Le logiciel
PyMOL™ est utilisé pour visualiser les structures 3D du NRPS PA1221 issue de P. aeruginosa
PAOL1 (PBD : 4dg9) et DhbF de Geobacillus sp. Y4.1MC1. (PDB : 5u89) Les structures sont
disponibles avec les inhibiteurs de domaine A valine-vinylsulfonamide et glycine-
vinylsulfonamide respectivement, liés de facon covalente au site actif. Les alignements des

séquences primaires sont réalisés via I’algorithme MUSCLE sur le service web EMBL.

6.2. Mutagenése in vitro

Les mutagénéses dirigées sont réalisées grace au kit Q5® Site-Directed Mutagenesis de
NEB™ et selon le protocole du fournisseur. Les amorces sont congues selon leurs
recommandations (Mutl R, Mutl VF, Mutl FF, Mut2 R, Mut2_ AF; Annexe 2). Une
quantité de 500 ng de plasmide pEXG2::M1 _PvdD est utilisée en matrice. Le programme PCR
consiste en un premier cycle de 30s a 98°C, puis 30 cycles de 3 étapes : 10s a 98°C, 30sa 72°C
et 3min 30s a 72°C. Un dernier cycle a 72°C de 2min est réalisé. Le choix du codon s’est réalisé
selon les préférences de la souche KT2440. La mutagénése du codon W800 de PvdD retire un
site de restriction de I’enzyme Van91l et celle du codon 1701 retire celui d’EcoRV.
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Un volume de 5 pL du produit de mutagénese est utilisé pour une transformation de la
souche Topl0. Les plasmides extraits des clones transformants sont criblés par digestion

enzymatique, puis sequenceés.

7. Suivi de la production de pyoverdine au cours du temps

7.1. Par culture cellulaire au TECAN™

Le suivi de la production de pyoverdine s’est tout d’abord réalisé par culture cellulaire
au TECAN™ |nfinite M200. Dans une microplaque 96 puits (Greiner™), les pré-cultures
bactériennes sont ensemencées en milieu LB ou CAA, supplémenté ou non en arabinose et en
fer, dans un volume final de 200 pL et a DOsoonm initiale de 0,01. Le suivi de la croissance se
déroule par la mesure de I’absorption a 600nm toute les demi-heures. La production de
pyoverdine est estimée par la mesure de I’absorbance a 400nm, et par 25 mesures rapprochées
de I’intensité de fluorescence a 450nm apres excitation a 400nm, réalisées toutes les demi-
heures également. Des agitations de 10s a une amplitude de 4,5 mm se réalisent avant chaque

mesure.

7.2. Par culture cellulaire en Falcon™

Pour les cultures réalisées en Falcon, les précultures ont été centrifugées 10 min, 8 500
rpm puis lavées avec le milieu de culture souhaité afin de retirer toute trace de pyoverdine. Les
culots sont remis en suspension dans le méme milieu. Afin d’estimer les concentrations de
pyoverdine obtenues par les différentes souches testées, des tubes Falcon™ 50 mL sont
ensemencé a DOgoonm initiale de 0,01 dans un volume de 5 mL de milieu a partir de pré-cultures.
Les cultures sont incubées pendant 24h dans différentes conditions de températures (25, 30 ou
37°C) et avec différentes concentrations de fer ou d’arabinose. A intervalle de temps régulier,
des échantillons de 1 mL de culture sont récupérés. La DOsoonm €St mesuree, puis les tubes sont
centrifugés pendant 10 min a 8 500 rpm. Les surnageants sont ensuite utilisés pour une mesure
de la concentration en Pyoverdine au spectrophotométre & DOasoonm (Specord® 205). Des
dilutions des surnageants ont été réalisés avec le milieu de culture afin d’améliorer la précision
de mesure lorsque les valeurs obtenues sont trop importantes. Le coefficient d’extinction
molaire de la pyoverdine PVD1 est de 16 500 L/mol.cm a pH neutre. Sa masse molaire est de
1 335 g/mol.
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7.2. Par I'analyse de la transcription de pvdS

A partir des ARN totaux extraits, un dosage au Nanodrop™ a DOgzsonm €St réalisé afin
d’estimer leur concentration. Une quantité de 500 ng est utilisée pour une rétro-transcription
(kit High Capacity RNA-to-cDNA®) afin d’obtenir les ADN codants (ADNc). L’enzyme
nécessite un temps d’incubation d’une heure a 37°C, puis une inactivation de 5 min a 90°C.
Pour chaque expérience, un témoin sans rétrotranscription est realisé afin de vérifier la non-
contamination en ADN génomique. Une PCR permet de déterminer qualitativement
I’expression de pvdS. Les genes rpsL, codant pour une protéine ribosomique, et uvrD, codant
pour une hélicase d’ADN, sont utilisés comme gene de référence. Une qPCR permet d’estimer
la quantité de transcrits entre deux conditions. Dans une microplaque 96 puits, 40 ng d’ADNc
est mélangé dans chaque puits & un mix contenant 10 uL de SyberGreen™ (Power
SyberGreen™ PCR Master Mix — Applied Biosystems), 2 uL de chaque amorces (voir amorces
gPCR, Annexe 3) et 2 uL d’eau. L’amplification se réalise selon le programme disponible
Figure 13 et au sein du thermocycleur Step OnePlus d’Applied Biosystems™. La différence

d’expression a été calculée par la méthode des AACtHt.

8. Purification de la pyoverdine

Les souches de Pseudomonas sont mises en pré-culture en milieu LB 10 mL toute la nuit a
30°C. Pour les souches sauvages, ces précultures sont repiquées en CAA (voir « Matériel
biologique »). Un volume de 600 uL de pré-culture est introduit dans 20 mL de CAA ou de LB
en Erlenmeyer 100 mL. L’incubation se déroule 24h & 25°C. La culture est transvasée dans un
tube Falcon 50 mL puis centrifugée 30 min, 5000 rpm. Le surnageant est filtré a la seringue
par un filtre nitrocellulose 0,22 um, puis la DO4oonm €st mesurée. Le filtrat est acidifié a pH 6
par I’ajout d’HCI 6N. Un volume de 2 mL de résine XAD-4 Amberlite® (Sigma-Aldrich™) est
introduit dans un tube Falcon 50 mL. Le filtrat acidifie y est déposé et incube 1h sous agitation
rotative. Aprées decantation des billes de résine, le surnageant est éliminé. Une mesure de la
DOuoonm est réalisee. La résine est lavée 5 fois par 20 mL d’eau. L’élution se déroule pendant
1h sous agitation rotative avec I’ajout de 10 mL d’éthanol 50%, puis la DOagonm €St mesurée.
L’¢luat est isolé et stocké a -20°C, puis 20 mL d’éthanol 100% est ajouté sur la résine afin
d’éluer ce qu’il reste sur la résine. Cette derniére est régénérée par 20 mL d’éthanol 99% - HCI

1%, puis 5 lavages successifs par 20 mL d’eau.
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RESULTATS

1. Conception d’une souche chassis pour la surproduction de pyoverdine

1.1. Preuve de concept : Surproduction de PVD1 chez P. aeruginosa PAO1

Le premier objectif de mon stage est de démontrer que la surproduction de pvdS chez
PAOL1 peut entrainer une surproduction de pyoverdine. Pour cela, la stratégie adoptée consiste
a substituer la région promotrice de pvdS dans le chromosome de PAOL par un promoteur
inductible (araC/Psap) ou constitutif (Pc). Cette substitution nécessite de construire des
vecteurs plasmidiques suicides chez Pseudomonas qui possedent une cassette de substitution
composée des deux séquences de 700 pb adjacentes a la région promotrice séparées entre elles
par le promoteur souhaité (Figure 12). Les 700 pb d’homologie avec la séquence
chromosomique vont permettre, in vivo, d’induire un événement de crossing-over conduisant a
I’intégration du plasmide. La résolution du cointégrat chez certains clones est identifiée par la
contre-sélection de ceux possédant le plasmide et exprimant le gene sacB (Martinez-Garcia and
Lorenzo, 2017).

1.1.1. Construction des vecteurs

La conception des amorces pour I’amplification des séquences adjacentes et du

promoteur est la clé permettant le développement de deux stratégies de clonage.

1.1.1.1. Construction du plasmide pEXG2::PA_Pgap

A partir d’extractions d’ADN génomiques de P. aeruginosa PAOL, les séquences
nucléiques de 700 pb entourant la région promotrice du géne pvdS ont été amplifiées par
I’enzyme Phusion® avec les couples d’amorces PA pvdS amF/PA pvdS amR pour la région
en amont et PA_pvdS Peap_avF / PA_pvdS_avR pour la région aval, en utilisant une
température d’hybridation (Tm) de 58°C. En paralléle, le promoteur araC/Pgap a été amplifié
par PCR selon les mémes conditions avec les amorces PA_pBAD_F et PA_pBAD_R a partir
du plasmide pEXG2. Apres purification des produits PCR, une PCR de fusion a permis
d’assembler les amplicons par simple hybridation des extrémités et d’amplifier 1’assemblage
en utilisant les amorces PA_pvdS_amF et PA_pvdS_avR. Une premiere PCR gradient a permis
de déterminer la Tm optimale : entre 52 et 54°C. La fusion a ensuite été maximisée par 1’ajout
des amorces apres 15 cycles de PCR sur les 30 réalisés (voir Figure 14, colonne 1). Sur les 15
premiers cycle, la Tm est de 50°C, puis elle passe a 54°C. La cassette de substitution a alors été

purifiée par extraction sur gel d’agarose (Carte disponible Annexe 4).
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Figure 14 - Migration sur gel d’agarose 1% des amplifications par PCR de fusion pour
I’assemblage des cassettes de substitutions avec ajout des amorces apres 15 cycles ; Les deux
amplicons encadrés en rouge ont une taille correspondant aux cassettes permettant la
substitution du promoteur natif par araC/Peap chez la souche PAO1L (1) et KT2440 (2), soit
2,7 kb. Les amorces utilisées sont respectivement: PA pvdS amF / PA pvdS avR et
PP_pvdS_amF / PP_pvdS_avR. Marqueur de taille = MT.

Taille: Taille :
3 kb — - o
1 kb — - —3 kb
0,5 kb —== i
—=05kb

Figure 15 - Migration sur gel d'agarose 1% de I'amplification par PCR de la séquence
promotrice de pvdS chez la souche PAOL sauvage (1), PA_Pgap (2), KT2440 sauvage (B) et
PP_ Peap (A). Amorces utilisées pour (1) et (2) : PApvdS_am_F et PApvdS_av_R ; pour (A)
et (B) : PPpvdS_am_F et PPpvdS_av_R. Taille attendue (1) et (B) : 1,6 kb ; (2) et (A) : 2,7 kb.
B : blanc de PCR. Marqueur de taille = MT.
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Le plasmide et la cassette ont été digérés par les enzymes EcoRI et Xhol puis lies
covalemment par I’ADN ligase du phage T4. Le produit de ligation a été introduit par
transformation de la souche Top10. Les transformants sélectionnés sur LB Gm ont été criblés

par digestion de leur plasmide par EcoRlI et Xhol et validés par séquencage.

1.1.1.2. Construction du plasmide pEXG2::PA Pc

Le promoteur Pc a été amplifié a partir du plasmide pEXG2 par 1’enzyme Phusion®
avec les amorces PA_Pc_R et PA _Pc_F en utilisant une Tm de 50°C. Les séquences adjacentes
au promoteur de pvdS ont été amplifiées avec les couples d’amorces correspondants
(PA_pvdS_amF / PA_pvdS_Pc_amR et PA_pvdS Pc_avF et PA_pvdS_avR) avec la méme
polymérase et a une Tm de 54°C. Par PCR de fusion, il a été possible d’obtenir la cassette de
substitution permettant 1’introduction du promoteur Pc dans le chromosome de la souche PAOL.
Cependant, il n’a pas été possible d’obtenir des transformants apres digestion et ligation au
vecteur pEXG2. Des clonages InFusion™ ont été réalisés mais aucun transformants n’ont été

obtenus (Carte disponible Annexe 5).

1.1.2. Substitution du promoteur natif de pvdS par le promoteur araC/Pgap

Le plasmide pEXG2::PA_Pgap a €té inséré au sein de la souche PAOL par conjugaison
triparentale. Les clones ayant intégré le plasmide ont été sélectionnés sur boite LBGmzoChig.
Apres sélection sur sucrose, puis isolements sur LB et LB Gm, les clones ne poussant que sur
LB ont été criblés par PCR par amplification de la région contenant le promoteur de pvdS. Les
amorces PA_verif_F et PA_verif_R ont été utilisées avec I’enzyme DreamTaq et a une Tm de
58°C. En effet, I’amplicon attendu en cas de substitution est de 2,7 kb, contre 1,6 pour la souche
avec le promoteur sauvage (voir Figure 15, ligne 1 et 2). Apres Vérification au séquencage, le
clone correspond a ligne 2 contient bien le promoteur Peap a la place du promoteur natif, il est

appelé « PA_Pgap ».
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Figure 16 - Représentation graphique de I'évolution du ratio A400/A600 (production de
pyoverdine sur la croissance) en fonction du logarithme de la concentration en Fer ajouté

dans le milieu de culture aprés 10h. PAO1 mutée : PA_Pgap.
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Figure 17 - Représentation graphique de I'évolution du ratio A400/A600 (production de
pyoverdine sur la croissance) en fonction du pourcentage d'arabinose ajouté dans le milieu
de culture aprés 10h. PAO1 mutée : PA_Pgap.
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1.1.3. Etude de la production de pyoverdine par la souche « PA_Pgap »

1.1.3.1. Etude de la production de pyoverdine sous différents parametres

La production de pyoverdine par la souche PA_Pgap a été évaluée par rapport a la
souche sauvage PAO1 en milieu CAA au TECAN™ Infinite M200 pendant 24h & 25°C. Des
gammes de concentrations en Fer et en arabinose ont été testées afin d’évaluer la dépendance
de la production de la pyoverdine par rapport au métal et par rapport a 1’arabinose. La croissance
(DOsoonm) et la production de pyoverdine (DOasoonm €t fluorescence) sont mesurées toutes les
demi-heures selon le protocole disponible dans le Matériel et Méthode. L’évolution du ratio de
la DOagonm sur la DOsoonm (A400/A600, production de pyoverdine normalisée a la croissance)
dans le temps en fonction de la concentration en Fer 11l ou du pourcentage d’arabinose ajouté
dans le milieu est présenté en Annexes 6 et 7. On remarque que la production de pyoverdine est
maximale & 10h de culture. De ce fait, le ratio A400/A600 en fonction de la concentration en
fer ou du pourcentage d’arabinose a été comparée apres 10h de culture. Concernant la souche
PAOL1 sauvage, on observe que plus la concentration en fer dans le milieu est forte, plus la
production de pyoverdine diminue (le ratio A400/A600 baisse jusqu’a atteindre un plateau entre
1,7 et 1,8). Au contraire pour la souche PA_Pgap, la production de pyoverdine est faible et
indépendante de la concentration en fer dans le milieu (le ratio reste inférieur ou égal a 1,8 —
Figure 16). Lorsque 1’on supplémente le milieu en arabinose, cela ne semble pas avoir
d’incidence sur la production de pyoverdine pour la souche sauvage. En revanche, pour la
souche PA_Pgap, ’augmentation de la production de pyoverdine est dépendante de la
concentration en inducteur arabinose dans le milieu (le ratio A400/A600 atteignant 3,5 lorsque
le milieu est supplémenté a 0,5% - Figure 17).

1.1.3.2. Analyse de I'expression différentielle de pvdS

Afin de démontrer que le phénotype observé chez la souche PA Pgap est di a la
substitution du promoteur de pvdS par le promoteur araC/Pgap, une analyse de la transcription
de pvdS en milieu CAA supplémenté ou non en arabinose a été effectuée. Pour cela, des cultures
en Falcon 5 mL de la souche PA_Pgap et de la souche sauvage ont été réalisées dans les
conditions souhaitées, les ARN totaux ont été extraits apres 8h de culture et les cDNA
synthétisés. Une qPCR a ensuite été réalisée en ciblant les genes pvdS et uvrD. Cela a permis
de démontrer pour la souche PA pBAD que I’ajout de 0,5% d’arabinose en CAA permet
d’augmenter le nombre de transcrit pvdS entre 35 et 85 fois par rapport a la condition sans

induction.
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Figure 18 — Densité Optique obtenue a 400nm (densité cellulaire) et 600nm (production de
pyoverdine) apres 24h de culture en Falcon 5 mL en milieu LB ou LB+0.5% d’arabinose pour

la souche PA_Pgap, et en milieu CAA pour la souche PAO1 sauvage.
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1.1.3.3. Comparaison des quantités maximales de pyoverdine produites par la souche PA_Pgap
et la souche sauvage

Les précédents résultats ayant montré pour la souche PA_Pgap une indépendance de la
production de pyoverdine par rapport au fer, la production en milieu riche a été évaluée. Il a
également eté testé différentes températures de production (30 et 37°C). Apres 24h de culture,
la biomasse évaluée par la DOegoo était 9 fois plus importante en milieu LB pour la souche
PA_Pgap que celle de PAO1 sauvage en milieu CAA. Elle est 6 fois plus importante avec 1’ajout
de 0,5% d’arabinose dans le milieu (Figure 18, barres bleues). Aprés centrifugation des cultures
et récupération du surnageant, la production de pyoverdine a également été évaluée par la
DOao0. D’apreés les résultats obtenus, cette derniére est meilleure a 30°C qu’a 37°C, que ce soit
avec la souche sauvage ou la souche mutée (Figure 18, barres oranges). Sans induction par
I’arabinose, la souche mutée produit une faible quantité de pyoverdine (environ 3 fois moins
importante que la souche sauvage). Lorsque 1’on ajoute de 1’arabinose a 0,5% dans le milieu de

culture, la production devient 10 fois plus importante que la souche sauvage a 30°C.

La concentration massique de pyoverdine produite par la souche PA_Pgap en LB
arabinose et celle de la souche sauvage en milieu carencé en fer ont été calculées. La
concentration massique obtenue avec la souche « PA_Pgap » est de 2,01 (+/- 0,09) g/L a 30°C.
En comparaison, la souche PAO1 sauvage en milieu CAA permet d’obtenir a 30°C 0,20 (+/-
0,04) g/L de pyoverdine. La production maximale de pyoverdine obtenue avec la souche

PA_Pgap est donc 10 fois plus importante que celle obtenue avec la souche sauvage.

1.2. Conception d’une souche chassis chez P. putida KT2440

1.2.1. Construction des plasmides pEXG2::PP_Pgap et pEXG2::PP_Pc

Le second objectif de mon stage était de développer une souche chassis chez la souche
KT2440 par la méme stratégie expérimentale. Pour cela, deux autres clonages ont été
entrepris pour permettre la substitution du promoteur natif de pvdS par le promoteur inductible
araC/Peap (plasmide pEXG2::PP_Pgap ), ou par le promoteur constitutif de cassette des

intégrons de classe | Pc (plasmide pEXG2::PP_Pc).
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Figure 19 - Migration sur gel d'agarose 1% des PCR de fusion de la cassette permettant la
substitution du promoteur natif de pvdS par le promoteur Pc chez la souche KT2440 avec
différentes températures d'hybridation : 1 =50°C, 2 = 56°C, 3 =61°C, 4 = 65°C. En rouge est
entouré la bande correspondant a la cassette a la taille attendue (2,6 kb). Marqueur de taille =

MT.
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Figure 20 - Représentation graphique de I'évolution du ratio A400/A600 (production de
pyoverdine sur la croissance) en fonction de la concentration en Fer ajouté dans le milieu.
KT2440 mutée : PP_Pgap.
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1.2.1.1. Construction du plasmide pEXG2::PP_Pgap

A partir d’extractions d’ADN génomiques de P. putida KT2440, les séquences
nucléiques de 700 pb entourant le promoteur du gene pvdS ont été amplifiées par I’enzyme
Phusion® avec les couples d’amorces PP_pvdS _amF/ PP_pvdS Psap_amR pour la séquence
en amont et PP_pvdS_Psap_avF / PP_pvdS_avR pour la séquence en aval, et avec une Tm de
54°C. La séquence en amont du promoteur a nécessité une PCR de niche, c’est-a-dire une
réamplification selon les mémes conditions d’un amplicon obtenu. La fusion de la cassette de
substitution a également été réalisee par PCR avec les amorces PP_pvdS amF et
PP_pvdS_avR. Le programme utilisé est identique a la construction « PA_Pgap » et les résultats
sont disponibles Figure 14, colonne 2. Le plasmide et la cassette ont ensuite été digérés par les
enzymes EcoRI et Xhol puis liées covalemment par ’action de I’ADN ligase du phage T4. Le
produit de ligation a été inséré au sein de souches Top10 par transformation et les transformants
ayant poussés sur boite sélective ont été criblées par digestion de leurs plasmides par EcoRlI et

Xhol puis vérifies par séquencage.

1.2.1.2. Construction du plasmide pEXG2::PP_Pc

Le promoteur Pc a été amplifié par I’enzyme High Fidelity Phusion® DNA Polymerase
avec lesamorces PP_Pc_R et PP_Pc F aune température d’hybridation de 50°C. Les séquences
adjacentes au promoteur de pvdS ont été amplifiées avec les couples d’amorces PP_pvdS_amF/
PP_pvdS_Pc_amR pour la séquence en amont et PA pvdS Pc_avF/PA pvdS avR pour la
séquence en aval avec la méme polymérase et a une température d’hybridation de 54°C. Les
PCR de fusion ont été réalisée a une température d’hybridation optimale de 65°C (Figure 19,
colonne 4). Toutefois, aucun transformant n’a été obtenu aprés digestion / ligation dans pEXG2
et transformation. De ce fait, un clonage InFusion™ a été réalisé. Le produit de clonage a été
inséré chez la souche Top10 par transformation. Les transformants ont été criblés sur boite LB
Gmys, puis leurs plasmides ont été digerés par les enzymes EcoRI et Xhol. Ceux présentant

I’insert ont été vérifiés au s€quencage.
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Figure 21 - Représentation graphique de I'évolution du ratio A400/A600 (production
de pyoverdine sur la croissance) en fonction du pourcentage d’arabinose ajouté dans
le milieu. KT2440 mutée : P. putida KT2440 dont le promoteur natif de pvdS a été
substitué par le promoteur araC/Pgap.
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Figure 22 - Evaluation qualitative par PCR de I'expression de pvdS chez la souche KT2440
sauvage (1, 2, 3, 4) ou PP_Pgad (5, 6, 7, 8). Haut : Amplification des ADNc correspondant a
I'expression de rpsL. Bas = Ceux liés a I'expression de pvdS. Les souches ont été cultivées en
milieu CAA (1, 5), CAA + 2% d’arabinose (2, 6), LB (3, 7), LB + 2% d’arabinose (4, 8) Des
témoins sans rétrotranscription ont été réalisés et notés (a). Ceux ayant subi une rétrotranscription
sont notés (b). B = blanc de PCR. Amorces utilisées pour pvdS : pvdS_R et pvdS_F ; et pour
rpsL : rpsL_R et rpsL_F. Marqueur de taille = MT.
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1.2.2. Substitution du promoteur natif de pvdS par les promoteur araC/Pgap et Pc

Le plasmide pEXG2::PP_Pgap a été inséré au sein de la souche KT2440 par conjugaison
triparentale. Le criblage des conjuguants s’est déroulé¢ de la méme facon qu’avec la souche
PAOL. Lors du criblage sur LB et LB Gmays, un criblage par PCR sur colonie avec les amorces
PP_verif_F et PP_verif R a permis de mettre en évidence les clones ayant substitué le
promoteur natif de pvdS par le promoteur araC/Pgap, avec une Tm de 58°C (voir Figure 15,
colonnes A et B). L’amplicon attendu en cas de substitution est de 2,7 kb, contre 1,6 pour la
souche avec le promoteur sauvage. Les amplicons des mutants ont été vérifiés au séquencage.

Concernant le plasmide pEXG2::PP_Pc, aucun conjuguant n’a jusqu’alors été obtenu.

1.2.3. Etude phénotypique de la souche « PP_Pgap »

1.2.3.1. Etude de la production de pyoverdine sous différents parametres

La production de pyoverdine par la souche PP_Pgap a été évaluée par rapport a la souche
sauvage en milieu CAA au TECAN™ |[nfinite M200 pendant 24h a 25°C. Comme pour la
souche PA_Pgap, des gammes de concentrations en Fer et en arabinose ont été testées. La
croissance (DOsoonm) €t la production de pyoverdine (DOasoonm et fluorescence) sont mesurées
toutes les demi-heures selon le protocole disponible dans le Matériel et Méthode. L’évolution
du ratio de la DOagonm sur la DOgoonm (A400/A600, production de pyoverdine normalisée a la
croissance) dans le temps en fonction de la concentration en Fer Il ou du pourcentage
d’arabinose ajouté dans le milieu est présenté en Annexes 8 et 9. Comme observe chez la souche
PAOI, I’expression est maximale a 10h de culture. De ce fait, le ratio A400/A600 en fonction
de la concentration en fer ou du pourcentage d’arabinose a été comparée a 10h de culture.
Comme attendu, on remarque que la souche KT2440 sauvage produit davantage de pyoverdine
lorsque le milieu est carencé en fer atteignant un ratio A400/A600 de 1,3 au maximum. L’ajout
de fer induit progressivement une baisse de la production de pyoverdine (le ratio A400/A600
tend vers un plateau a 1,05). Au contraire, la production de pyoverdine par la souche PP_Pgap
est indépendante de la concentration en fer dans le milieu de culture (elle fournit un ratio stable
de 0,9 — Figure 20). L’ajout d’arabinose dans le milieu de culture semble induire une
augmentation du ratio A400/A600, que ce soit avec la souche sauvage ou mutée (Figure 21).
Concernant la souche sauvage, le ratio passe de 3 a 6 avec I’ajout de 0,5% d’arabinose et de 1

a 3 pour la souche PP_Pgap.
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Figure 23 - Evolution de la production de pyoverdine (Ratio Fluorescence a 450 nm / DO a
600 nm) par rapport au milieu de culture chez la souche PP_Pgap (CAA ou LB supplémenté

ou non en Arabinose 2%).
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Figure 24 - Evolution de la production de pyoverdine (Ratio Fluorescence & 450 nm / DO a
600 nm) par rapport au milieu de culture chez la souche KT2440 sauvage (CAA ou LB

supplémenté ou non en Arabinose 2%).
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La production de pyoverdine a également été évaluée de la méme maniere en milieu
riche LB supplémenté ou non en inducteur arabinose (Figures 23 et 24 — le ratio utilisé est celui
de la fluorescence sur la densité cellulaire a cause d’un probléme de mesure de la DOago). Pour
augmenter 1’expression de pvdS, 2% d’arabinose sont ajoutés au milieu. Comme attendu, la
souche KT2440 sauvage produit de la pyoverdine en milieu CAA supplémenté ou non en
arabinose et n’en produit pas en milieu riche en fer (LB ou LB + 2% d’arabinose). Cette
production atteint un plateau apres 8h de culture. Concernant la souche PP_Pgap, les résultats
montrent qu’elle produit de la pyoverdine en milieu CAA + 2% d’arabinose et qu’elle n’en
produit pas en milieu CAA. Néanmoins, cette production semble également étre stoppée apres
8h de culture. De méme, elle ne produit pas de pyoverdine en milieu LB qu’il soit supplémenté
ou non en inducteur arabinose. En comparaison, la souche sauvage produit au maximum jusqu’a

10 fois plus de pyoverdine que PP_Pgap.

1.2.3.2. Analyse de la transcription de pvdS

Une analyse qualitative de I’expression de pvdS en milieux LB ou CAA supplémentés
en arabinose a été effectuée. Pour cela, les ARN totaux ont été extraits de cultures en Falcon 5
mL de la souche PP_Pgap aprés 24h d’incubation. Une rétro-transcription a été effectuée, puis
les ADNCc ont été synthétisés. Une PCR a été réalisée pour amplifier les transcrits issus des
genes pvdS et rpsL. Les résultats sont disponibles Figure 22. Concernant la souche sauvage, on
observe une production maximale en milieu CAA (panel du bas a gauche, colonnes 1b et 2b).
Néanmoins, elle semble tout de méme exprimer le géne pvdS en milieu LB (panel du bas a
gauche, colonnes 3b et 4b). La souche mutée, elle, ne semble pas avoir de transcrits de pvdS
apres 24h de culture puisqu’aucune bande n’apparait sur le gel, quel que soit la condition testée
(panel du bas a droite), et que le géne de ménage testé fourni des résultats équivalents a ceux

du sauvage (panels du haut).

2. Modification de la spécificité de PVDD pour son substrat

En paralléle de la conception de souches chassis pour la production de pyoverdine, une
étude de la permissivité du domaine d’adénylation du module 1 de ’enzyme PvdD a été
entreprise. Cette enzyme provient de la voie de biosynthese de P. putida KT2440, et le module
1 permet I’incorporation de 1’acide aminé glycine. La stratégie consiste a modifier le site actif
du domaine d’adénylation afin de moduler la spécificité de substrat pour qu’il puisse accepter

I’acide aminé PgGly au lieu de la glycine (Figure 10).
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Figure 25 - Visualisation de la poche de reconnaissance du substrat dans le domaine
d'adenylation de DhbF. DhbF est coloré en vert. En jaune est identifi¢ 1’inhibiteur glycine-
adénosine-vinylsulfonamide. G = Glycine ; structure obtenue par diffraction aux rayons X
(Tarry et al, 2017). En rouge sont indiqués les résidus W et | situés & moins de 5A du carbone

Ca de la Glycine. W = Tryptophane ; I = Isoleucine

Figure 26 - Visualisation site actif du domaine d'adénylation de PA1221. PA1221 est coloré en
bleu ; structure obtenue par diffraction aux rayons X (Mitchell et al, 2012). En jaune est
identifié I’inhibiteur valine-adénosine-vinylsulfonamide. VV = Valine. En rouge sont indiqués
les résidus F et A situés & moins de 5A des carbones de la chaine latérale de la Valine. F =

Phénylalanine ; A = Alanine.
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Les mutations se font in vivo et la structure finale de la pyoverdine obtenue avec les

souches mutées sera comparée a celle de la souche sauvage.

2.1. Développement de la stratégie par analyse bio-informatique

Le domaine A du module 1 de PvdD (M1 dA PvdD) n’a pas de structure
tridimensionnelle connue. Or, ces domaines présentent une grande similarité structurale entre
eux (Stachelhaus et al, 1999). Nous avons donc décidé d’explorer le site actif de domaines A
dont la structure a été résolue et dont la séquence peptidique est proche de M1_dA_PvdD. Un
alignement des 330 acides amiéns correspondant au domaine A (domaine délimité grace au
prédiction antiSMASH) a été réalisé par BLASTp contre la banque de données PDB. Il montre
que la NRPS DhbF de Geobacillus sp. Y4.1MC1 présente la plus forte homologie avec
M1 dA_PvdD (42% d’homologie entre les séquences primaires — Numéro PDB : 5u89, Tarry
et al, 2017). Comme M1_dA_PvdD, DhbF prend également en charge la glycine. La NRPS
PA1221 produit par P. aeruginosa PAO1 est un bidomaine A-T dont la structure a été élucidée
(Numéro PDB : 4dg9, Mitchell et al, 2012). Elle présente 32% d’homologic avec
M1 dA_PvdD et reconnait I’acide aminé valine. La valine étant un acide aminé possédant une
chaine latérale hydrophobe, la comparaison de ces deux structures permet de comprendre

I’agencement du site actif en fonction de I’encombrement du substrat.

Cette comparaison s’est réalisée dans le logiciel PyMOLT™, Les résidus situés a 5A de
la chaine latérale du substrat ont été mis en évidence. Ceux qui différent entre les deux structures
ont de grandes chances d’avoir un impact dans le volume de la poche de reconnaissance (voir
Figures 25 et 26). Cette stratégie a permis d’identifier 2 résidus qui différent entre DhbF et
PA1221. Dans la séquence de DhbF, ce sont les résidus W et I. Dans PA1221, ce sont les résidus
F et A, qui ont des chaines latérales hydrophobes induisant un encombrement stérique plus
faible que W et 1. Cela s’explique par le fait que PA1221 incorpore un acide aminé dont la
chaine latérale est plus grande. Cela fournit donc un repére pour les substitutions a réaliser dans
PvdD afin d’incorporer la PgGly ayant une chaine latérale hydrophobe plus grande que la
glycine.

Par alignement des séquences peptidiques de DhbF, PA1221 et de M1 _dA PvdD, les
résidus identifiés & moins de 5A de la chaine latérale du substrat ont été retrouvés dans PvdD.
Cela laisse presager que leurs sites actifs ont une configuration similaire. PvdD posséde
également dans sa séquence les résidus W et I, retrouvés dans DhbF, aux positions respectives
800 et 701 (Alignement disponible Annexe 10).
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Figure 27 - Veérification de l'introduction de la mutation "W800V" dans le génome de la souche
KT2440. Trois conjuguants ont été testés par PCR sur colonie ciblant la séquence génomique
codant pour le module 1 de PvdD, puis digestion par I'enzyme Van91l. Le clone (1) ne posséde
pas la mutation puisque I’amplicon est digéré (taille : 900 et 400 pb). Les deux autres clones

n’ont pas été digérés (taille : 1,3 kb). Ils ont été vérifiés au séquencage.

Figure 28 - Vérification de l'introduction de la mutation "1701A" par digestion de I'enzyme
EcoRYV sur le vecteur plasmidique pEXG2::M1_PvdD_W800V a partir de deux clones Top10
(Let2;3et4). Légende : 1, 2 et 3 = plasmide non digeéré (taille = 6,5 kb), 4 = plasmide digeré
(tailles = 3,4 et 3 kb). Le clone ayant fourni le plasmide correspondant aux lignes 1 et 2 possede

I’insert.
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L’idée est donc de cibler les résidus W800 et 1701 dans la séquence de PvdD et de les
substituer respectivement par A et F afin d’agrandir la poche de reconnaissance du substrat. I
a été imaginé qu’une substitution du résidu W800 par un résidu V permettrait d’augmenter
davantage le volume de cette derniére. L’objectif fixé par cette approche est donc d’obtenir les
mutants de PvdD W800F, W800V, ainsi que le double mutant W800V/1701A.

2.2. Introduction des mutations dans le chromosome

Pour introduire les mutations dans le génome, un plasmide a d’abord été construit et
contient la séquence chromosomique qui entoure la mutation ciblée. L’intégration du plasmide
dans la souche permettra I’apparition de deux événements de crossing-over et donc
I’introduction de la mutation. Grace a un travail réalisé par deux stagiaires de Master 1 Biologie
synthétique, la séquence nucléique correspondant au domaine d’adénylation du module 1 de
PvdD a été amplifiée par PCR, puis introduite par InFusion™ au sein du vecteur pEXG2,
formant le plasmide pEXG2::M1_PvdD. Par la suite, j’ai introduit deux mutations au sein du
domaine : « W800F » et « W800V », et la mutation « I701A » sur le plasmide contenant
« W800V ». La substitution du résidu W induit le retrait d’un site de restriction de Van91l. De
méme, celle du résidu I induit le retrait d’un site de restriction ECORV-FD. La vérification de

la présence de la mutation est donc facilement réalisable par digestion facilitant ainsi le criblage.

Par conjugaison triparentale, les plasmides ont été transféré a la souche KT2440 ce qui
a permis d’obtenir les souches PP_PvdD_W800V et PP_PvdD_W800F (Figure 27). Le double
mutant PP_PvdD_W800V,1701A est en cours de criblage (Figure 28). Des cultures en milieu
CAA pendant 24h a 30°C ont permis de produire de la pyoverdine a partir de ces deux simples
mutants et de la souche sauvage. Les pyoverdines obtenues ont été purifiées en batch avec la
résine XAD-5 comme présenté dans le matériel et méthode pour étre ensuite envoyées en
analyse par spectrométre de masse. L’objectif est de voir si les mutations entrainent une

modification de la structure de la pyoverdine.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Dans 1’équipe « Métaux et microorganismes : biologie, chimie et applications », un
grand nombre de projets de recherches porte sur la pyoverdine, comme la production de
pyoverdine conjuguée a des antibiotiques. Néanmoins, ces applications sont aujourd’hui
limitées par (i) une difficulté a produire de la pyoverdine en quantité importante et (ii) une
impossibilité de conjuguer régiosélectivement ce sidérophore a d’autres molécules. Afin de
faciliter leur développement, mon stage possede deux objectifs qui répondent a ces deux
problemes : (i) concevoir une souche chassis surproduisant la pyoverdine, et (ii) fonctionnaliser

la pyoverdine afin de permettre une conjugaison régioselective.

1. Concevoir une souche chéssis

Le premier objectif de mon stage est de concevoir une souche chassis permettant la
surproduction de la pyoverdine. Pour rappel, cette production est dépendante de la
concentration en fer dans le milieu chez les souches Pseudomonas sauvages. Cette régulation
est possible grace a ’action du répresseur « Fur » dans la région promotrice de pvdS, le géne
codant I’activateur transcriptionnel de la voie de biosynthese. La stratégie adoptée consiste a
substituer la séquence promotrice de pvdS par le promoteur inductible a 1’arabinose araC/Pgap
ou par le promoteur constitutif Pc. Premiérement, la preuve de concept a été réalisée au sein de
la souche P. aeruginosa PAOL. Il s’agit de la souche modéle du laboratoire : des outils de
biologie moléculaire sont utilisés en routine et la régulation de la pyoverdine y est
particulierement étudiée. Concernant la substitution du promoteur natif de pvdS par le
promoteur Pc, il n’a pas été possible d’obtenir la construction envisagée. Plusieurs hypothéses
peuvent permettre d’expliquer ce résultat. L’étape limitante a été le transfert du produit de
clonage au sein de la souche Top10 par transformation. La plus probable est donc que le produit
de clonage n’a pas été obtenu, par exemple a cause de structures secondaires se formant dans
les fragments d’ADN utilisés. L’expression constitutive de pvdS peut également étre toxique
pour E. coli. Néanmoins, nous avons pu obtenir la souche PA_Pgap qui permet I’expression de
pvdS sous contréle du promoteur Peap. PA_Peap s’est avérée étre capable de produire de la
pyoverdine de facon indépendante de la concentration en fer et dépendante de la concentration
en arabinose dans le milieu. Grace a cela, une production de la pyoverdine par la souche en
milieu riche a pu étre réalisée, ce qui permet d’atteindre des niveaux de production de 2 mg/ml,
ce qui est 10 fois plus que la souche sauvage en milieu minimum. Cette production en milieu

riche n’avait jamais été décrite auparavant dans la littérature.
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Ces expériences ont donc démontre la possibilité de concevoir une souche Pseudomonas
surproductrice de la pyoverdine. L’obtention de la souche PA Pgap amene des perspectives
nouvelles : Elle est a ce jour testée dans des stratégies de désamiantage dans 1’équipe ou des
quantités importantes de pyoverdines sont nécessaires. Toutefois, la surproduction de pvdS dans
cette souche induit probablement une surexpression des autres génes de virulence, I’utilisation
de cette souche pour des fins biotechnologiques nécessite donc leur délétion afin de diminuer

sa pathogénicité. L entreprise Smaltis située a Besangon (25) travaille déja sur cette thématique.

Pour suivre, nous avons cherchés a construire une souche P. putida KT2440
surproduisant la pyoverdine. Cette souche environnementale présente en effet un intérét majeur
en biotechnologie ou elle est beaucoup utilisée (Nikel and Lorenzo, 2018). La souche PP_Pgap
semble avoir perdu la dépendance de la production de la pyoverdine par rapport a la
concentration en fer. Cependant, il est difficile de conclure sur sa capacité a produire de la
pyoverdine en présence de I’inducteur arabinose. En effet, une faible induction semble avoir
¢té identifiée en milieu CAA lorsque 1’on ajoute au milieu une grande quantité d’arabinose (2%
contre 0,5% utilisé avec PA_Pgap ; Figure 23). De plus, la production de pyoverdine n’est pas
observée en milieu riche supplémenté de la méme fagon en inducteur. Une induction par
I’arabinose a été observée chez la souche sauvage apres 10h de culture en milieu CAA (Figure
21). Toutefois, lors de I’étude de la production de pyoverdine en milieux LB et CAA avec 2%
d’arabinose, cette induction n’est pas apparue. Le facteur qui change entre ces deux expériences
est la mesure utilisée pour estimer la production de pyoverding, le premier utilisant la densité
optique a 400 nm et le second la mesure de la fluorescence caractéristique de la pyoverdine. I

est donc possible que I’augmentation observée dans la premiére expérience soit un artéfact.

Afin de vérifier si I’induction observée en milieu CAA + 2% d’arabinose par PP_Pgap
est due a une expression induite de pvdS, une analyse qualitative des transcrits aprés 24h de
culture a été réalisée, mais cette derniére n’a pas permis détecter de transcrits pvdS. Plusieurs
hypothéses peuvent permettre d’interpréter ce résultat. L’analyse de 1’évolution de la
production de la pyoverdine par rapport au temps en milieu CAA + 2% d’arabinose, montre
une interruption aprés 8h de culture. Il est donc possible que 1’induction observée résulte de
I’expression de pvdS, mais que cette derniére est stoppée aprés 8h par un facteur inconnu.
Comme la PCR sur les ADNc a été réalisée a partir d’extraction a 24h de culture, cela peut
expliquer I’absence de transcrits observés. Ce probléme de production peut étre expliqué par :

(i) un probleme lié au promoteur, (ii) un probléme lié a une régulation par un facteur inconnu.
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Il a déja été démontré dans la littérature que le promoteur araC/Pgap était fonctionnel chez la
souche KT2440, fournissant une production maximale a 2% d’arabinose (Cook et al, 2018).
Pour étre certain que 1’induction observée chez PP_Pgap et durant les premiéres heures de
cultures en milieu CAA + 2% d’arabinose est expliquée par une induction de pvdS, il est d’abord
nécessaire de réaliser une analyse de son expression a intervalle de temps régulier par gPCR.
Si le promoteur permet effectivement d’induire 1’expression de pvdsS, alors le probleme est lié
a la régulation de la voie de biosynthése. La souche PP_Pc n’a pas été obtenue malgré de
nombreuses tentatives de conjugaisons et de nombreux criblages. Il est possible que ce
promoteur induit une expression trop importante de pvdS qui pourrait étre toxique. PvdS est en
effet un régulateur transcriptionnel et il est envisageable qu’il joue un role majeur dans la
régulation d’autres voies que celle de la pyoverdine, comme observé chez la souche PAOL.
Comme cité précédemment, la régulation de la voie de synthése de la pyoverdine peut aussi
expliquer les résultats observés. Une inhibition de 1I’expression de pvdS par un ou des facteurs
inconnus doit agir en milieu LB et aprés 10h de culture en milieu CAA supplémentés en
arabinose, et il sera nécessaire de 1’identifier. La source de carbone ou le quorum-sensing
peuvent étre deux facteurs qui influent sur cette production de pyoverdine. Par exemple, Ren el
al ont montré en 2004 que I’inhibition du quorum-sensing par un dérivé furanone inhibait
également la production de sidérophore par la souche P. putida F1 alors qu’elle activait celle
produite par la souche P. aeruginosa PAO1. L’une des stratégies pourrait donc étre de faire
croitre la souche dans des milieux de cultures qui different par la source de carbone ou qui

posseédent un inhibiteur de quorum-sensing.

2. Fonctionnalisation de la pyoverdine

La seconde partie de mon projet s’est concentré sur I’ingénierie enzymatique du module
| de PvdD, une NRPS produite par P. putida KT2440 et incorporant un résidu glycine a la
synthése de la pyoverdine. L’objectif est de modifier la poche de reconnaissance du substrat du
domaine d’adénylation afin de le rendre spécifique a la Propargylglycine, un acide aminé non
naturel. Ne possédant pas la structure tridimensionnelle de ce module, il a tout de méme été
possible par une stratégie bio-informatique d’identifier des résidus clés impliqués dans
I’accommodation du substrat. Deux simples mutants (PP_PvdD_W=800V et PP_PvdD_W800F
ont été obtenus et vérifiés au séquencage. Le double mutant PP_PvdD_W800V,1701 est en
cours de criblage. Une premiere analyse de leur phénotype a permis de démontrer leur capacité
a produire de la pyoverdine. Cependant, le mutant PP_PvdD_W800V semble en produire en

faible quantité.

71



72



Cette différence de production peut étre expliquée par une différence de spécificité pour
le substrat : il est possible que ce mutant accepte un autre résidu que la glycine, comme la valine
par exemple, mais avec une efficacité plus faible. Le mutant produisant de la pyoverdine a la
hauteur de la souche sauvage peut également étre permissif a un autre acide aminé sur le module
ciblé, mais étre encore capable d’incorporer de la glycine, fournissant deux ou plusieurs
produits. Les pyoverdines produites par ces mutants ont été purifiées et vont étre envoyées pour
une analyse au spectromeétre de masse afin de comparer leur structure avec celle d’origine. De
précédentes études ont démontré qu’une seule mutation pouvait permettre 1’incorporation d’un
acide aminé non-naturel (Kries et al, 2014). Si les résultats démontrent un changement dans la
structure peptidique de la pyoverdine, il sera intéressant de supplémenter les milieux de cultures
en Propargylglycine afin de constater si cet acide aminé se retrouve dans la structure de la
pyoverdine. La limite de cette approche a été la stratégie de mutagénése. Il s’agit de la premieére
tentative réalisée au sein du laboratoire sur cette souche bactérienne et elle a réguliérement
nécessité un criblage conséquent. L’une des perspectives de cette approche est le
développement d’outils de mutagénése plus efficaces, comme le systeme CRISPR-Cas9 ce qui
permettrait de pouvoir tester un plus grand nombre de mutants (Wu et al, 2019). Si les mutations
ne permettent pas d’incorporer un résidu Propargylglycine, il serait nécessaire de construire un

véritable modele 3D de PvdD.

Une autre approche a été développée au cours de ce stage afin de développer un criblage
facilité de mutants PvdD in vitro. Pour cela, la totalité du module 1 de PvdD (3 kb environ) a
été introduit au sein du vecteur pET20b(+) pour permettre son expression induite par I’'TPTG et
I’introduction d’un His-Tag en région C-terminale. Le produit de clonage a été transformée
chez E. coli BL21 (DE3), une souche d’expression. Des cultures a différentes concentrations
en inducteur IPTG et sous différentes températures de croissance ont été realisées, mais n’ont
pas permis d’obtenir une protéine soluble. D’autres souches d’expression ont alors été testées :
BL21 Star (DE3) permettant une meilleure stabilité des ARN messagers, Origami B (DE3) qui
optimise la formation des ponts disulfures, et Arctic Express (DE3) qui exprime des protéines
chaperonnes pour retrouver plus facilement la structure de la protéine native. Dans tous les cas,
la protéine semble étre dans les corps d’inclusions. Cette approche peut donc étre approfondie.
Pour résoudre les problémes de solubilité, le His-tag peut étre remplacé par un tag SUMO qui
stabilise la protéine (Butt et al, 2005). D’autres amorces peuvent étre utilisées afin d’agrandir
ou réduire la séquence insérée. Une autre stratégie et de deplacer le His-tag en région N-

terminale afin de voir si cela a un effet.
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Les travaux réalisés pendant ce stage ont donc permis d’obtenir une souche chéssis issue
de P. aeruginosa PAO1 surexprimant la pyoverdine. Cette derniere ouvre des perspectives
d’applications dans le laboratoire. De méme, le stage a permis de fournir des premiers résultats
appréhendant la construction d’une souche chassis chez P. putida KT2440. Des premiers
résultats ont également été obtenus pour la fonctionnalisation de la pyoverdine de la souche
KT2440. Le développement d’une stratégie bio-informatique a permis de cibler les mutations
a introduire dans le géne codant le NRPS PvdD, qui ont ensuite été réalisées expérimentalement.

L’analyse de leur permissivité pour la Propargyglycine sera réalisée prochainement.
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ANNEXE 1 : AMORCES UTILISEES DANS CE TRAVAIL CHEZ LA SOUCHE PAO1

Nom de Séquence Remarque Tm
I'amorce (°O)
Clonage - P. aeruginosa PAO1
PA_pBAD_R gaaatcaccttgctgttag ~ Amplification du promoteur araC/PBAD a partir de pEXG2 + 15 64
Cccaaaaaaacgg nt d'homologie* avec la séquence d'homologie en amont du pvdS
de P.aeruginosa PAO1
PA_pBAD_F ttcgcagcggctattttatg  Amplification du promoteur araC/PBAD a partir de pEXG2 + 15 66
acaacttgacggc nt d'homologie* avec la séquence d'homologie en amont du pvdS
de P.aeruginosa PAO1
PApvdS_am_F ccegggctegagctettge Amplification de la séquence d'homologie de P.aeruginosa 64
agctcgcecggccaattg PAOL1 en amont du géne pvdS + 15 nt d’homologie* avec le
MCS de pEXG2. Site de restriction de Xhol indiqué en
surlignage.
PApvdS_am_ R aatagccgctgcgaatg Amplification de la séquence d'homologie de P.aeruginosa 60
atgga PAO1 en amont du géne pvdS
PApvdS_avR taccgaattcgagctggga Amplification de la séquence d’homologie de P.aeruginosa 60
aaggagcgctgcgaaa PAOL en aval de pvdS + 15 nt d’homologie* avec le MCS de
PEXG2. Site de restriction d’EcoRI indiqué en surlignage.
PApvdS_pBAD_av cagcaaggtgatttccat Amplification de la séquence d'homologie de P.aeruginosa 58
F gtcg PAOL en aval de pvdS pour I'association avec le promoteur
araC/PBAD
PApvdS_Pc_avF atgtcggaacaactgtct Amplification de la séquence d'homologie de P.aeruginosa 56
acc PAOL1 en aval de pvdS pour I'association avec le promoteur Pc
PA Pc R cagttgttccgacatcgttg Amplification du promoteur Pc + 15 nt d'homologie* avec la 66
ctgctccataaca séquence en amont de pvdS de P.aeruginosa PAO1
PA_Pc F ttcgcagcggctattcttat Amplification du promoteur Pc + 15 nt d'homologie* avec la 64
tacgcgtaattct séquence en amont de pvdS de P.aeruginosa PAO1
PA_verifHRpvdS_  ggatacaccggagagga Amplification de la séquence promotrice de pvdS pour PAO1 64,7
F atagc pour l'envoi au séquencage avec les amorces pEXG2segR et
PEXG2seqF
PA_verifHRpvdS_  acctgcgcattcatcgag Amplification de la séquence promotrice de pvdS pour PAO1 74,7
R gagga pour I'envoi au séquencage avec les amorces pEXG2seqR et

PEXG2seqF

*Les 15 nt ajoutés en 5’ des amorces pour faciliter le clonage ne sont pas en gras. En jaune sont

indiqués les sites de restriction.
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ANNEXE 2 : AMORCES PCR UTILISEES DANS CE TRAVAIL POUR LA SOUCHE KT2440

Nom de I'amorce Séquence Remarque Tm
(°C)

Clonage - P. putida KT2440

PP_pBAD_R gaaatcaccttgctgt  Amplification du promoteur araC/PBAD a partir de pEXG2 + 15 64
tagcccaaaaaaac  nt d'homologie* avec la séquence d'homologie en amont du pvdS
ag de P. putida KT2440.
PP_pBAD_F ttcgcageggcetattt ~ Amplification du promoteur araC/PBAD a partir de pEXG2 + 15 66
tatgacaacttgac  nt d'homologie* avec la séquence d'homologie en amont du pvdS
ggc de P. putida KT2440.
PPpvdS_am_F ccegggetegagete Amplification de la séquence d’homologie de P. putida KT2440 64
ttgcagctcgeegg en amont du gene pvdS + 15 nt d’homologie* avec le MCS de
ccaattg PEXG2. Site de restriction de Xhol indiqué en surlignage.
PPpvdS_am_R aatagccgctgcga  Amplification de la séquence d'homologie de P. putida KT2440 60
atgatgga en amont du gene pvdS
PPpvdS_avR taccgaattcgagct Amplification de la séquence d'homologie de P.putida KT2440 60
gggaaaggagcgc  en aval de pvdS + 15 nt d’homologie* avec le MCS de pEXG2.
tgcgaaa Site de restriction d’EcoRlI indiqué en surlignage.
PPpvdS_pBAD_avF cagcaaggtgattt Amplification de la séquence d'homologie de P.putida KT2440 58
ccatgtcg en aval de pvdS pour I'association avec le promoteur araC/PBAD
PPpvdS_Pc_avF atgtcggaacaact Amplification de la séquence d'homologie de P.putida KT2440 56
gtctacc en aval de pvdS pour l'association avec le promoteur Pc
PP_Pc R cagttgttccgacatc Amplification du promoteur Pc + 15 nt d'homologie* avec la 66
gttgctgctccataa séquence en amont de pvdS de P. putida KT2440.
ca
PP_Pc F ttcgcageggctattc Amplification du promoteur Pc + 15 nt d'homologie* avec la 64
ttattacgcgtaatt séquence en amont de pvdS de P. putida KT2440.
ct
PP_verifHRpvdS_F ggatacaccggag Amplification de la séquence promotrice de pvdS pour P. 64,7
aggaatagc putida KT2440 pour I'envoi au séquencage avec les amorces
PEXG2seqR et pEXG2seqF
PP_verifHRpvdS_R acctgcgcattcatc Amplification de la séquence promotrice de pvdS pour P. 74,7
gaggagga putida KT2440. pour I'envoi au sequencgage avec les amorces
PEXG2seqR et pEXG2seqF
taccgaattcgagct A , "
PvdD_R gacgtegatcacgg Amplification de pvdD + 15 nt d’homologie* avec le MCS de
PEXG2
ccacttc
cccgggctegaget I , -
PvdD_F ceagtggaatcaga Amplification de pvdD + 15 nt d’homologie* avec le MCS de
PEXG2
cgcagatg
Mutl_R tcggt;ggt(t:cgtag Permet la mutagénése du résidu W800 de pvdD 60
aaccaccatcgtgt
Mutl_VF cgggtatcgagaag Permet la mutagénése du résidu W800 en Valine de pvdD 50
gtcac
Mutl_FF CEIRE AT Permet la mutagénése du résidu W800 en Phénylalanine de pvdD 48
gggtatcgagaagg
Mut2_R agagaggtcageg Permet la mutagénése du résidu 1701 de pvdD 60
ccagtac
Mut2_AF gtecttegatgecg Permet la mutagénése du résidu 1701 en Alanine de pvdD 58
ccggcectgga

*Les 15 nt ajoutés en 5° des amorces pour faciliter le clonage ne sont pas en gras. En jaune

sont indiqués les sites de restriction.
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ANNEXE 3 : AUTRES AMORCES UTILISEES DANS CE TRAVAIL

Nom de Séquence Remarque Tm (°C)

I'amorce

pEXG2_F agctcgaattcggtacctt ~ Amplification du plasmide pEXG2 rajoutant les queues de 15nt 62
aattaatttccacg permettant le clonage par InFusion. Site de restriction d’EcoRI

indiqué en surlignage.
PEXG2_R gagctcgageccgggga Amplification du plasmide pEXG2 rajoutant les queues de 15nt 66
tcetctaga permettant le clonage par InFusion. Site de restriction de Xhol
indiqué en surlignage.

pvdS_R cgtagttgatgtgcgagg Amplification par RT-PCR ou RT-gPCR des ADNCc issus de 60
tt I’expression de pvdS pour les souches PAO1 ou KT2440
pvdS_F caggcgctcgaacagaa Amplification par RT-PCR ou RT-qPCR des ADNc issus de 60
ata I’expression de pvdS pour les souches PAO1 ou KT2440
rpsL_R caccaccgatgtacgag Amplification par RT-PCR ou RT-gPCR des ADNCc issus de 60
gaa I’expression de rpsL pour les souches PAO1 ou KT2440
rpsL_F tacaccaccacgccgaa Amplification par RT-PCR ou RT-qPCR des ADNc issus de 60
aa I’expression de rpsL pour les souches PAO1 ou KT2440
uvrD_R gcggctgacggtattgga Amplification par RT-PCR ou RT-qPCR des ADNc issus de 60
I’expression de uvrD pour la souches PAO1
uvrD_F ctacggtagcgagaccta Amplification par RT-PCR ou RT-gPCR des ADNCc issus de 60
caacaa I’expression de uvrD pour la souches PAO1

*Les 15 nt gjoutés en 5° des amorces pour faciliter le clonage ne sont pas en gras. En jaune
sont indiqués les sites de restriction.
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ANNEXE 4 : CARTE DU PLASMIDE « PA_Pgap »

(7716 .. 16) PEXG2 F PA_pvdS_avR (7696 .. 7730)

(6959 .. 6993) PA_PBAD_R

(6979 .. 6998) PA?pvdePEAD?avF%
(@raBAD promoter]

PEXG2::PA_PBAD

(5743 .. 5764) PA_pvdS_amR 7732 bp

(5750 .. 5782) PA_PBAD_F

" lincP origin of transfer|

(5047 .. 5072) pEXG2 R‘%
(5058 .. 5093) PA_pvdS_amF

N
(intT1 (promoter lies within the coding sequence|

Bacillys subtilis 528

Carte du plasmide pEXG2::PA_Pgap. La carte de pEXG2::PP_Pgap présente la méme
organisation. Homologie a et b = Séquences chromosomiques respectivement en amont et en
aval du promoteur de pvdS chez la souche PAOL. araBAD promoter = Promoteur inductible a
I’arabinose araC/Pgap. Les amorces s’hybridant sur le plasmide sont indiquées en violet. rop :
Code pour la protéine Rop maintenant le plasmide a un faible nombre de copies. bom : « Basis
of mobility » du plasmide pBR322 rendant le plasmide mobilisable ; ori : Origine de réplication
du plasmide ColEL1 ; incP origin of transfer : Origine de transfert du groupe d’incompatibilité
IncP-1. aacl : géne de résistance a la Gm. sacR promoter + Bacillus subtilis sacB : Gene sacB
et promoteur associé codant pour un produit toxique pour les souches Pseudomonas en
présence de sucrose ; PvdS Binding Site : Site de fixation de PvdS dans la région promotrice

permettant une boucle d’activation du géne pvdsS.

79



ANNEXE 5 : CARTE DU PLASMIDE « PA_Pc »

(6741 .. 16) PEXG2F PA_pvdS_avR (6721 .. 6755)

(5986 .. 6018) PA_Pc_R

(6004 .. 6024) PA?DvdsiPLavF%

(intI1 (promoter lies within the coding sequence|

(5743 .. 5764) PA_pvdS_amR__ *
(5750 .. 5782) PA_PC_F —

(5047 .. 5072) pEXG2 R::]
(5058 .. 5093) PA_pvdS_amF

PEXG2::PA_Pc
6757 bp

" incP origin of transfer

PA_Pc_R (2845 .. 2866)

\
(3070 .. 3087) PA_Pc_F (intI1 {promoter lies within the coding sequence|

Carte du plasmide pEXG2::PA_Pc. La carte du plasmide pEXG2::PP_Pc présente une
organisation similaire. Homologie a et b = Séquences chromosomiques respectivement en
amont et en aval du promoteur de pvdS chez la souche PAOL. intl1l = Promoteur des cassettes
d’integron de classe I inclue dans la séquence codante de I’integrase intll. Les amorces
s’hybridant sur le plasmide sont indiquées en violet. rop : Code pour la protéine Rop maintenant
le plasmide a un faible nombre de copies. bom : « Basis of mobility » du plasmide pBR322
rendant le plasmide mobilisable ; ori : Origine de réplication du plasmide ColEL1 ; incP origin
of transfer : Origine de transfert du groupe d’incompatibilité IncP-1. aacl : géne de résistance
a la Gm. sacR promoter + Bacillus subtilis sacB : Gene sacB et promoteur associé codant pour
un produit toxique pour les souches Pseudomonas en présence de sucrose ; PvdS Binding Site :
Site de fixation de PvdS dans la région promotrice permettant une boucle d’activation du géne
pvds.
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ANNEXE 6 : EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE PVD CHEZ PAO1 SAUVAGE ET PA_Pgap

40
Fer 25nM

Fer 45nh
Fer 525nM
Fer Sp
Fer S0pM

a5

HH

3o

A400FABOD
1
(=]

15 \A e ——

1.0

s

a0
a 5 0 15 i

Temps (h)
Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par rapport a la

concentration en Fer ajoutée dans le milieu de culture chez la souche PA_Pgap (25, 45, 525, 5
000 ou 50 000 nM).

Fer 28nhd
Fer 45nhd
Fer 525nM
Fer SpM
Fer S0uhd

b

a5

a0

AA00/ABDD
M
(%]

20

15

a A 0 15 20
Temps (h)

Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par rapport
a la concentration en Fer ajoutée dans le milieu de culture chez la souche PAOL sauvage
(25, 45, 525, 5 000 ou 50 000 NnM).
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ANNEXE 7 : EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE PVD CHEZ PAO1 SAUVAGE ET PA_Pgap

Arabinose 0.02%
Arabinose 0.05%
Arabinose 0.1%
Arabinose 0.2%
Arabinose 0.5%

40

b

a5

an

AA00VAGD0D

20

0 5 10 15 2
Temps (h)

Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par rapport au
pourcentage d'arabinose ajouté dans le milieu de culture chez la souche PA_Pgap (0.02, 0.05,
0.1, 0.2 ou 0.5%)

—4— Arabinose 0.02%
—— Arabinose 0.05%
—f— Arabinose 0.1%
—4— Arabinose 0.2%

35 ~4— Arabinose 0.5%

30

A400/A600

20

15

0 5 10 15 2
Temps (h)

Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par rapport au
pourcentage d'arabinose ajouté dans le milieu de culture chez la souche PAO1 sauvage (0.02,
0.05, 0.1, 0.2 ou 0.5%)

82



ANNEXE 8 : EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE PVD PAR KT2440 SAUVAGE ET PP_Pgap

24 —— Fer 25nM
—}— Fer 45nM
—— Fer 525n0M

—— Fer Sph
) / et
20
_-_-_-—__'—-—..

AA00/ABO0
=

16

== TN

14

12

oo 25 a0 75 10.0 125 15.0 7.5 20
Temps (h)

Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par rapport a la

concentration en Fer ajoutée dans le milieu de culture chez la souche KT2440 sauvage (25, 45,
525, 5000 ou 50 000 nM).

Fer 25nM
Fer 450
Fer 525nM
Far Spuhd
Fer S0pfd

bt

20

%%EE

A400/AB0D

05

oo
oo 25 A0 75 0.0 12.5 15.0 175 oo

Temps (h)

Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par rapport a la
concentration en Fer ajoutée dans le milieu de culture chez la souche PP_Pgap (25, 45, 525, 5
000 ou 50 000 nM).
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ANNEXE 9 : EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE PVD PAR KT2440 SAUVAGE ET PP_Pgap

Arabinose 0.02%
Arabinose 0.05%
Arabinose 0.1%
Arabinose 0.2%
Arabinose 0.5%

30

FH

25

A400/AG00
N
)

vl
o

1.0

a5

00 25 50 75 10.0 125 15.0 17.5 2.0
Temps (h)

Figure 10 - Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par
rapport au pourcentage d'arabinose ajouté dans le milieu de culture chez la souche KT2440
sauvage (0.02, 0.05, 0.1, 0.2 ou 0.5%).

a5
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Arabinose 0.1%
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Figure 9 - Evolution de la production de pyoverdine (Ratio DO a 400 nm / DO a 600 nm) par
rapport au pourcentage d'arabinose ajouté dans le milieu de culture chez la souche PP_Pgap
(0.02, 0.05, 0.1, 0.2 ou 0.5%).
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ANNEXE 10 : ALIGNEMENT DES DOMAINES A DE PA1221, DhbF ET PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

PA1221
DhbF
PvdD

DLYAHPTVVARFSEMAALHPHR---—-—————-—=—=———— EATIRDRFG--SVDYRQLLDSAEQ
—--EERHQVLKKWNETAHPHPEE-NFLOQLFEKQAERIPEAIAVICEDQALSYTELNQQANR
EHDERERILGOQWNQTOMAYPTKLGVYRLFEQQVCRTPDAVALRFGEQTLSYAELNRQANQ

3 % . R * .

LSDYLLEHYPQPGVCLGVYGEYSRESITCLLAILLSGHHYLYIDLKQPAAWNAELCRQVD
LAHFLMEYGVGPEQYVALALPRSAEMVIAMLAVLKTGAAYLPLDLDYPDERIAFMLEDTK
LAHALRERGVGPEVLVGVAMPRGPRMLVGLLAIFKAGGAYVPLDPDYPAERLAYMIEDSG

* . *  x * . . . e KK .. .k * . .k * *

CRLILDCSTTPTPANGLPCVPVRHLPAAPASVARPCFAADQIA-———————— YINFSSGT
PVCIVTSSSVQSKLSHFPSCSTIILDHPETEQATIKHYPDTNVPKTQSPLHPAYVIYTSGS
LGLLLTEQAVLARLQVPATVASLCLDTDTACYASA--AAEDLPLDVDADHPAYVIYTSGS

* . * .. Koo e e kko.

TGRPKAIACTHAGITRLCLGQSF-LAFAPOQMRFLVNSPLSFDAATLEIWGALLNGGCCVL
TGKPKGVVVPFHSLNNFLLAMREKFALKEHDRLLAVTTIAFDISALEIFLPLISGASLVV
TGRPKGVTVRHGALVNFLTSMAVQPGIAASDRVLALTSLSFDIAGLELYLPLLHGASVVL

* Kk kK . . . . * % . e e kK e kK. . * . K% * .

-NDLGPLDPGVLRQLIGERGADSAWLTASLFNTLVDLD-PDCLGGLRQLLTGGDILSVPH
AKKETIQDPQALAAVISDKEITIMQATPTLWHMLVTHH-PDCIAGLR-VLVGGEALSSGL
LADQONKDPFALLRVIEQQAVSVIQATPSTWRMLLDNAPPQALRGKR-VISGGEALSSEL

* * * ek . * . . * . * . e kK ke e kKk e kK

VRRALLRHPRLHLVNGYGPTENTTETCCHVVTDDDLEEDDIPIGKATIAGTAVLLLDEHGQ
ASA--LHRLACEVTNLYGPTETTIWSTMSPLHPDDARA--PSIGRPIWNTQVYVLDEQLQ
AQR--LIDQAGHVWNLYGPTETTIWSGIEKVT--DSRQ--VWLGKPIGNTTFHVLDAQFEFD

* D S 2 S Y . * . % * * . kK

ETAEPDRAGEIVAFGAGLAQGYRNDAARTRASFVELPYRGRLLRAYRTGDRARYDEQGRL
PVP-PGVVGELYIAGSGLARGYLRRPDLTAERFVANPYGPPGSRMYRTGDLVRWRMDGSL
AVP-VGVSGELFIGGDGLARGYLKRPGLTAERFIPNPHGH--GRLYRTGDLVRYRDDGVL

KK . *x kKK kK * * . * . * kKK KK * . kK

Les résidus ciblés pour la mutagénése sont surlignes. Les fins des domaines d’adénylation

sont indiqués en rouge.
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Article 1 - Objet de la convention
La présenta convenfion régle les repports de 'organisme daccuell avec
Iétablissement d enseignament et le staglalre.

Article 2 - Objectif du stage

Le stage oorrespond & une pérode temporaire de mise en situafion an milisy
professionned au cours de ‘aquale Iétuciant(s) acquien des compédences
peofessionnelies et met en ceuvre les acquis de sa formation en vue de
l'obtention d'un dipidme ou d'une certfication et de favoriser son Insertion
professiconedle. Le stagiaire se volt confier une cu des missions conformas
au projet pédagogique d&fnl par son éteblissement denseignement et
approuvées par l'organisme d accueil

Le programme est établ par Fétabilssement densaignement &l forganisme
d'accueil en foncion du programme général de la formation dispensée.
ACTIWITES CONFIEES : ..
M:nummmnmhmamdo

pyoverding....

Ingnierie enzymatiqua d'un domaine impliqué dans [a voie de bicsynthése
dy sidérophore pour I'incarperation d'acides aminds non naturels

Article 3 - Modalités du stage

L2 durde habdomadaire de présence du stagiare dans l'organisma d'accuall
sara de 35 haures sur la base dun femps complet/ lemps partiel (rayer (@
mention inufle),

Silesbgmdolmmmrmsmod'mﬂlanun ]
dnwmmun]ourl&ié.uwuwmm

Article 4 - Accueil et encadrement du stagiaire

Le stagaire est subd per fenseignant rédérent désioné dans fa présente
convention aing que par le senvice de |'établissement an charge das stages.
Le futeur de stage désigné par l'organisme d'accuell dans a présente
convention est chamd d'assurer le suivi du stagiaire et doptimisar kes
mdmaamwmmmmmnwxm

pédagogiques défiries.

Le staglaire est sutorisé 3 revenir dans son &lablssement denseignement
pendant |3 durbe du slage pour y suivre des couwrs damandés explickamant
per la programme, cu pour participer & des réunions ; les dates sonl porties
22 connaissance de 'organisma d'accueil par 'Slablissement.

L'organisme o'sccusl peut autoriser le staglaire 3 se déplacer,

Toute difficullé survenue dans la rédisafion ef le déroulament du stage,
qu'elle sok canstatée par le stagiaire ou par le haeur de stage, dol étre
portbe 3 |3 connassance de Tenseignaniréférant of de I'élablissemant
d'ansaignamant &fin d'&tre résclue au plus vite.

MODALITES DENCADREMENT (visites, fendez-vaus 1ékphonicues, etc)

Article 5 - Gratification - Avantages

En France, larsque |a durée du stags est supérisura & dewx mais consécutifs
ou non, cakikd fat cbiigatoirement 'objes d'une gratification, sauf en cas de
régles perticulidres applicables dans certaines collectvités d'outre-mer
frangalses et pour kes stages relevant de I'aticie L43811 du code de fa
santé publique.

Le montant haralre de la gratification est fixé & 15 % du plafond horaire de la
sécurith socigle défini en application de Terficle L241-3 du code de la
sécurité sockde, Une conmenion e branche ou un ao0xrd professionnel
peut défink un montant supérisur & ce taue.

La gratification due par un organisme de deoit public ne peut &re cumulée
avec une rémundration versée per o8 méma orgenisme  au cours d2 la
période concemés.

La graffication est dua sans peéjudios du remboursement des frals engagds
par le stayare pour eflecluer son stage el des avantages offers, le cas
échéart, pour [a restauration, hébergement et la transpord.

L'organisme peut décider de verser une gratificalion pour kes stages domla

(articie § suite) En cas de suspansion ou de résliation de la pre
convention, ke montant de la gratiication due au stagiare est proralise
forction de fa durée du stage effectus.

La durée donnant drolt 3 gratification §'apprécia compie tenu de la prisents
convention el de ses avenants éventuels, ainsi qua du nombre da jours de
présance effective dude la staglaire dans lorganisme,

LE MONTANT DE LA GRATIFICATION est fixé & 375........... € parheure /
jour / mois (rayer les mentions inufiles]  Soiv 563, TE & frmoe

Article 5 bis -Accés aux droits des salariés - Avantages {Crganisme de
drolt pivé en France saufen cas da régles particuliéres applicables dans
cerfaings collectivités d'outre-mer frangaises) :

Le staglsire bénéfice des protections et droils mentionnés aux arficies
L1211, L1152-1 et L11531 du code du ¥avail ders les mémes
conditions que les salariés.

Le stagiare a acoks au restaurent d'entrapriss cu sux Gitres-rastaurants
prénus & larticle L3262-1 du code du travall, dans les mémes conditions que
los salanids de lorgarisme d'accueil. || bénéficia égalemant de la prise en
charge das frals de transpart prévue & I'articie L 3261-2 du méme code.

Le stagiare accéde aux activités sociales et culiurelles mentionnéas a fertide
L.2322-83 du code du travall dans les mémes condions que les salanes,
Article Ster - Accés aux drolts des agents - Avantages (Organisme de
croil public en France sauf en cas de rigles parficulidres applicablas dans
cenanes collecsvits d ouve-mer frangalsas) ©

Les wajels effectués par ke stagiare dun organisme de droit public entre leur
domiche et leur llau de stage sont pris en charge dans les condlions fnbes
par e décrel n"2010-675 du 21 juin 2010 instifuant une prise en charmge
parfielle du prix des $tras ¢'zbonnement comespondant aux déplacements
mwummmmwmmmmmmm

Lomolanmrda\smammttMpuucelquisﬂemaune
mission dars ca cadre bénéficie de la prse en charge de ses frais de
diplacenent lemparaire selon la réglementation en vigusur,

Est consicérd comma sa résidance administragve le feu du stage indigué
danmmm.

AUTRES AVANTAGES ACOORDES : . -

Article § - Régime de protection scciale

Pendant la durde du stage, le stagfaire reste atfiié 4 son régime de Sécurité
sociaie andrieur.

Les steges effectués 3 Fétranger sont sionalés préalablament au départ cu
slagiaire 3 13 Sécurité socials lorsque celie-si le demands.

Pour les stages 3 I'étranger, ks dispositions sulvanies sont applicables sous
riserve de confoemité avec |3 légisiafion du pays daccusil et de cele
régissant e type d'organisme d accuedl.

6-1 Gratification d’'un montant maximum de 15 % du plafond horaire de
la sécurité sociale :

La gratificstion n'est pas soumisa & cotsation sociale.

Le stagiaire béndficie de la lgisiation sur les accidents de travad au fire du
régime &udiant de l'artide L 412-8 2° du coda de |a séouriié socide.

En cas dacciden! survenant au stagiaire soit au cours d'aclivités dans
Forganisme, soit au cows du trajet, solf sur les lleux rendus utiles pour les
besains du slage el pour les éudiants en médecine, en chirurgie dentaire ou
en pharmacie oul nont pes un statut hospitaller pendant le stage effechsd
dmslssoamﬂionsprémwbmz'bmﬁdau‘&? m
Iamsempé\anta(vdrs&aaaampqal)mmbmnn
I‘émutssecm dmsdg\emem comme  employeur, avec cople 3
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nfiérieure cu égale & dewx Mmais,

- Gratification supérleure 3 15 % du plafond horslre de le sSourité

ociake
Les cotisations socides sont calculdes sur le diférentiel entre le montant da
1a gratfication e! 15 % du plafond horaire de la Sécurité Sociale,
L'étudiant bénéfice o la couverure légale en application des dispesitions
des atickes L4111 et suivants du code de la Séowilé Sociale. En cas
d'accident survenant su stagiare soff eu cours des activités dans
forganisme, $oRt au cours du Fajel, soit sur des faux rendus uliles pour les
besoins de son stage, I'organisme d'accuell effectue foutes les démarches
néoessaines auprés de fa Caisse Primaire d'Assurance Maladie et informe
Pétablissement dans les meflisurs délals.
mmmumarm«
- pour les dagaa a sd\ de rEspme Economique Eurcpdan (EEE)
effectuds par des ressortissants d'un Etat de ['Unicn Eurcpéenne, ou da la
W,&flm.wmnw&hwm.wmeam
autre Exal {dans oa dernier cas, catte disposition n'est pas appiicable pour
un stage au Danemark, MNorvége, Islande, Liechiensieln ou Suisse),
Fétudant doit demander la Carte Europdenne d'Assurance Maladie
(CEAM).
= pour fes stages efiactués au Québec par les étudiantie)s de nationalis
frangalse, Méudant dolt demander le formulare SEA01Q (104 pour les
stages en enlreprisas, 106 pour les stages en université) ;
- dans fous les autres cas les éhudants qui engagent des frals de santé
peuvent #re remboursés auprés da la mutuelie qui leur tient ieu de Caisse
de Sécurité Sociale éludiane, au refour el sur présentation des justificatits :
I remboursemant s'effective alors sur 13 basa des tarifs da scins frangais.
Des écarts importants peuvent exister entre fes frais engagés el les Larils
frangais base du remboursement. |l est donc fortemant conseilé aux
Etudiants de souscrire une assurance Malade compiémentaire spédifique,
valable pour o pays et ls durée du stage, auprés de loegenisme
d'asswrance de son cho (mutuele dluciante, mutuele des parents,
vampagnie pevée ad hoc...) ou, éventuellement et aprés védfication de
lé&tendue des garanties proposbes, aupris de l'omganisme dactuell § celui-
4 foumit au stagiaire une couverture Maladia en vertu du droit local (voir 2¢
:idem]

Eneoehambmwﬂo l'mmammnmu
foumit una profacion Matadie au stegiaire, en vertu du droit local :

00 QUI: catte prolection $'ajoute au maintien, & Fétranger, des drods issus
Ju droit frangais

O NON : fa proteciion ddooue alors exclusiement du maintien, 3
"tranger, das droits lssus du régime frangals &tudlant).

3 aucune case n'est cochée, le 5.3 - 1 s'applique.

ummdurm-ammn'mr

mnmmabm dOlI

- &fre dune durde cu plus égale 4 § mais, prolongations indluses ;

+ne dorner lieu 3 aucune rémunération susceptible d'ouvrir das draits a une
wotection scdident da fraval dans le pays d'accuell; une Indemnité ou
jratfication es! admisa dans la limite da 15 % du plafond horaire de la
sdourité soclale (cf point §), et sous résarve de laccord de la Casse
Srimaire d'Assurance Maladie sur i3 demanda de maintien da droit ;

- se dérouler exclusivement dans l'organisme signatare de | présente
nvention ;

-8 cérouler exclusivement dans fe pays o accuell élrangar cité,

Jorsgue oss condtions n2 sont pes remples, l'organisme daccuedl
Vengage 4 coliser pour 13 protection du stagiaire et 3 faire les dédaralions
)OoesBmmcmdscddmdemml

fqu dr.l enétra Inlumé pa' rugmlm d'accued] per éorit
1ans un o ma heuss\

-mrmmaulmmmataanmm

» sur le trajet allervetour habitued entre & résidence du staglare sur le
emitoire éranger et le lisu du stage,

» dens le cadre d'une missicn confiée par forganisme d accuell du stagidre

(6-4 sulte)

* jors du premier ¥ajel pour se rendre depuis son domicile sur le feu de sa
résidence durant le stega (déplacement 3 la date du début du stage),
-mdummawmumcumnmam

2 3 t 6. n'est
puremcle rmmamudmammmmm
le risque daccident de Iraval, de Yajel el les maladies professiconeles el
4 en assurer toutes les déclarations nécessakes.

51 Dans fous les cas

« gl léudiant est victma d'un accldant de traval duent le stege,
l'organisme ¢"accueil doit implraﬁv«m signaler immaédiatement ot
accident & I'établissement d'
oumetmrdﬁdumhdmlmmarMM
o accueil ou en-dehors cu pays du stage, forganisme d'acoual dot prendre
toutes les disposifons ndosssaires pour lui foumir Jes assurances
approprses.

Asticle 7 - Responsabilité et assurance
L'organisma d'accueil et lo slagiaire déclarent élre garantis au litre de la
civlie

Pour les stages 3 ['étrangar ou outremer, le stagiaire s'engage 3 souscrire
un contrat d'assstance (rapatriemant sanitakre, assistanca juridique...} et
un contrat d'assurance individuel accidant,

Lorsgue larganisme o'accuell met un véhicule 2 la clsposition du stagiaire,
il M incombe da vérfier prdalablement que la palice dassurance du
véhicule couvre son udlisation par un étudiant

Lorsque dans fe cadre da son stage, I'studiant utiise son propre vihicuke
ou un véhicule présé par un tlers, |l déclare expressément & Fassureur dudit
véficule et, le cas achdant, s'aoquitts de la prime y afiérente.

Article § - Discipiine )

Le slagiaie est sournis 2 la discipling el aux clauses du régiement intéciaur
qui lui sont applicables et qui sont portées & sa connaissance avant le
déoul du stage, notamment en & Qui conceme Jes horaires et les régles
dhygiéne et da sScuritd en viguaur dans forganisme d'accusil,

Toute sanciion disciinaing ne peut élre décidbe que par I'établissament
d'enseignemant. Dans oa cas, l'organisme d'accueil informe ['ensaignant
rélérent e fézablissement des manquements el fourni éventueliement les
Eléments constitutiis.

En cas de manquement particuliérement grave 3 la dscipline, forganisme
d'accusll se résene le drokt dz mettre fin au stage tout en respectant les
dispostions fixées 3 Tarticle  ce la présente convention.

Article 9 ~ Congés - Interruption du stage

En France (saufen cas de régles particuléras applicables dans certaines
coliectivités d'outre-mer frangaises ou dans les crganismes de drolt public),
€n cas da grossasse, oa patamité cu d'edopiion, le stagiare béndficie de
congés et d'aulorsations dabsancs d'une durée équivaente & celle
prévues pour ks salariés sux aricles L.1225-16 & L.1225-28, L1225-35,
L.1225-37, 1122548 du code du traval,

Pour les stages dont la duréa est supérieurs & deux mois et dans fa limite
de |a durée meximale de 6 mois, des congés ou aukrisations d'absence

sont pessidies.
NOMERE DE JOURS DE CONGES AUTORISES / ou modaités des
oongés et ausorsatons d absence durant le staga

Pourbuteanrelmanmnwmdredustage(ndmm
qmﬁée .) Forganisme d'accual averit [étabissament d'enselgnement

Tmmmmmmwmmmalamﬁm
eta Penseignant référent. Une mocaité de validation est mise en placa le
cas échdant per 'établissemant. En cas d'acoord des parties & la
oonvention, un report de ka fin du slage est possinke afin da permetre |2
rédlisation de la durée olale du stage prévue initidemant. Ce report fera
Tobjet dun avenant A 13 convention de stage,
Un avenant & la convention pourra étre étebli en cas de prolongafion du
stage sur demande conjoine de Torganisme daccueil el Ay staglaire, dens
I2 respect da la durge madmale du stage fieda par ka loi (6 mois).

Page3

92



& oblgatakement par ordre de mission,

{Article 9 suite)
En cas de volonté dune des trols parties (organisme d'accuedl, stagiaire,
étatlissament  d'enseignement] demiter le  stags, celed dok
Imméciatement en informer les deux autres parfies par éorlt, Les raisons
invoquées seront examindas en étrote conoartetion. La dédsion définitive
d'anél du stage ne sera prise qu'a lissue de cile phase de conceriation,

Asticle 10 - Devoir de réserve et confidentialité

Le davair da réserve est de rigueur absolue et apprécié par forganisme
d'accueil compte-denu de ses spécificilés, Le slagisre prend donc
Fengagament da n'utilser en aucun ces les informations recuslllies ou
ablenues par eux pour en faire publication, communication 3 des Sers sans
accord préelable de Forganisme d'accusll, y compris J8 rapport de stape.
Cel engagement vaut non ssulement peur fa durde cu stage mais
également aprés son expiration. Le staglaire s'engage & ne consarver,
emporter, ou prendre copie d'aucun document ou logiciel, de quelque
nature que o2 solt, appananant & organtsme d'accueil, sauf accord de o2
dernier

Dans le cadre de la confidengalilé des Informations contenues dans le
rapport de stage, Torganisma deccust peut demander une restriction de la
dﬁnshdumpm.vdwhmﬂdemmaeﬂauwnﬂm&

Les parsonnes amenées 3 en connalire sont contraintes par b seoret
prafessionne! & 'utikser ni ne divdguer les informations du rappen,

Asticle 11 ~ Propriété intellectuelle

Corformément au code de |a propdé intellectuelie, dans ke cas ol les
acihités cu stagare donnent fieu 3 |2 création dune cauwe protinde per le
drot d'autewr ou 13 propAéts industrielle {y compris un logick), sl
Torganisme o'accueil souhaile futifser el que le stagiaire en est d'aocord,
un contrat dewa &re signd entra Jo stagiare (auteur) et Torganisma
d'accusil,

Le contrat dawra dors notamment peéciser |'Slendue des droits oddés,
I'tventuelle exchisivisé, 1a desination, les supports utiisés et fa dunie de la
cesshon, sinsl qua, ke cas échdant, e montant de |a rémunération due au
stagare au lilre de 12 cession, Celte clause $'applique quel que sail le
statut de [organisma d'accul,

Jenseignant référent du stagiaire

‘rédéric JORAND

Fiches & annexer & ka convention :

Article 12 - Fin de stage - Rapport - Evaluation

1) Amesiation de stace : 3 'ssue du stage, forganisme o accueil délivre une
atiesiation dont le modéle figure en annexa, mentionnant au minmum ia
durée effective du stage el le cas échéanl, le montant de la gratificaion
pargue. Le siagiake dewa produlre cstle atiestation & fappui de sa
demande dventuella d'ouverture de droils au régima général d'assurance
viellesse prévue & l'art. L351-17 du code de ka sécunté sociale |

2) Qualité du stage : 3 lssue du stage, les parfies 3 |a peésante convention
sont Invisdes & formuder une sppeéciation sur |2 qualilé du stage,

Le slagisie transmet au service de ['établissemant

d'ensaignement un document dans leque! il évalue la qualiké de I'accued
dont ¥ 2 bénéfick au sain de lorgenisme d'accusl. Ce document n'est pas
pris en compte dans son évalualion ou cans Moblention du diplime ou de fa
oarification.

3) Evauaton do 'acivith d stacizire: 4 fissue du stage, I

d'accueil ranseigne une fichs d'éveluation da lNactivied du stagiaire quiil
ArwmlmquHMmemm

d'évaluation pénWsmw

en Gooond  evec  Jsmeeignant

as: le staglare dewre (préclser le
- dventuslemant en jognant une

5) Le Wleur de Torganisme daccueil ou tout membre de Torganisme
d'accueil eppelé A se rendre dans 'Sablissement d'enssignement dans l2
cadre de 1 préparation, du déroulemant et de la validation du stage ne peut
prétandre & une quaiconguea prise en charge ou Indamnisation de i3 pert da
Tétakiissament d'ensaignament.

Artick 13 - Droit applicable - Tribunaux compétents

La présente convention est régle exclusivement par le crok frangals.

Tout lifige non résclu par vole amiable sera soumis a |a compétence da la
|uridiction frangaise compétente.

I'Adjoint au Délégué régional,

@ Attsstation do stage (page suivants)

POUR L'ORGANISME D’ACCUEIL

Nom et signature du représenwnt de l'organisme
daccueil... drrte... SQULLIE ..............

Pour le Délégué régional du CNRS

et par délégation,

M— llcUMR 7242
de I
evin GEIGER io et signalisation

Le tuteur de stage de I'organisme d’accueil
Nom et signature

=

Ricous CoRALNE

@ Fiche stage & 'étrangier pour informatioes séeuriti socials voir e cleiss &, povr Fiches paps voir site dpleradie.gow. )
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Résumé :

Les synthétases a peptides non ribosomiques (NRPS) sont des enzymes a activité
modulaire capables de produire a partir d’acides aminés, des métabolites
complexes aux fonctions variées. L’ingénierie des NRPS est aujourd’hui en plein
développement. L’un de ses objectifs est de muter les génes codant pour les
synthétases afin que ces derniéres puissent intégrer dans la synthése peptidique
qu’elles réalisent, des acides aminés non-naturels. Les sidérophores sont parmi les
produits de NRPS les plus étudiés, et notamment les pyoverdines produites par le
genre Pseudomonas. Ces chélateurs de fer ont de nombreuses applications, mais il
est aujourd’hui difficile d’en obtenir en quantité importante. Le premier objectif
de mon stage est donc de concevoir une souche chassis permettant de surproduire
la pyoverdine. Une preuve de concept a été réalisée chez la souche P. aeruginosa
PAOL. Un mutant produit 10 fois plus de pyoverdine en milieu riche. Le second
objectif de mon stage est de muter 1’une des synthétases permettant la biosynthése
de la pyoverdine dans la souche P. putida KT2440. Le but est de modifier la
specificité de substrat pour incorporer la Propargylglycine, un acide aminé non-
naturel possédant un groupement alcyne, et produire une pyoverdine
fonctionnalisée facilement conjugable a d’autres molécules. Cela améliorera et
élargira ainsi le développement de ses applications.

Mots clés : Sidérophores, Pyoverdine, Synthétases a peptides non ribosomiques,
Ingénierie enzymatique.

Abstract:

Non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) are multimodular enzymes that are
capable of producing complex metabolites with various functions from amino
acids. NRPS engineering to create and design new synthetic pathways has raised a
great interest. One of the goals is to mutate genes encoding synthetases to allow
for the incorporation of non-natural amino acids. Siderophores are one of the most
studied NRPS products, particularly pyoverdins produced by Pseudomonas spp.
These iron chelators have several applications, but their production in significant
amount is difficult. The first objective of my internship is to create a chassis strain
for pyoverdin overproduction. A proof of concept was carried out in P. aeruginosa
PAO1. We detect a tenfold increase of pyoverdin production in rich medium for a
mutant. The second objective is to mutate one of the pyoverdin NRPS in P. putida
KT2440. The aim is to modulate substrate specificity to incorporate
Propargylglycine, a non-natural amino acid with an alkyne groupment, and produce
functionalized pyoverdin. This will facilitate the conjugation to other molecules
by click chemistry, improving and broadening the development of its applications.

Key words: Siderophores, Pyoverdin, Non-ribosomal peptide synthetases,
Enzymatic engineering.
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