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Abréviations 

 

6-dEB : 6-déoxyérythronolide B 

ACP : acyl carrier protein 

ADN : acide désoxyribonucléique 

Amph : amphotéricine 

AT : acyltransférase 

ATP : adénosine triphosphate 

-ME : -mercaptoéthanol 

BSA : albumine de sérum bovin 

CD : dichroïsme circulaire 

CoA : coenzyme-A 

Con : concanamycine 

Cter : extrémité C-terminale 

Da : dalton 

DEBS : 6-déoxyérythronolide B synthase 

DD : domaine de docking 

DH : déshydratase 

DLS : diffusion dynamique de la lumière 

DO : densité optique 

DO3A : acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetique 

DOTA : acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetra-acetique 

DPA3 : tris(dipicolinate) 

DPCK : 3’-déphosphocoenzymeA kinase 

DTT : dithiothréitol 

Elai : elaiophiline 
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ER : énoyl réductase 

FAS : acide gras synthase 

GC-MS : chromatographie en phase gazeuse couplée à de la spectrométrie de masse  

HC : hétérocyclases  

HPDO3A : acide 10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-
triacetique 

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

IDP : protéine intrinsèquement désordonnée 

KR : kétoréductase 

KS : kétosynthase 

Lank : lankamycine 

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

MAD : dispersion anomale à multiple longueur d’onde 

MAT : malonyl-acétyl transférase 

MCAT : malonyl-CoA transférase 

MES : acide 2-(N-morpholino) éthane sulfonique 

MLS : mycolactone synthase 

MT : méthyltransférase 

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NRPS : synthase de peptides non ribosomiques 

Nter : extrémité N-terminale 

ORF : cadre ouvert de lecture 

PanK : pantéthéine kinase 

PCP : peptidyl carrier protein 

PCR : réaction de polymérisation en chaîne 

PDB : banque de donnée des protéines 

PdI : polydispersité 

Pik : pikromycine 
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PKS : polykétide synthase 

PPAT : phosphopantéthéine adénylyltransférase 

PPTase : phosphopantéthéinyl transférase 

RMN : résonance magnétique nucléaire 

SAD : dispersion anomale à une seule longueur d’onde 

SAM : S-adénosylméthionine 

SAXS : diffusion des rayons X aux petits angles 

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

Sfp : Surfactine phosphopantéthéinyl-transférase 

Svp : Streptomyces verticillus PPTase 

TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine 

TE : thioestérase 

TEV : protéase du virus de la gravure du tabac 

TFE : Trifluoroéthanol 

Tm : température d’hybridation 

Vir : virginiamycine 
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Introduction 

 Bien que l’usage eût été d’utiliser les termes français (comme par exemple 

polycétide synthase) se rapportant à cette thématique de recherche, nous avons décidé 

de franciser les termes anglais (polykétide synthase) dans ce manuscrit. 

I. Les métabolites secondaires  

Les métabolites secondaires sont retrouvés chez les bactéries, les champignons, 

les plantes ou encore les animaux. Comme leur nom l’indique, ces molécules naturelles 

sont des composés non impliqués dans le métabolisme primaire ; c’est-à-dire 

n’intervenant pas dans la pérennité de l’espèce qui les synthétise que ce soit au niveau 

de sa reproduction ou bien de son développement. Elles vont permettre une certaine 

adaptabilité de cette dernière à son environnement. Cependant les métabolites 

primaires et secondaires ne sont pas complètement distincts. En effet, les voies de 

biosynthèse des métabolites secondaires utilisent des métabolites et des intermédiaires 

provenant du métabolisme primaire (Figure 1). 

 

Figure 1 : Voies de biosynthèse des métabolites secondaires découlant des glucides (métabolisme primaire) chez la plante1. 

 Ces métabolites secondaires peuvent se diviser en six catégories : les 

terpènes/stéroïdes, les glucides spéciaux, les phénylpropanoïdes, les alcaloïdes, les 

acides aminés et peptides non-protéinogènes et enfin les polykétides2. 
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 A ce jour, environ un million de produits naturels a été découvert3. Parmi cette 

quantité de métabolites, 25% présentent une activité biologique, qu’elle soit bénéfique 

ou toxique pour l’Homme. Cette dernière proportion de molécules provient 

majoritairement des plantes et des micro-organismes3. L’ensemble des métabolites 

secondaires qui exhibent des activités biologiques bénéfiques continue de représenter 

une source importante de nouveaux composés, même en face des avancées 

synthétiques. En effet, entre 1985 et 2005, 50% des médicaments nouvellement 

introduits sur le marché étaient des produits naturels3. Ainsi, de leur découverte 

jusqu’à leur utilisation thérapeutique croissante, les métabolites secondaires ont 

permis à l’espérance de vie d’être doublée au cours du 20ème siècle3.  

II. Les polykétides 

 Les polykétides constituent une grande classe de métabolites secondaires issus 

des bactéries, plantes et champignons. Ces composés sont caractérisés par leurs 

activités biologiques (Figure 2), que ce soit antibiotique (érythromycine A), 

immunosuppresseur (rapamycine), anticancéreux (épothilone), antifongique 

(amphotéricine) ou encore anticholestérolémique (lovastatine). Les produits 

pharmaceutiques dérivés de polykétides rapportent énormément à l’industrie 

pharmaceutique. Par exemple, six polykétides découverts récemment et utilisés en 

thérapeutique (la lovastatine, la pravastatine, la simvastatine, la clarithromycine, 

l’azithromycine et le sirolimus) rapportent chaque année 15 milliards de dollards 

(Natural product pharmaceuticals - the third generation, McCullagh, 2008). Les 

polykétides jouent donc un rôle important dans le domaine médical et présentent un 

grand intérêt économique. 

En plus de leur grande diversité de fonction, les polykétides présentent une riche 

variété de structures (Figure 2). En regard des molécules de synthèse utilisées en 

médecine, ils possèdent une complexité structurale bien plus élevée4 (Figure 3). En 

règle générale, les polykétides sont des molécules rigides caractérisées par une densité 

de groupements fonctionnels élevée ainsi que par une stéréochimie bien définie.  
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Figure 2 : Exemples de la complexité et de la diversité des polykétides et de leur fonction associée. 

 

 

Figure 3 : Comparaison des molécules issues de synthèse et de biosynthèse utilisées en médecine4 (adapté par KJ Weissman). 
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La découverte de nouvelles structures de polykétides s’avère donc être une des 

stratégies intéressantes dans le but d’obtenir de nouvelles molécules à potentiel 

médical. Pour ce faire, trois approches sont possibles : la découverte de nouveaux 

polykétides dans la biosphère, la synthèse/hémi-synthèse chimique (la modification 

des structures existantes par la chimie synthétique) ou l’ingénierie génétique des voies 

de biosynthèse, une approche désignée sous le terme de « biologie synthétique »5. Cette 

dernière approche semble être prometteuse pour aboutir à la découverte de nouveaux 

polykétides, même si les deux premières restent les plus efficaces à présent. Cependant, 

elle nécessite de comprendre en détail les chemins biosynthétiques afin d’envisager 

une ingénierie efficace. 

III. Les polykétide synthases (PKS) 

 Les polykétides sont biosynthétisés par un ensemble de protéines. Les 

polykétide synthases, sont responsables de la biosynthèse du squelette du polykétide. 

Ensuite des enzymes dites « post-PKS », avec des activités très variées, réalisent la 

modification du squelette de manière à former un polykétide actif. 

Les PKS sont des enzymes qui réalisent les différentes étapes d’assemblage des 

polykétides via la condensation de simples blocs de construction, des unités acyl-CoA. 

Elles sont composées d’un ou plusieurs domaines, qui permettent de sélectionner les 

blocs de construction qui serviront à la synthèse des polykétides, puis de les incorporer 

dans la chaîne en croissance et de les modifier. La manière chimique dont sont 

synthétisés les polykétides est fortement homologue à la synthèse des acides gras, la 

lipogenèse, par les acide gras synthases (FASs : Fatty Acid Synthases). Cette homologie 

de mécanisme est corrélée à une homologie au niveau de la séquence primaire de ces 

deux types de synthases qui démontre qu’elles possèdent une origine commune en 

terme d’évolution. 

III.1 Découverte et organisation génique  

Le développement du génie génétique et de ses outils a permis de caractériser 

l’organisation génique des PKS. Les travaux réalisés sur l’ADN génomique de 

Streptomyces coelicolor, souche responsable de la synthèse de l’actinorhodine, ont 

permis de mettre en évidence l’organisation en cluster des gènes codant les PKS. Tout 

d’abord, des mutations au niveau de l’ADN génomique ont permis de localiser la partie 
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génique responsable de la biosynthèse de l’actinorhodine par observation de la perte 

de la couleur bleue caractéristique du polykétide au niveau des colonies obtenues6. 

Ensuite, des mutations ont été réalisées à l’intérieur de la partie génique identifiée 

précédemment et six phénotypes directement liés à la biosynthèse du polykétide ont 

été mis en évidence. Chacun de ces phénotypes résulte de mutations localisées au sein 

d’un même locus, suggérant la présence d’au moins six gènes intervenant au niveau de 

la synthèse de l’actinorhodine et regroupés en cluster7.  

Par la suite, le cluster a été séquencé entièrement et a permis l’obtention de la 

structure primaire de la PKS8 (Figure 4). Sa composition en domaine a été déterminée 

par comparaison avec des protéines homologues et notamment les FAS, au niveau de 

trois protéines discrètes qui collaborent pour synthétiser le polykétide. 

 

 

Figure 4 : a : Cluster de gène de la PKS biosynthétisant l’actinorhodine. Les gènes codant les trois protéines qui constituent la PKS 
sont en orange, ceux de régulation en vert, ceux de résistance à l’actinorhodine en rouge et ceux qui codent les protéines de 
modification en bleu. b : Biosynthèse de l’actinorhodine. Les protéines codées par les gènes du cluster sont indiquées pour chaque 
étape de la biosynthèse8. 

Suite à l’identification de ce cluster de gènes, des études ont portées sur 

l’identification du cluster de gènes de la PKS biosynthétisant l’antibiotique 

érythromycine A, qui deviendra par la suite un modèle d’étude. Pour se faire, deux 

types d’approches ont été utilisées9,10. Toutes deux sont basées sur l’hypothèse selon 

laquelle le cluster de gènes responsable de la biosynthèse du polykétide se situe à 

proximité du gène responsable de son auto-résistance. L’érythromycine agit en tant 

qu’antibiotique en se liant à la sous-unité 50S du ribosome, inhibant ainsi la croissance 
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bactérienne. Pour se préserver de son polykétide, le cluster codant l’érythromycine 

contient le gène ermE codant une ARNr méthylase, qui catalyse une méthylation, chez 

Saccharopolyspora erythraea11. 

Pour identifier le cluster, une première étude s’est basée sur les travaux 

concernant l’actinorhodine. Une région au sein du génome de S. erythraea a été mise 

en exergue car elle provoquait l’inhibition de la biosynthèse du polykétide une fois 

mutée. Les mutations ont été effectuées à proximité de la région qui code la résistance 

à l’érythromycine A. Cette zone du génome bactérien a été séquencée de part et d’autre 

et a permis d’identifier les gènes de la PKS9. La deuxième approche, également basée 

sur la région de résistance à l’érythromycine A, a consisté à découvrir le cluster de gènes 

en parcourant le chromosome à proximité du gène ermE et en cherchant des séquences 

possédant une forte similarité avec d’autres PKS (de type II notamment) ou bien des 

FAS10. 

Le cluster de gènes responsable de la synthèse de l’érythromycine a donc été 

caractérisé. Il s’étend sur 56 kb. Il est composé de trois ORF eryAI, eryAII et eryAIII 

codant les trois sous-unités qui forment la PKS, elles-mêmes composées de plusieurs 

domaines. Ce cluster comprend évidemment le gène ermE, ainsi que les gènes codant 

des enzymes intervenant lors des modifications post-PKS du polykétide qu’il s’agisse 

de la méthylase, des hydroxylases, des glycosyltransférases et des enzymes intervenant 

dans la biosynthèse de ses glucides transférés (Figure 5). 

 

Figure 5 : Représentation du cluster de gènes responsable de la synthèse de l’érythromycine A chez S. erythraea. En rouge sont 
indiqués les gènes de la PKS, en orange les gènes des enzymes de la synthèse des glucides, des glycosyltransférases et de la 

méthylase, en violet les gènes des hydroxylases et en vert, le gène conférant la résistance (Weissman KJ). 
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III.2 Classification et fonctionnement 

 L’analyse du cluster de la PKS biosynthétisant l’érythromycine A (DEBS) a tout 

de suite mis en avant que cette classe de polykétides est synthétisée par un type 

d’enzyme différent de celui biosynthétisant l’actinorhodine. En effet, DEBS est 

composée de domaines fonctionnels regroupés au sein de gigantesques multienzymes 

alors que la PKS de l’actinorhodine est composée de trois protéines discrètes. Plusieurs 

types de PKS sont alors définis : le type I dont DEBS fait partie, le type II avec la PKS 

de l’actinorhodine et enfin le type III qui est composé d’une seule protéine qui réalise 

toute les tâches d’assemblage. Ce classement tient compte de la nature des produits 

obtenus : les types II et III conduisent à des polykétides aromatiques tandis que le type 

I permet d’obtenir des polykétides réduits ou complexes que ce soit des macrocycles, 

des polyéthers ou des polykétides linéaires12. Enfin le mode opératoire, de type 

modulaire ou itératif, définit également les catégories de PKS.  

 Les PKS de type I et II présentent des caractéristiques similaires avec les 

enzymes de la biosynthèse des acides gras, contrairement au type III. Ainsi, avant de 

commencer la description de chaque type de PKS et son fonctionnement, il est 

approprié de mettre encore un peu plus en avant l’origine commune des PKS et des 

FAS, en décrivant la synthèse des acides gras. 

La lipogenèse est un ensemble de réactions intervenant au sein du métabolisme 

primaire. Il s’agit d’un processus permettant la formation d’acides gras via la 

condensation répétée de deux composés réalisée grâce aux acides gras synthases 

(FASs). Tous les types de FASs sont composés de plusieurs domaines communs : 

malonyl-acétyl transférase (MAT), acyl carrier protein (ACP), kétosynthase (KS), 

kétoréductase (KR), déshydratase (DH), énoyl réductase (ER) et thioestérase (TE). Au 

sein des bactéries, ces domaines sont séparés (FAS de type II) tandis que chez les 

mammifères ils sont liés covalemment et forment ainsi des protéines 

multifonctionnelles (FAS de type I). La synthèse des acides gras débute par le 

chargement d’un acétyl-CoA sur le domaine ACP via le domaine MAT. L’acétyl est 

ensuite lié au domaine KS pour être condensé avec une molécule d’extension, le 

malonate, qui est également choisit par le domaine MAT et lié à l’ACP. Puis il y a 

modification de l’unité d’extension nouvellement ajoutée par l’action séquentielle des 

domaines KR, DH et ER. Le domaine KR réalise la réduction de la fonction cétone en 

 pour donner un hydroxyle. Le domaine DH réalise quant à lui l’élimination de 

l’hydroxyle via la formation d’une double liaison. Enfin le domaine ER réduit la double 
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liaison formée par le domaine DH pour donner une liaison simple. La chaîne en cours 

de croissance est agrandie de manière itérative, par ajout de nouvelles molécules de 

malonate, jusqu’à obtention de l’acide gras de longueur approprié qui sera alors libéré 

par le domaine TE (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Représentation de la synthèse des acides gras13. MAT : malonyl-acétyl transférase, ACP : acyl carrier protein, KS: 
kétosynthase, KR : kétoréductase, DH : déshydratase, ER : énoyl réductase, TE: thioestérase. 

III.2.1 Les PKS de type III 

Ce type de PKS, également appelée chalcone et stilbène synthases, est 

ubiquitaire chez les plantes ; elle intervient au sein de la première étape de la 

biosynthèse des flavonoïdes14. Néanmoins, elle est également présente chez les 

bactéries et champignons. Ce type d’enzyme montre une architecture simple, c’est-à-

dire composée d’une kétosynthase homodimérique multifonctionnelle, contrairement 

aux PKS de type I et II qui présentent une organisation multienzymatique. Les PKS de 

type III sont dites itératives puisqu’elles utilisent ce seul site actif de KS pour réaliser 

la condensation répétée de plusieurs acyl-CoA afin de former le polykétide. A la fin de 

ces condensations répétées, il se produit une étape de cyclisation puis une étape de 

modification du produit formé via des enzymes post-PKS. Contrairement aux PKS de 

type I et II pour lesquelles les unités d’extension qui seront condensées sont fixées au 

niveau d’une ACP, les unités d’extension au sein des PKS de type III restent chargées 

sur des molécules de coenzyme A14 (Figure 7). 
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Figure 7 : Représentation et mode d’action d’une PKS de type III15. 

III.2.2 Les PKS de type II 

Ce type de PKS synthétise notamment une des plus grandes classe 

d’antibiotiques que sont les tétracyclines. A l’instar des PKS de type III, ces enzymes 

sont également itératives. Cependant, celles-ci présentent une organisation plus 

complexe, de type multienzymatique15. Elles possèdent une forte homologie avec les 

acides gras synthases bactériennes que ce soit en terme de mécanisme de l’extension 

de la chaîne mais également en terme de composition en certains domaines.  

 Un assortiment d’enzymes composant une « PKS minimale » est nécessaire afin 

de permettre la synthèse des polykétides (Figure 8). A cette PKS minimale peuvent 

s’ajouter des fonctions enzymatiques supplémentaires telles que des kétoréductases, 

cyclases ou encore aromatases qui réalisent la maturation de la chaîne en cours de 

croissance. La synthèse se réalise par la condensation itérative d’unités malonyl-CoA 

via les deux KS : le domaine KS fournit l’unité de départ, l'acétyl-CoA, obtenu par 

décarboxylation du malonyl-CoA suivie par la protonation de l’énolate formé, tandis 

que le domaine KS catalyse les réactions de condensation entre un malonate et la 

chaîne en croissance. Cette dernière est liée au niveau de la KS. La sélection des unités 

d’extension qui sont transférées à l’ACP, se fait par l’action d’une malonyl-CoA : ACP 

acyltransférase (MCAT). Cependant le gène codant cette dernière enzyme est absent 

du cluster de gènes codant l’ensemble des PKS de type II. Il a donc été proposé que la 

MCAT puisse être celle intervenant dans la biosynthèse des acides gras ou encore que 

les domaines ACP soient capables d’auto-malonylation16. Des enzymes post-PKS 

additionnelles interviennent afin de terminer la formation du polykétide que ce soit 

des oxygénases, ou des glycosyl- et méthyltransférases. 
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Figure 8 : Représentation d’une PKS de type II15. 

III.2.3 Les PKS de type I 

Ce type de PKS est le plus complexe et le plus variable. Il est caractérisé par la 

présence de plusieurs sites actifs au sein de la même chaîne polypeptidique. Son mode 

opératoire est de type soit itératif soit modulaire. De même que le type II, il possède 

une forte homologie en termes de mécanisme et de composition en certains domaines 

avec les FAS de type I.  

Ce type de PKS est composé de modules qui sont eux-mêmes constitués d’un 

ensemble de domaines minimaux nécessaire à l’incorporation d’un nouveau bloc de 

construction : AT, ACP et KS. Des domaines optionnels peuvent s’ajouter à cet 

ensemble de domaines minimaux, pour permettre la modification du bloc de 

construction : les KR, DH, ER et MT. 

III.2.3.1 Les PKS de type I itératives 

Pour les PKS de type I itératives, l’extension de la chaîne du polykétide se réalise 

au sein d’un seul module. Une seule multienzyme est donc utilisée à répétition. Au 

niveau de leurs produits, les PKS itératives permettent la synthèse des acides gras poly-

insaturés à longues chaînes (PUFA) retrouvés notamment au niveau des membranes 

cellulaires de bactéries marines17. Les PKS itératives permettent également la synthèse 

de polykétides de la classe des ènediynes chez les bactéries. Ces enzymes présentent 

une forte homologie de séquence avec celles synthétisant les acides gras poly-

insaturés18. De plus, parmi le règne des champignons figurent trois catégories de PKS 

de type I itératives désignées sous le nom de non-réductrices (NR), partiellement 

réductrices (PR) et hautement réductrices (HR), dépendantes de la composition des 

multienzymes en domaines de modification19.  
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III.2.3.2 Les PKS de type I modulaires 

 Contrairement aux PKS mono-modulaires itératives, les PKS de type I 

modulaires ajoutent des unités d’extension spécifiques au niveau de différents modules 

successifs. Ainsi un module, à l’intérieur d’une grande chaîne polypeptidique, ne 

catalyse la condensation et la modification que d’un acyl-CoA à la chaîne en cours de 

croissance (Figure 9).  

 

Figure 9 : Représentation d’une PKS de type I modulaire19. 

 De ce fait, cette catégorie de PKS, de par sa composition multimodulaire, est 

caractérisée par des hauts poids moléculaires pouvant dépasser un million de Dalton. 

Par exemple, les PKS du système mycolactone MLSA1 et MLSB ont des tailles 

respectives d’environ 1,8 et 1,4 MDa, et comptent parmi les plus grandes enzymes en 

biologie20 (Figure 10).  

 

Figure 10 : Représentation des trois polykétide synthases responsables de la formation de la mycolactone20. La synthèse de la 
mycolactone est réalisée par trois PKS codées par trois gènes : mlsA1, mlsA2 et mlsB. La première PKS, MlsAI, est composée de 

neuf modules (un module de départ et huit d’extension). Avec un poids moléculaire de 1,8 MDa, MLSAI fait partie des plus 
grandes enzymes rencontrées en biologie. 

III.2.3.2.1 Le type cis-AT 

Chez ce type de PKS modulaire, l’ensemble des domaines qui composent un 

module, que ce soit les domaines minimaux (AT, ACP et KS) ou les domaines 
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additionnels (KR, DH ou ER) ou encore le domaine de terminaison (TE), est regroupé 

à l’intérieur de la même chaîne polypeptidique (d’où la désignation cis-AT). 

Commencée à la fin des années 1980, l’étude de la polykétide synthase synthétisant 

l’érythromycine A (nommée « DEBS ») produite chez S. erythraea, a permis de 

proposer un modèle quant au fonctionnement de ces enzymes de type I modulaires. 

Cette PKS s’organise en trois sous-unités : i) DEBS 1, formée du module de 

chargement et des modules 1 et 2 ; ii) DEBS 2, formée des modules 3 et 4 ; et iii) DEBS 

3, formée des modules 5 et 6, ainsi que du domaine thioestérase (TE). A l’intérieur d’un 

même module, les domaines sont séparés par des séquences de liaison (appelées 

« linkers »). Ces séquences peuvent être soit des domaines structuraux, soit des 

séquences de connections flexibles et non-structurées, riches en alanine, proline et 

résidus chargés, de longueur variable. Elles joueraient un rôle structural important et 

donc fonctionnel en améliorant les interactions entre les différents domaines et 

seraient donc essentielles aux mécanismes d’assemblage du polykétide21. 

 La synthèse de l’érythromycine A débute par le recrutement d’un propionate par 

le module de chargement. La synthèse se poursuit au niveau des six modules suivants 

qui réalisent l’extension de la chaîne par ajout de groupements propionates dérivés du 

méthylmalonate. A la fin des six condensations réalisées par les six modules successifs, 

le domaine TE libère le polykétide non-mature en le cyclisant pour donner le 6-

désoxyérythronolide B (6-dEB). Par la suite, le 6-dEB est modifié par 5 enzymes post-

PKS (deux hydroxylases, deux glycosyltransférases et une méthyltransférase) pour 

former l’érythromycine A, la molécule antibiotique10 (Figure 11). 

 Que ce soit pour DEBS ou plusieurs PKS de type cis-AT, une corrélation est 

observée entre la composition en domaines actifs des modules de la PKS et la structure 

du polykétide biosynthétisé. Cette observation est désignée sous le terme de règle de 

colinéarité. Elle met en avant le caractère modulaire et la logique de biosynthèse de ce 

type de PKS qui produit le métabolite sous le principe de la chaîne d’assemblage22. 

Cette théorie conduit à la prédiction du produit formé par une PKS grâce à sa 

composition en modules et elle se révèle être un outil certain pour la synthèse de 

nouvelles biomolécules via la manipulation des gènes codants les PKS. A ce jour, de 

nouveaux polykétides ont pu être créés par la modification de domaines, de modules 

et de sous-unités12.  
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Figure 11 : Représentation de la PKS de l’érythromycine A10 (adapté par KJ Weissman). 

III.2.3.2.2 Le type trans-AT 

Pour ce type de PKS modulaire, l’ensemble des domaines d’un même module ne 

se situe pas exclusivement à l’intérieur d’une même chaîne polypeptidique. Au niveau 

de ces systèmes, le domaine AT, pourtant décrit comme domaine essentiel, y est 

absent. Les ACP sont alors acylés par l’intermédiaire de domaines AT discrets, situés 

en dehors de la PKS. Ce type de PKS a été découvert pour la première fois en 1993 pour 

la PKS biosynthétisant le bacillaene mais aucune trace de polykétide n’avait été 

détectée ne pouvant donc pas prouver que la PKS était bien fonctionnelle23. C’est 

seulement en 2002 que la première PKS trans-AT, avec un polykétide identifiable, a 

été caractérisée. Il s’agit de la PKS biosynthétisant la pédérine, une toxine, chez le 

coléoptère Paederus24. C’est ainsi que l’hypothèse de l’existence d’un domaine AT 

discret agissant en trans a été émise. Cette hypothèse sera par la suite confirmée par la 

découverte d’un gène codant un domaine AT à l’intérieur du cluster de gènes 

responsable de la biosynthèse de la leinamycine. L’étude de cette PKS a notamment 

aidé à la compréhension du mécanisme des PKS de type trans-AT. Le domaine AT 

discret a été qualifié d’indispensable à la biosynthèse du polykétide et responsable de 

l’acylation des ACP de chaque module constituant la PKS et ce de manière itérative, via 
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le chargement de malonate. Le fait que le domaine AT agisse de manière itérative induit 

donc que les différents domaines ACP de la PKS seront acylés par la même unité 

d’extension. Ce type de PKS se définirait ainsi comme un hybride de PKS de type I et 

de type II. Afin de diversifier ces unités d’extension, des domaines MT permettent la 

méthylation du centre  de l’intermédiaire nouvellement formé par transfert de 

méthyle de la S-adénosylméthionine (SAM)25. 

Ce type de PKS a également la particularité de présenter une plus grande 

diversité au niveau de ces modules que ce soit au niveau de l’ordre des domaines, la 

répétition de domaines, la présence de nouveaux types de domaines, la présence de 

modules de synthèse de peptides non ribosomiques (NRPS) ou encore de modules 

découpés sur plusieurs chaînes polypeptidiques26. 

Un exemple de polykétide synthase de type trans-AT est celui de la PKS 

synthétisant la virginiamycine M chez S. virginiae. Ce polykétide est classé parmi les 

streptogramines de type A. C’est un antibiotique qui inhibe la synthèse peptidique en 

empêchant la fixation des aminoacyl-ARNt au ribosome en se liant au niveau des sites 

A et P de sa sous-unité 50S. S. virginiae est également responsable de la biosynthèse 

d’un autre antibiotique, la virginiamycine S. Ce dernier possède un autre mode d’action 

et fait partie des streptogramines de type B. Il va également se fixer au niveau des sites 

A et P du ribosome mais en empêchant cette fois-ci la création de la liaison peptidique. 

L’utilisation synergique de ces deux types d’antibiotique permet d’augmenter l’effet 

bactériostatique de chaque type de virginiamycine pris séparément27. La 

virginiamycine S est constituée d’un cycle de six acides aminés alors que la 

virginiamycine M est un macrolide, hybride polykétide/peptide26. En effet, la PKS 

responsable de sa biosynthèse est composée de sept modules PKS et de deux modules 

NRPS28. Les cinq premiers modules sont portés par la chaîne polypeptidique VirA, les 

modules six et sept par la chaîne polypeptidique VirFG29 et les modules huit et neuf 

par la chaîne polypeptidique VirH. Le dixième module qui permet l’ajout de la proline 

est, quant à lui, déduit puisqu’il n’a pas pu être identifié dans la région génomique 

séquencée. Une autre particularité de cette PKS réside dans les domaines dupliqués à 

l’intérieur de plusieurs modules. C’est notamment le cas pour les modules 1 et 5 qui 

présentent deux domaines ACP et le module 8 qui présente deux domaines peptidyl 

carrier protein (PCP) ainsi que deux domaines hétérocyclases (HC). Ce système 

comprend également des protéines discrètes. Tout d’abord, le domaine trans-AT VirI 

qui acyle les ACP au niveau des modules PKS, le domaine phosphopantéthéinyl 
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transférase VirK qui transfère un bras phosphopantéthéine sur les ACP afin de former 

les enzymes sous forme holo capables de porter des groupements acyles, et la 

thioestérase de type II VirJ qui permet l’hydrolyse des unités d’extension 

décarboxylées ou d’intermédiaires de synthèse en cours de croissance portants des 

erreurs30. Enfin cinq protéines, VirAB29, VirB, VirC, VirD et VirE, constituent la 

cassette de -modification et réalisent une réaction de -méthylation au niveau du 

carbone  du polykétide en cours de croissance au sein du module 5. A la fin de la 

synthèse par la PKS, le produit est libéré par cyclisation puis une déshydrogénase 

(proposée être VirM) modifie la proline pour obtenir le produit final, la virginiamycine 

M (Figure 12). 

 
Figure 12 : Représentation de la PKS responsable de la synthèse de la virginiamycine M29. 

III.2.3.2.3 Différence évolutive des PKS de type cis et 

trans-AT 

Pour les PKS de type trans-AT, le lien entre la séquence de la PKS (ou la 

composition en domaine) et la structure du polykétide n’est pas aussi évident que pour 

les PKS de type cis-AT. Néanmoins, la prédiction des produits attendus de ces PKS s’est 

améliorée grâce à la classification des domaines KS en différents groupes 

phylogénétiques (des clades)31. En effet, des études de séquences protéiques ont été 
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conduites à partir de 138 modules de PKS provenant de systèmes trans-AT. Les 

différents alignements de séquences ont permis de classer les domaines KS en 16 clades 

différents. Ainsi, les 138 domaines KS répartis au niveau de ces clades ont été analysés 

en regard de leur substrat respectif, prédit via la structure du polykétide obtenu. Il 

s’avère que les domaines KS à l’intérieur de chaque clade possèdent la même spécificité 

de substrat. Par conséquent, l’identité de la structure générée en positions  et  par le 

module en amont peut être prédite suivant la catégorisation des domaines KS à 

l’intérieur des 16 clades. Par exemple, pour l’unité de départ de la synthèse du 

polykétide, deux types de KS appartenant à deux types de clades différents existent : 

les KS du clade VI qui ont comme substrat des unités acétyles et les KS du clade XIII 

qui acceptent des fractions oléfiniques. Ensuite, au niveau des unités d’extension, les 

domaines KS des clades II, IV et VIII possèdent des substrats hydroxylés en position 

, ceux des clades IX, XI et XII des substrats de type oléfinique ou encore ceux du clade 

VII qui réaliseront la condensation de substrat oléfinique méthylé en position . Cette 

étude, au niveau des domaines KS, permet donc la prédiction de structure du 

polykétide à partir de la séquence de la PKS. 

Au niveau de ces PKS, l’alignement des domaines a également démontré 

l’existence de clades pour les domaines MT, tandis que pour les domaines ACP, KR et 

DH, aucun clade n’a pu être identifié. De plus, l’alignement des différents domaines KS 

à l’intérieur d’un système PKS révèle que l’ensemble de ces domaines ne se retrouve 

pas au niveau du même clade. Ces observations éclaircissent l’origine évolutive de ces 

PKS ; en effet la faible similarité de séquence entre ces domaines KS suggère des 

phénomènes de transferts horizontaux de gènes entre bactéries31. Contrairement aux 

PKS de type trans-AT, celles de type cis-AT proviendraient de duplication de gènes et 

recombinaison entre modules du même système et d’autres PKS au sein de l’hôte32. En 

effet, l’alignement des domaines KS d’une même PKS montre que ceux-ci se situent à 

l’intérieur d’un même clade. Les deux types de PKS cis- et trans-AT ont donc évolué de 

manière convergente en ayant dérivé des FAS (Figure 13). 
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Figure 13 : Représentation des arbres phylogénétiques des domaines KS a) des PKS de type cis-AT de l’avermectine (vert) et du 
macrolide polyène (bleu) et b) des PKS trans-AT de myxovirescine (rose) et leinamycine (rouge). Chaque KS de système cis-AT 

est à l’intérieur d’un clade contenant l’ensemble des domaines KS de la PKS, tandis que les KS d’une même PKS de système 
trans-AT sont présentes à l’intérieur de plusieurs clades différents. Ceci met en avant les origines évolutives différentes de ces 

systèmes31. 

III.3 Ingénierie des polykétide synthases 

Comme décrit précédemment, le caractère modulaire de certaines PKS, de type 

I et cis ou trans-AT, ainsi que la règle de colinarité qui relie intimement la structure du 

polykétide biosynthétisé avec la composition en domaines actifs des modules de la 

PKS, font de ces enzymes d’excellentes candidates pour des études d’ingénierie dans le 

but de produire des analogues de polykétides natifs avec de nouvelles activités.  

Plusieurs stratégies ont été mises en place afin de créer une bibliothèque de 

polykétides non naturels en se basant sur la manipulation des clusters de gènes codant 

les PKS de type modulaires. Les différentes méthodes employées à ce jour 

comprennent la mutagenèse, la délétion/inactivation, substitution ou encore l’addition 

de domaines individuels33. La mutagenèse est la méthode la moins drastique qui 

permet de modifier la sélection des unités de départ et d’extension ainsi que l’état de 

réduction du polykétide en réalisant respectivement des modifications au niveau des 

sites actifs des domaines AT et des domaines optionnels34. La délétion ainsi que 

l’addition de domaines permettent de moduler le degré de modification en position 

et  du polykétide et ne concernent qu’un sous-jeu des domaines (KR, DH, ER ou 

a b 
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encore MT pour les PKS de type trans-AT). La substitution est appliquée au niveau des 

domaines AT afin d’altérer le recrutement des unités de départ et d’extension, et donc 

de modifier le degré de ramification de la chaîne polykétidique, mais également au 

niveau des domaines KR, DH et ER afin de changer la stéréochimie du produit réduit. 

L’obtention de produits pour quelques-unes de ces PKS modifiées montre une certaine 

malléabilité de ces systèmes. Néanmoins, les rendements obtenus in vivo sont plus 

faibles avec les différents mutants que pour la protéine sauvage5. Ceci peut être 

expliqué par plusieurs hypothèses : une modification voire une instabilité structurale 

engendrée par les changements effectués au niveau de la protéine, une baisse de la 

réactivité intra-modulaire causée par une diminution de la communication inter-

domaines, ou encore une baisse de réactivité des différents domaines vis-à-vis du 

polykétide modifié en certaines positions contrairement au produit natif. 

D’autres stratégies ont également été mises en place pour contrer ces trois 

problèmes. Par exemple, au lieu d’effectuer des changements au niveau des domaines 

qui engendrent des problèmes structuraux ou de communication à l’intérieur des 

modules, l’approche consiste à interchanger/insérer des modules entiers35,36. Ce type 

d’expérience a été réalisé au sein de la PKS DEBS, entre autres. Les PKS recombinantes 

issues de ces expériences étaient fonctionnelles, et ce notamment grâce à l’optimisation 

des linkers présents entre chaque module et essentiels à la communication inter-

modulaire. Ainsi les modules insérés dans leur contexte non natif présentaient une 

tolérance envers le substrat en amont qui permet un transfert entre les domaines ACPn-

1 et KSn. Cependant cette stratégie présente également ses limites avec de faibles 

rendements. 

Pour pallier ces difficultés, plusieurs points restent à éclaircir sur la biosynthèse 

des polykétides afin d’avoir recours à une ingénierie efficace. Cinq aspects de la 

machinerie, que nous étudions au sein de notre laboratoire, doivent être mieux 

compris : i) comprendre les mécanismes catalytiques de chacun des domaines et 

résoudre leurs structures seuls ou en complexe ; ii) étudier les interactions inter-

domaines essentielles au bon fonctionnement de la catalyse, c’est-à-dire les 

interactions entre les domaines catalytiques KS, AT, KR, DH, ER et MT et le domaine 

ACP porteur de la chaîne acyle en cours de synthèse et comprendre comment les 

domaines agissent ensemble au sein d’un module pour contrôler la stéréochimie du 

polykétide ; iii) avancer sur la compréhension de la structure modulaire qui révèlera 

l’agencement des domaines entre-eux de manière à appréhender les interactions et 
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mouvements conformationnels indispensable à la catalyse ; iv) comprendre comment 

les sous-unités présentes au sein de chaque PKS arrivent à communiquer entre elles de 

façon efficace et specifique ; cela implique l’étude des domaines de docking essentiels 

à ces interactions ; et v) étudier les enzymes post-PKS afin d’établir les relations 

structure/fonction permettant de mieux employer ces catalyseurs pour diversifier les 

structures de polykétides ou en tant qu’outils en biologie synthétique. Par la suite, ces 

cinq points vont être développés. 

IV. Domaines fonctionnels des PKS de type I 

 Dans cette partie seront présentées les connaissances actuelles sur les structures 

et mécanismes des domaines retrouvés au sein de ces enzymes. 

IV.1 Les domaines acyltransférase 

 Les domaines acyltransférase (AT) sont des domaines enzymatiques 

responsables du recrutement des différents blocs de constructions nécessaires à la 

formation du polykétide. Ce sont des enzymes monomériques d’environ 300 résidus 

subdivisées en deux domaines : un domaine catalytique, composé de 240 résidus, qui 

possède un repliement / hydrolase et un domaine ferredoxin-like de 60 résidus 

composé d’une structure 37 (Figure 14). 

 

Figure 14 : Structure du domaine AT du module 5 de DEBS37. 
En rouge est représenté le domaine ferredoxin-like, en vert le domaine catalytique, et en bleu la sérine catalytique et l’histidine 

impliquées dans la catalyse. 

 Au cours de la biosynthèse du polykétide, les domaines AT vont recruter l’unité 

de départ de biosynthèse du polykétide ou les unités d’extension. Chaque domaine AT 
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est normalement spécifique d’un seul substrat. Cependant certains domaines AT sont 

capables de recruter des substrats différents, comme celui du module 12 de la PKS 

biosynthétisant la stambomycine qui peut charger un 4-méthylhexyl-CoA, un 4-

méthylpentyl-CoA, un 5-méthylhexyl0-CoA ou un hexylmalonyl-CoA38. Ces substrats 

sont liés à du coenzyme A de manière à les activer afin de faciliter leur recrutement par 

l’AT en étant un bon groupement partant. Ce recrutement se fait par une réaction 

d’acylation impliquant un mécanisme catalytique similaire à celui des protéases à 

sérine. Dans un premier temps, une histidine réalise une catalyse basique générale au 

niveau de l’hydroxyle d’une sérine afin de l’activer. L’alcoolate ainsi généré fait une 

attaque nucléophile sur le carbone de la fonction thioester du substrat, conduisant à 

un état intermédiaire dont la charge négative est stabilisée par un site oxyanion. La 

charge négative se rabat et provoque le départ du CoA, conduisant à la formation d’un 

domaine AT lié à son substrat39 (Figure 15). 

 

Figure 15 : Représentation de la réaction d’acylation catalysée par le domaine AT39. 

IV.2 Les domaines acyl carrier protein 

 Les domaines acyl carrier protein (ACP) sont les domaines qui vont servir à 

porter le substrat au cours des cycles de synthèse sur la PKS ; ils sont comparés au 

support solide en synthèse chimique. Les ACP sont des petits domaines de 80 résidus 

dont la structure est composée d’un fagot de quatre hélices  (Figure 16). La forme 

active de la protéine est modifiée au niveau d’une sérine spécifique par un bras 

phosphopantéthéine, conduisant à la forme holo de l’ACP. Le substrat sera porté par 

l’ACP au niveau de ce cofacteur. Ceci amène de la flexibilité et permet ainsi au substrat 

de pouvoir interagir avec d’autres domaines de la PKS en plus des mouvements de 

l’ACP à l’intérieur de son module.  
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Figure 16 : Structure du domaine ACP5b du module 5 de la PKS biosynthétisant la virginiamycine M, modifié par la 
phosphopantéthéine au niveau de la sérine conservée (B Chagot, données non-publiées). 

 Comme décrit précédemment, au cours de la biosynthèse du polykétide, le 

domaine AT sélectionne le substrat. Ensuite, il le transfère sur la fonction thiol du bras 

phosphopantéthéine, en catalysant une attaque du thiolate au niveau du carbone de la 

fonction ester formée par la sérine catalytique du domaine AT et le substrat. L’oxyanion 

formé est stabilisé par un site oxyanion. La charge négative se rabat et induit le départ 

du domaine AT, engendrant la formation d’un ACP acylé39 (Figure 17). 

 

Figure 17 : Représentation de la réaction d’acylation de l’ACP catalysée par le domaine AT39. 

IV.3 Les domaines kétosynthase 

 Les domaines kétosynthase (KS) sont les domaines responsables de la 

condensation des unités de construction du polykétide entre-elles en catalysant la 

formation de liaisons carbone-carbone. Ce sont des domaines homodimériques. Un 

monomère est composé d’environ 430 résidus et possède un repliement de type 

thiolase composé d’une succession d’hélices  et de feuillets  () (Figure 18). 

L’activité enzymatique est assurée par une triade catalytique composée d’une cystéine 

et de deux histidines40. 
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Figure 18 : Structure du dimère de la KS du module 3 de DEBS. En rouge sont indiquées les cystéines catalytiques à l’interface 
des deux monomères40. 

Durant la biosynthèse, les domaines KS portent le polykétide en cours de 

synthèse et réalisent la condensation entre ce dernier et un bloc de construction lié à 

l’ACP du même module. A ce jour, aucun mécanisme catalytique n’a été étudié sur des 

domaines KS de PKS. Etant donnée l’homologie entre les PKS et les FAS, le mécanisme 

proposé est basé sur un domaine KS modèle de FAS41. Cette réaction se réalise en deux 

étapes. En premier lieu, le polykétide lié au domaine ACP du module précédent est 

transféré au niveau du domaine KS. Cette étape est produite par l’attaque du 

groupement thiolate de la cystéine catalytique sur le carbone de la fonction thioester 

formée par le polykétide et la phosphopantéthéine du domaine ACP. La charge 

négative développée est stabilisée par un site oxyanion, formé par la chaîne 

polypeptidique. Ensuite, les électrons se rabattent et il y a départ de l’ACP 

phosphopantéthéinylé qui engendre la formation d’un domaine KS portant le 

polykétide en croissance. Durant cette première étape, seule la cystéine catalytique 

intervient ; les deux histidines ne sont pas impliquées (Figure 19). L’attaque 

nucléophile de la cystéine catalytique est permise par l’abaissement du pKa de son 

groupement thiolate grâce à la proximité du macrodipôle d’une hélice . 
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Figure 19 : Première étape du mécanisme de condensation du domaine KS. Le polykétide en cours de croissance est transféré de 
l’ACP au domaine KS41 (adapté par KJ Weissman). 

 Ensuite, le domaine KS réalise la réaction de condensation entre le polykétide 

et l’unité d’élongation recrutée. Cette réaction se déroule en deux étapes. La première 

est la décarboxylation de l’unité d’extension. Elle implique une attaque nucléophile par 

une molécule d’eau activée par catalyse basique générale via une histidine de la triade 

catalytique, générant un intermédiaire tétraédrique qui est stabilisé par la deuxième 

His. Les électrons se rabattent et ensuite il y a catalyse acide générale de cette même 

histidine. La deuxième étape est la formation de la liaison carbone-carbone qui débute 

par la catalyse basique générale d’une histidine pour activer l’énolate. Enfin, les 

électrons se rabattent, ce qui permet de libérer le produit nouvellement condensé du 

domaine KS41 (Figure 20).  

 

Figure 20 : Réaction de condensation entre le polykétide en cours de synthèse et une unité d’extension. Celle-ci se déroule en 
deux étapes : a) décarboxylation ; et b) formation de la liaison carbone-carbone41 (adapté par KJ Weissman). 
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IV.4 Les domaines kétoréductase 

 Les domaines kétoréductase (KR) sont responsables de la réduction de la 

fonction cétone du polykétide en position  en cours de synthèse. Ce sont des domaines 

monomériques composés d’environ 450 résidus. Ils se constituent de deux sous-

domaines : un domaine catalytique qui comprend 250 résidus et un domaine structural 

composé de 200 résidus. Ces deux domaines possèdent un repliement de type 

Rossmann-fold42 (Figure 21), et donc le domaine global KR présente un aspect de 

pseudo-homodimère. 

 

Figure 21 : Structure de la KR du module 1 de DEBS. Elle est composée de deux domaines : le domaine structural en gris et le 
domaine catalytique en orange. En rouge sont représentés les résidus impliqués dans la catalyse et en bleu le NADPH43. 

 Les KR ont pour rôle de modifier le polykétide en cours de synthèse au niveau 

de la position  et de la position  dans certains cas également. Le domaine réduit ainsi 

la fonction cétone présente en position  par l’intermédiaire d’un relai proton orchestré 

par quatre résidus catalytiques et le cofacteur réduit NADPH44. La réduction se fait par 

transfert d’hydrure 4-pro-S du cofacteur sur la fonction cétone suivi par une catalyse 

acide générale de la tyrosine45. Ce transfert est facilité par la sérine et la tyrosine qui 

augmentent le caractère électrophile de la fonction cétone. La tyrosine est stabilisée 

par la lysine du site actif qui est en interaction avec une molécule d’eau positionnée par 

une asparagine du site actif. La catalyse acide générale de la tyrosine induit un relai de 

proton entre ces résidus et des molécules d’eau (Figure 22). 

Les domaines KR sont également responsables de l’épimérisation au niveau du 

carbone  du polykétide en cours de synthèse46. Néanmoins, cette caractéristique n’est 

pas commune à toutes les KR. Cependant à l’heure actuelle, aucun résidu n’a été 
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identifié comme résidu catalytique conservé. Durant ma thèse, un des objectifs a été 

d’obtenir la structure d’une KR épimérisante en complexe avec le substrat et le 

cofacteur afin d’identifier le ou les acides aminés impliqué(s) dans la réaction 

d’épimérisation. 

 

Figure 22 : Réaction de réduction de la fonction cétone du polykétide, lié à l’ACP, par la KR. Elle est réalisée par un transfert de 
proton faisant intervenir quatre résidus au sein du site actif et le cofacteur NADPH (positionné derrière le substrat)43,44 (adapté 

par KJ Weissman). 

IV.5 Les domaines déshydratase 

 Après la réduction de la fonction cétone en hydroxyle en position  par le 

domaine KR, le polykétide lié à l’ACP peut subir une réaction de déshydratation si le 

module comprend un domaine déshydratase (DH). Ceci conduira à la formation d’une 

double liaison entre les positions  et  et à la perte de l’hydroxyle en position . Les 

domaines DH se composent de 280 résidus et ont un repliement double hot-dog (deux 

hélices  entourées chacune de feuillets ) homodimérique47 (Figure 23). 
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Figure 23 : Structure d’un monomère de la DH du module 4 de DEBS composée de deux hélices  entourées de feuillets  dont le 
repliement est appelé double hot-dog où l’hélice est la saucisse et les feuillets le pain. En rouge sont indiqués les résidus 

impliqués dans la catalyse : un aspartate et une histidine47. 

 La réaction de déshydratation est supposée se faire par catalyse basique 

générale de l’histidine sur un proton en position , conduisant à la formation d’une 

double liaison et au départ de l’hydroxyle en position  réalisé par l’aspartate, grâce à 

une catalyse acide générale47 (Figure 24). Cependant, le mécanisme est sujet à débat. 

En effet, selon une autre hypothèse, l’acide aspartique ne serait pas impliqué dans la 

catalyse acide48. 

 

Figure 24 : Propostion du mécanisme de la réaction de déshydratation catalysée par le domaine DH47. Cette étape intervient 
après la modification du polykétide par le domaine KR. L’histidine catalytique arrache un proton en position , formant une 

double liaison et induisant le départ d’une molécule d’eau de la position  catalysé par l’aspartate catalytique. 
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IV.6  Le s  do m ain e s  é n o yl ré ductase  

 Les domaines énoyl réductase (ER) sont les domaines qui vont réduire la double 

liaison générée par les domaines DH. Cette réaction se fait par l’intermédiaire du 

cofacteur du domaine ER, le NADPH. Lors de l’acte catalytique, l’ER réalise le transfert 

d’hydrure 4-pro-R  du NADPH  sur le carbone  du système insaturé, qui entraîne la 

formation d’un énolate. L’énolate est ensuite protoné de façon stéréospécifique49 par 

une catalyse acide générale d’une tyrosine ou encore une lysine activée par un 

aspartate, suivant le type de domaine ER42, conduisant à une double liaison (Figure 

25).   

 

Figure 25 : Réaction de réduction catalysée par le domaine ER. La réduction du système insaturé par transfert d’hydrure du 

NADPH est suivi par une protonation stéréospécifique qui implique une Tyr (catalyse acide générale) (ou bien une lysine activée 

par un aspartate selon l’ER)42. 

 Les ER sont des domaines de 310  résidus, dimériques au sein des FAS et 

monomériques pour les PKS50 . Ils sont composés de deux sous-domaines : celui de 

fixation du substrat qui compte 170  résidus et celui faisant 140  résidus qui fixe le 

nucléotide cofacteur NADPH. Le site actif se situe à l’interface des deux sous-domaines 

(Figure 26).  
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Figure 26 : Représentation de la structure du domaine ER du module 2 de la PKS biosynthétisant la spinosyne chez S. spinosa. 
En vert, le domaine fixant le substrat, et en gris, le domaine fixant le NADPH. En rouge sont représentés les résidus 

catalytiques : une tyrosine, une lysine et un aspartate50. 

IV.7 Les domaines méthyltransférase 

 Les domaines méthyltransférase (MT) sont les domaines responsables de la 

méthylation du carbone en position  sur un polykétide en cours de croissance et qui 

possède une cétone en position . Les domaines MT sont monomériques et 

comprennent deux sous-domaines : un domaine de 130 résidus fixant le substrat et un 

autre de 190 résidus fixant le coenzyme SAM. La seule structure de domaine MT 

résolue est celle de la FAS de mammifères51 (Figure 27). 

 

Figure 27 : Représentation du domaine MT de la FAS porcine. En orange est indiqué le domaine fixant le substrat et en jaune le 
domaine fixant la SAM51. 

 La méthylation en position  permet d’augmenter la diversité des unités 

d’extension, notamment au niveau des systèmes de type I itératifs ou dans le cas des 
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PKS de type trans-AT, où l’acyl-CoA sélectionné est toujours le même. Le transfert de 

méthyle se fait via le cofacteur SAM. La réaction commence par une catalyse basique 

générale au niveau d’un hydrogène lié au carbone  et la formation d’un énolate. Après 

attaque nucléophile de l’énolate sur le groupement méthyle de la SAM, le groupement 

méthyle lié au soufre de la SAM se retrouve en position 42 (Figure 28). 

 

Figure 28 : Réaction de méthylation du polykétide au niveau du carbone . La réaction se fait par transfert de méthyle par 
l’intermédiaire de la SAM. Un catalyseur basique général est nécessaire au déroulement de la réaction dont l’identité est 

inconnue42. 

IV.8 Les domaines thioestérase 

Les domaines thioestérase (TE) sont les domaines qui vont libérer le polykétide 

de la PKS une fois la synthèse de celui-ci terminée. Ils effectuent cette réaction par 

hydrolyse ou plus souvent, par cyclisation en employant un nucléophile interne du 

polykétide. Les domaines TE sont composés d’environ 250 résidus et sont 

homodimériques. Ils possèdent un cœur / hydrolase composé de huit feuillets  et 

six hélices  qui est le centre catalytique, et des boucles en périphérie permettant la 

liaison du substrat52 (Figure 29). 
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Figure 29 : Représentation du domaine TE de DEBS. La protéine possède un repliement / hydrolase. Elle présente une triade 
catalytique en rouge composée d’un aspartate, d’une histidine et d’une sérine52. 

  Le mécanisme de libération de la chaîne est similaire à celui des protéases à 

sérine. Le polykétide linéaire, en fin de synthèse, est lié à l’ACP. L’histidine de la triade 

catalytique active la sérine par catalyse basique générale et celle-ci attaque la fonction 

thioester. Le polykétide linéaire se retrouve ainsi lié à la sérine catalytique du domaine 

TE. L’histidine réalise à nouveau une catalyse basique générale au niveau soit de 

l’hydroxyle en bout de chaîne, soit au niveau d’une molécule d’eau, et les nucléophiles 

ainsi générés font une attaque sur la fonction ester formée entre le polykétide et la 

sérine. Ces réactions conduisent soit à une macrolactone, soit à une chaîne linéaire par 

formation d’un acide carboxylique42 (Figure 30). 

 

Figure 30 : Représentation du mécanisme de libération du polykétide par cyclisation catalysée par le domaine TE. La réaction se 
déroule en deux étapes : l’acylation de la sérine avec le domaine TE et la cyclisation via l’attaque de la fonction alcool 

terminale42. 
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V. Interactions inter-domaines 

V.1 Communications intra-modulaires 

Les communications entre les domaines sont indispensables au bon 

déroulement de la biosynthèse du polykétide. Elles sont essentielles pour le transfert 

de l’unité de départ ou d’élongation du domaine AT au domaine ACP, mais également 

pour la condensation du polykétide en cours de fabrication lié au domaine KS avec une 

nouvelle unité d’élongation attachée à l’ACP. Ces communications entre domaines ACP 

et KS mais cette fois-ci d’un module n à n+1 réalisent aussi le transfert du polykétide 

d’un module à un autre. Les interactions inter-domaines sont importantes aussi pour 

les processus de modification qui s’opèrent entre le polykétide et les domaines 

catalytiques MT, KR, DH et ER. Pour les PKS de type trans-AT, ces communications 

s’illustrent aussi par des interactions entre l’ACP et des protéines discrètes intervenant 

en trans dans le processus de -méthylation, comme pour la PKS de la virginiamycine 

(Figure 31). Enfin, la libération du polykétide de la PKS via le domaine TE nécessite la 

communication entre le domaine ACP et TE pour le transfert du polykétide linéaire. 

L’ensemble de ces communications met en avant le rôle central du domaine ACP qui 

intervient au niveau de chaque étape du processus de fabrication du polykétide (Figure 

31). 

 

Figure 31 : Représentation des communications inter-domaines au cours d’un cycle d’élongation, mettant en avant le rôle 
primordial du domaine ACP53. 

 Au vu de l’enchaînement protéique et des contraintes liées à la liaison des 

différents domaines d’un module, de nombreux changements conformationnels sont 

essentiels pour que le domaine ACP puisse communiquer avec l’ensemble des autres 

domaines afin d’assurer la biosynthèse des polykétides54,55. Il devient alors primordial 

de comprendre quels sont les facteurs qui engendrent l’interaction des domaines entre 

eux et la façon dont les différents domaines du module s’agencent au cours de la 
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catalyse afin d’optimiser les futures études de biologie synthétique comme par exemple 

les échanges de domaines. 

 La première structure, obtenue récemment, d’un module entier a permis de 

mettre en avant les mouvements des domaines au cours des différentes étapes de la 

catalyse54,55. Ce module est le cinquième de la PKS biosynthétisant la pikromycine et il 

est composé des domaines KS, AT, KR et ACP55. L’acylation du domaine KS par le 

pentakétide, correspondant au transfert du substrat naturel de l’ACP4 au KS5, 

s’accompagne de changements conformationnels. Le domaine AT adjacent vient se 

placer à l’entrée du site actif du domaine KS de manière à éviter une hydrolyse 

spontanée du substrat. Le mouvement du domaine AT induit un changement de 

position du domaine ACP. Celui-ci vient alors se plaquer contre le site actif du domaine 

AT, via la formation de ponts salins, afin de faciliter l’acylation de l’ACP par une 

molécule de méthylmalonate. Néanmoins, l’ensemble de ces mouvements provoqué 

par l’acylation du domaine KS provoque également la rotation du domaine KR de 180°. 

Cette rotation est permise par des interactions ioniques entre les domaines AT et KR.  

Une fois acylé par l’unité d’extension, le domaine ACP vient se placer contre le 

site actif du domaine KS pour l’étape de condensation. Lors de la formation de 

l’hexakétide lié à l’ACP, la forme globale du module est identique à celle du module 

avec le KS acylé par le pentakétide. Cependant le domaine AT vient complètement 

bloquer l’entrée du site actif du domaine KS empêchant son acylation par un nouveau 

pentakétide. L’hexakétide doit ensuite être modifié en position  par le domaine KR. 

L’ACP se plaque alors contre l’hélice  et la boucle flanquant le site actif du domaine 

KR et permet l’entrée du substrat par un côté ou l’autre. Une fois la réduction par le 

domaine KR, le substrat est entièrement maturé et le domaine ACP se trouve ainsi 

éjecté de la chambre catalytique afin de transférer l’hexakétide au niveau du domaine 

KS suivant. Ces études montrent clairement que les interactions de l’ACP avec les 

différents domaines du module dépendent du substrat acylé sur ce domaine car c’est 

en principe la fixation du substrat adéquat au sein d’un site actif qui sert à fixer la 

position de l’ACP au sein du module (Figure 32).  

Malgré l’élégance de ce mécanisme, de nombreuses questions restent encore à 

élucider. Tout d’abord, il faudra vérifier à haute résolution que les différentes positions 

de l’ACP correspondent à l’entrée du substrat dans les différents sites actifs. Il faudra 
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confirmer ensuite que ce modèle est identique pour les modules qui comprennent des 

domaines supplémentaires (MT, DH et ER). Finalement, il faudra observer la manière 

dont les domaines en trans interagissent pour les systèmes trans-AT ou encore la 

manière dont communiquent les domaines ACP et KS localisés sur des modules 

consécutifs5. 

 

Figure 32 : Représentation schématique des différentes conformations du module 5 de la PKS biosynthétisant la pikromycine. 
Elle met en évidence la position de l’ACP aux différentes étapes de la catalyse. Sous forme holo non acylé, l’ACP se situe au 

centre de la chambre catalytique (State 1). Lors de son acylation, celui-ci se plaque contre le domaine AT (State 2) et à l’entrée du 
site actif de la KS, une fois acylé avec une molécule de méthylmalonate (State 3). Après la formation de l’hexakétide, l’ACP se 
place à l’entrée du site actif de la KR (State 4). Une fois la réduction en position  effectuée, l’ACP se place hors de la chambre 

réactionnelle de manière à pouvoir transférer le polykétide au domaine KS du module suivant (States 5 et 6)55. 

V.2 Etude du stéréocontrôle 

 Contrairement à la structure du polykétide, il n’y a pas de corrélation évidente 

entre la composition en domaines et modules de la PKS et la stéréochimie du 

polykétide synthétisé, cette dernière étant contrôlée par la PKS. La stéréochimie est 

une cible attirante de modification car elle est intimement liée à la bioactivité de la 

molécule. L’importance de la stéréochimie est évidente si on considère, par exemple, 

la structure du ribosome co-cristallisé en présence de l’érythromycine A56 (Figure 33). 

En effet, la configuration des carbones est très importante afin que les groupements 

hydroxyles ou les oses de l’érythromycine A puissent interagirent avec les bases 

nucléotidiques du ribosome. Ainsi, à chaque étape d’élongation, la stéréochimie est 

contrôlée que ce soit au niveau de l’hydroxyle du carbone  mais également au niveau 

du groupement méthyle du carbone . Pour preuve, l’érythromycine A possède dix 
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centres asymétriques et seulement un stéréoisomère sur mille vingt-quatre est 

biosynthétisé. Ce choix de la stéréochimie peut s’expliquer à travers l’activité des 

différents domaines composant les modules.  

 

Figure 33 : Représentation schématique de l’interaction entre l’érythromycine A et la sous-unité 50S du ribosome de 
Deinococcus radiodurans56 (adapté par KJ Weissman). 

V.2.1 Les domaines candidats au stéréocontrôle 

 A partir de la structure de l’érythromycine A (Figure 33), il est clair que la PKS 

est capable de générer les deux configurations au niveau des centres méthyle et 

hydroxyle. Les domaines AT, KS et KR impliqués dans la synthèse de ces parties de la 

molécule sont alors candidats pour le contrôle de la stéréochimie. 

V.2.1.1 Les domaines acyltransférase 

 Les domaines AT à l’intérieur des modules composant la PKS synthétisant 

l’érythromycine A, ne sélectionnent que les isomères 2S du méthylmalonyl-CoA pour 

l’extension de la chaîne57 (Figure 34). Ce n’est donc pas en choisissant l’isomère 2S ou 

2R du méthylmalonyl-CoA que la PKS arrive à générer les deux configurations du 

groupe méthyle. De plus, les similarités de séquence entre les domaines AT des 

différents systèmes PKS font qu’il est probable que l’ensemble de ces domaines 

présente la même spécificité stéréochimique de substrat. 



Introduction 

38 

 

V.2.1.2 Les domaines kétosynthase 

Les domaines KS quant à eux, sont responsables de la condensation de Claisen 

avec toujours inversion de configuration aboutissant donc à un centre carbone  de 

configuration R58 (Figure 34). Cependant, le fait qu’un grand nombre de ces centres 

méthyles présents dans les polykétides (y compris l’érythromycine A) retrouve une 

configuration S, rend compte d’une stéréoinversion après condensation. Ce 

phénomène résulte d’une activité épimérase. Initialement, il a été suggéré que les 

domaines KS étaient responsables de cette épimérisation après avoir réalisé l’étape de 

condensation59, mais il a été ensuite démontré clairement que la réaction 

d’épimérisation est catalysée par les domaines KR60. 

V.2.1.3 Les domaines kétoréductase 

 Les domaines KR sont responsables de la réduction de la fonction cétone en , 

aboutissant à des hydroxyles de configuration R ou S suivant la face par laquelle la 

cétone est réduite45. De plus, ces domaines agissent comme des épimérases pour 

modifier la configuration du carbone 60 (Figure 34). 

 

Figure 34 : Domaines candidats au stéréocontrôle lors de la biosynthèse de l’érythromycine A (d’après Weissman KJ). 
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V.2.2     Les kétoréductases 

V.2.2.1 Activité réductase des kétoréductases 

Les kétoréductases sont des enzymes appartenant à la famille des short-chain 

déshydrogénase/réductase (SDR) caractérisées par un repliement de Rossmann (deux 

unités  adjacentes créant un domaine ). Ces domaines réalisent la réduction 

du groupe céto grâce au transfert de l’hydrure 4-pro-S du NADPH au niveau du 

carbone  pour donner un hydroxyle45. Suivant la direction d’addition de l’hydrure, sur 

la face ré ou si, à l’intérieur du site actif de la KR, la chiralité du groupement hydroxyle 

sera différente. La direction de réduction s’avère être guidée par l’enzyme de manière 

intrinsèque et donc être dépendante du type de KR61. De plus, ces enzymes réalisent la 

production d’un seul diastéréoisomère parmi les quatre possibles. Comme la 

machinerie enzymatique est conservée entre les KR en termes de résidus catalytiques 

et de position du cofacteur, cette stéréospécificité de réduction dépend de la direction 

d’entrée du polykétide dans le site actif, et donc de son agencement par rapport au 

cofacteur NADPH60. 

 Deux grands types de KR sont alors décrits : le type A, conduisant à la formation 

d’un hydroxyle de configuration S, et le type B amenant à la configuration R lorsque les 

substituants en C2 sont prioritaires par rapport au C4 (à noter : la nomenclature de la 

stéréochimie est inversée lorsque les substituants en C4 sont prioritaires par rapport 

au C2) (Figure 35). Un troisième type existe : le type C qui regroupe les KR non actives, 

incapables de réduire la fonction cétone62. 

 

Figure 35 : Détermination de la configuration du centre hydroxyle suivant le type de KR62. 
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Les polykétides entrent dans le site actif par le côté gauche pour le type A, alors 

que cela se fait du côté droit pour le type B. Ces deux types A et B diffèrent notamment 

au niveau de la séquence en acides aminés de deux motifs : le motif I incluant les 

résidus 93 à 95 et le motif II incluant les résidus 141 à 148 (numérotés selon un 

alignement de 68 KR). Ces 2 motifs présentent des résidus conservés, appelés résidus 

de Caffrey. Le type B présente les résidus conservés Leu93, Asp94, Asp95 au niveau du 

premier motif qui sont absents chez le type A. Le type B possède au niveau du deuxième 

motif une Pro144 et une Asn148 conservées, tandis que le type A ne les possède pas, mais 

présente un Trp141 conservé62 (Figure 36).  

 

Figure 36 : Stéréospécificité des domaines KR (d’après Weissman KJ). Le cofacteur NADPH est positionné derrière le substrat. 

Selon des hypothèses basées sur les structures tridimensionnelles, le Trp141 

guiderait le substrat pour la réduction au sein des KR de type A par contact avec la 

phosphopantéthéine. Pour le type B, ce serait le motif Leu93, Asp94, Asp95 qui serait 

impliqué, en bloquant l’entrée au site actif par le côté gauche avec l’aide de la boucle 

flanquante. Ainsi le substrat entrerait par le côté droit grâce à des contacts de la Leu93 

avec la phosphopantéthéine60 (Figure 37). 
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Figure 37 : Modèle du positionnement du groupe prosthétique au niveau du site actif de différents types de KR60. 

 Cependant ces résidus, conservés pour chaque type de KR, ne semblent pas être 

les seuls responsables de l’entrée du substrat phosphopantéthéinylé dans un sens ou 

dans l’autre. En effet, des expériences ont été menées sur les domaines KR dans leur 

contexte natif modulaire ou bien isolés et tendent à confirmer que d’autres entités 

moléculaires sont impliquées dans la définition du sens de réduction. Par exemple, des 

études in vitro, réalisées avec des domaines purifiés, ont consisté à muter les résidus 

de Caffrey au niveau de la KR1 (de type B) et de la KR2 (de type A), provenant 

respectivement du premier et du deuxième module de DEBS63. Pour eryKR1, les 

mutations simultanées de la Leu93 et des Asp94 et Asp95 au niveau du motif I et de la 

Phe141 et de la Pro144 présents au niveau du motif II ont permis de convertir eryKR1 en 

KR de type A, donnant un produit de configuration S au lieu de R. Pour eryKR2, 

l’introduction des acides aminés Leu93, Asp94 et Asp95 a provoqué quant à elle 

l’augmentation du produit naturel de configuration S et donc la conservation d’une 

réduction de type A. Ces résultats ont permis de montrer l’importance de ces résidus 

conservés et la possibilité d’altérer le stéréocontrôle des KR, mais pas toujours de façon 

prédite. 

  Ces mêmes expériences furent reconduites mais avec les domaines KR dans leur 

contexte naturel, à l’intérieur d’une PKS64. Cependant, l’étude de ces multienzymes se 

révèle être complexe du fait de leur taille. C’est pourquoi l’étude de ces domaines in 

vivo s’est faite au sein d’une petite PKS modèle (appelée DEBS 1-TE) constituée du 

module de chargement et des deux premiers modules d’extension de la PKS de 

l’érythromycine A fusionnés avec la TE10 (Figure 38). Contre toute attente, les cinq 

mutations effectuées au niveau du site actif d’eryKR1, identiques à celles des études in 
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vitro, conduisent à une configuration R du groupe hydroxyle, identique à celle du 

produit sauvage. Pour une raison qui reste à ce jour inconnue, les changements 

observés dans les études in vitro, ne se produisent pas in vivo. Dans le cas d’eryKR2, 

l’introduction du motif Leu93, Asp94, Asp95 ne change pas, comme dans les études in 

vitro, la réduction native préférentielle des KR de type A. Ces résultats suggèrent au 

moins la participation de résidus additionnels au sein du site actif dans le contrôle de 

la stéréochimie. 

 

Figure 38 : Représentation de la PKS modèle DEBS 1-TE10. 

 La résolution de différentes structures cristallographiques de KR, a permis 

d’améliorer la compréhension du mécanisme de réduction. En effet, l’alignement de 

différentes structures de KR de type A ou B, a permis d’avancer sur la compréhension 

du sens de réduction et donc d’entrée du substrat à l’intérieur du site actif65. Les KR de 

type A et B présentent une différence d’agencement de leur site actif. Les KR de type A 

montrent un site actif enclin à la catalyse en présence du cofacteur NADPH 

contrairement à celles de type B. Ainsi en présence de cofacteur, l’hélice  et la boucle 

flanquant l’entrée du site actif des KR et adjacentes au site de liaison du cofacteur, se 

lient au NADPH par l’intermédiaire d’un réseau de liaisons hydrogène, permettant 

uniquement l’entrée du substrat par le côté gauche. Pour les KR de type B, et même en 

présence de NADPH, la boucle est ouverte permettant l’entrée du substrat par le côté 

gauche ou le côté droit. Néanmoins, l’entrée du substrat entraîne un remaniement du 

site actif suivi par le réarrangement de l’hélice  et de la boucle ne permettant l’entrée 

du substrat que par le côté droit. Les résidus conservés, W et LDD, n’interviennent pas 

dans le remaniement du site actif des deux KR. En effet, pour les KR de type A, le 
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tryptophane est trop loin pour participer au positionnement de la boucle contre le 

cofacteur. Concernant les KR de type B, le motif LDD est assez proche mais son 

orientation ne permet pas de positionner la boucle correctement. Ceci laisse donc 

suggérer que d’autres résidus sont impliqués dans le sens de réduction des KR. 

 L’ensemble de ces observations explique pourquoi le sens de réduction de la 

fonction cétone est lié aux propriétés intrinsèques de la KR. Ceci est appuyé à nouveau 

par la structure en microscopie électronique du module 5 de la PKS synthétisant la 

pikromycine55. A partir de la structure à environ 7 Å de résolution, de nouveaux indices 

ont été obtenus sur le traitement du polykétide à l’intérieur d’un module. Afin de 

pouvoir modifier le polykétide, le domaine KR se doit apparemment se basculer de 

180° pour permettre à l’ACP de se positionner contre l’hélice  et la boucle flanquant 

le site actif du domaine KR. Ce basculement est effectué uniquement lorsque l’ACP est 

sous forme holo. A partir de cette position, le polykétide sous forme cétone peut entrer 

dans le site par un côté ou l’autre. Cependant, une seule configuration est obtenue. 

Cette observation est donc cohérente avec l’idée que le domaine KR est responsable du 

sens de réduction (Figure 39). 

Figure 39 : Représentation de la KR5 de la PKS pikromycine dans son contexte modulaire. La KR subit un basculement de 180° 
selon que l’ACP soit sous forme apo ou holo. L’ACP se positionne alors contre la boucle et l’hélice  du domaine KR permettant 

l’entrée du substrat à l’intérieur du site actif de la KR55. 

V.2.2.2 Activité épimérase des kétoréductases 

 Certains domaines kétoréductase sont dotés, en plus de l’activité réductase, 

d’une activité épimérase46,60. Ainsi il faut différencier les KR de type A1 sans activité 

épimérase et celles de type A2 avec activité épimérase. De la même façon, il faut faire 

la distinction entre les KR de type B1 et B2. Egalement, le type C se subdivise en deux 

ACP-holo ACP-apo 
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sous-types, le type C1 qui ne présente aucune activité enzymatique et le type C2 qui 

n’est capable que d’épimériser60. 

 Ainsi, des expériences ont été réalisées en échangeant des domaines KR en 

dehors de leur module d’origine, dans un contexte de modules reconstitués à partir des 

domaines isolés66. De cette façon, l’incubation in vitro avec les précurseurs nécessaires 

pour générer des produits dikétides et trikétides a permis de changer la stéréochimie 

des centres méthyles et hydroxyles, même de manière incomplète dans certains cas, et 

de donner un produit de stéréochimie corrélée avec les propriétés intrinsèques du 

domaine kétoréductase. Le premier module de DEBS, qui est composé d’une KR 

épimérisante, a été reconstitué et le produit majoritaire obtenu était épimérisé. Le 

sixième module de DEBS composé d’une KR non-épimérisante a été reconstitué, et le 

produit majoritaire obtenu était non-épimérisé. Ce même module 6 a été reconstitué 

ensuite mais en utilisant à la place de la KR de ce module, la KR du premier module. 

La majorité du produit obtenu était alors épimérisé. De même, le module 1 a été 

reconstitué mais en utilisant la KR du module 6 à la place de celle du module 1. Le 

produit majoritaire obtenu était alors non-épimérisé. Ces expériences sont cohérentes 

avec l’hypothèse selon laquelle la stéréochimie des produits est corrélée avec les 

propriétés intrinsèques du domaine kétoréductase (Figure 40).  

 Cependant les bases moléculaires de l’activité épimérase restent encore 

obscures. Par exemple, le mécanisme de réaction proposé pour chaque type de KR 

diffère et les résidus impliqués, bien que conservés, ne le sont pas strictement43,60. 

L’espèce proposée comme intervenant dans la catalyse est la tyrosine du site actif ou 

encore une molécule d’eau correctement positionnée67.  
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Figure 40 : Reconstitution de modules et analyse de la stéréochimie des dikétides obtenus66 (adapté par KJ Weissman). 

 Par ailleurs, des expériences in vivo ont consisté à échanger des domaines KR 

en lieu et place de l’eryKR2, une KR non-épimérisante, à l’intérieur de la PKS minimale 

DEBS 1-TE décrite précédemment, mimant ainsi les expériences fructueuses réalisées 

in vitro68. L’insertion des séquences codant les KR s’est faite par l’intermédiaire de 

plusieurs sites de restriction de manière à moduler leurs extrémités. L’analyse des 

lactones produites a permis d’appréhender le stéréocontrôle exercé par les différentes 

KR insérées. Les produits prédits ont été obtenus en insérant des KR sans activité 

épimérase, de type A1 et B1, comme par exemple la KR du cinquième module de DEBS 

ou encore la KR du premier module de la PKS de l’avermectine (AVES). Cependant des 

variations dans les produits obtenus ont été remarquées, suivant les sites de restriction 

utilisés dans les linkers servant à l’insertion des différents domaines kétoréductase. 

C’était notamment le cas pour la KR1 de la PKS de l’avermectine qui délivrait de 

nouveaux produits minoritaires suivant les sites de restriction utilisés. Ces mêmes 

expériences ont été réalisées en utilisant des KR de type A2 et B2, respectivement 

eryKR1 et la KR du module 7 de la PKS de la rifamycine (RIFS). Toutefois les produits 

attendus, épimérisés et réduits, n’ont pas été obtenus notamment pour la première KR 

de DEBS ou alors sous forme de traces comme pour la septième KR de la RIFS PKS 

(Figure 41). 

 Un de mes objectifs de thèse a été d’insérer dans la PKS modèle DEBS 

1-TE, l’ensemble des KR épimérisantes (A2 et B2) retrouvées dans des 
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modules ne comprenant qu'un domaine KR en tant que domaine 

optionnel, de manière à convertir un module non-épimérisant en module 

épimérisant uniquement par échange de KR. 

 

Figure 41: Echange de domaines KR à l’intérieur de la PKS modèle DEBS 1-TE et analyse des produits obtenus68. 

V.2.3      Stabilisation de la stéréochimie du polykétide 

 La stéréochimie d’un polykétide en cours de biosynthèse est contrôlée par les 

domaines KR. Cependant, après la condensation, la fonction -céto thioester est très 

labile et sa configuration restera fixe seulement après la réduction. La stéréochimie 

doit donc être maintenue puisque le carbone en cette position est sujet à des 

épimérisations spontanées catalysées par l’eau pouvant altérer la stéréochimie du 

produit final et donc son activité. Afin d’empêcher ces échanges spontanés avec le 

milieu, la stéréochimie en C2 de l’intermédiaire doit être stabilisée avant que la KR 

n’intervienne. Des études suggèrent que l’ACP est responsable de cette stabilisation69. 

Un didomaine KS-AT acylé par un dikétide a été mis en solution avec un domaine ACP 

et du méthylmalonyl-CoA. Après condensation et formation d’un ACP acylé par un 
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trikétide, celui-ci a été isolé et placé en conditions réductrices pour permettre la 

réduction de la fonction cétone puis en milieu basique pour engendrer l’hydrolyse et la 

formation d’une trikétide lactone. Les deux produits obtenus ne présentent qu’une 

seule configuration en C2. Un trikétide seul a été réduit et cyclisé mais celui-ci 

présentait les deux configurations au niveau de ce centre chiral. L’hypothèse de cette 

étude est donc que le domaine ACP serait bien responsable de la stabilisation du 

carbone C2. Ceci est soutenu par le fait que la constante de vitesse associée à ces 

phénomènes d’échange est de 0,15 min-1 pour un polykétide libre dans le solvant et que 

de 0,01 min-1 pour un polykétide lié au domaine ACP, en présence du domaine KS66. 

Ces expériences démontrent encore que dans le contexte modulaire, la configuration 

du carbone est maintenue.  

Cependant, l’hypothèse selon laquelle le domaine ACP serait responsable de 

cette stabilisation a été réfutée par des études ultérieures70,71,72. Pour que l’ACP stabilise 

le carbone en position C2, il faut qu’il soit en contact avec ce carbone. Or plusieurs 

études RMN n’ont montré aucun déplacement de pic entre les spectres [1H, 15N]-HSQC 

de l’ACP holo et l’ACP holo acylé avec plusieurs groupements modèles, prouvant 

l’absence d’interaction entre l’ACP et le carbone C2. Ces expériences démontrent qu’il 

y a donc absence de stabilisation de la configuration en C2 par le domaine. Il reste donc 

à déterminer le facteur responsable du maintien de la stéréochimie. Un de mes 

objectifs de thèse a donc été de reconstituer le premier module de la PKS 

de la pikromycine et de confirmer dans un premier temps que le domaine 

ACP n’est pas responsable de la stabilisation de la position C2 et ensuite de 

réaliser des expériences afin d’identifier s’il s’agit du didomaine KS-AT ou 

du domaine KR. 

VI. Structure et dynamique des modules 

 Un des autres points à élucider est la structure des modules et l’agencement des 

domaines entre eux. Il est donc essentiel de résoudre les structures de différents 

modules afin de comprendre comment ils se comportent au cours de la catalyse. A ce 

jour, bien que des structures de domaines isolés aient été résolues aucune structure de 

module de PKS à haute résolution n’a été publiée. Néanmoins la structure de la FAS de 

mammifère est disponible. Contrairement aux FAS bactérienne, elle est constituée 

d’une unique chaîne polypeptidique et non pas de domaines isolés et semble donc être 
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un bon modèle pour comparer sa structure avec celles des modules de PKS5173 (Figure 

42). 

 

Figure 42 : Représentation de la similarité de composition en domaines entre la FAS de mammifère et les modules de PKS (ici le 
module 4 de DEBS). Ici la constitution en domaines est identique, sauf un domaine méthyltransférase (ME) inactif 

supplémentaire et le domaine TE qui libère l’acide gras fabriqué et présent en Cter du dernier module des PKS51. 

 La FAS et le module 4 de DEBS sont composés des mêmes domaines à 

l’exception du domaine ψME qui est un domaine méthyltransférase inactif et le 

domaine TE. Au niveau de la FAS, l’ensemble de ces domaines est séparé par des 

linkers non structurés à l’exception du linker entre le domaine KS et MAT qui est 

structuré et constitué de deux hélices  et trois brins . La structure de l’enzyme a été 

obtenue par cristallographie aux rayons X à une résolution de 4,5 Å73, puis à une 

résolution de 3,2 Å. La protéine est homodimérique. Elle est agencée en deux chambres 

réactionnelles. Chaque chambre est constituée de deux zones : celle responsable de la 

condensation, comportant les domaines KS et MAT, et l’autre responsable de la 

modification, qui comporte les domaines ψME, KR, DH et ER. A l’interface des deux 

parties se trouve un linker central situé entre le domaine MAT et le domaine DH. Ces 

deux linkers, appartenant à chacun des monomères, se croisent donnant à la structure 

globale une forme de X. La dimérisation est assurée par l’intermédiaire des domaines 

KS, DH et ER. A noter que pour les domaines ACP et TE, leurs structures n’ont pas pu 

être résolues probablement à cause de leur flexibilité. Le fait que le domaine ACP soit 

flexible lui permet d’aller interagir avec l’ensemble des domaines constituants la FAS. 

Cette flexibilité provient des linkers situés de part et d’autre du domaine ACP, d’une 

longueur de 40 Å en Nter et de 80 Å en Cter. Les domaines ACP sont monomériques 

et sont modélisés comme étant présents dans le centre réactionnel crée par les deux 

zones de condensation et modification, permettant ainsi aux domaines ACP d’interagir 

avec l’ensemble des domaines catalytiques (Figure 43). 
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Figure 43 : Représentation de la structure de la FAS de mammifère. L’axe de dimérisation est montré par l’intermédiaire de la 
flèche. Sur le schéma sont indiquées les positions présumées des domaines ACP et TE51. 

Cette structure modèle a été utilisée afin de comprendre le fonctionnement des 

PKS modulaires. Cependant il existe des différences entre ces dernières et les FAS. En 

effet, les PKS modulaires ne fonctionnent pas de manière itérative à l’image des FAS. 

De ce fait, la communication inter-modulaire, c’est-à-dire entre l’ACP d’un module n 

et le KS du module n+1, n’existe pas au niveau de ces systèmes. De plus, les PKS 

possèdent une composition en domaines qui varie suivant les modules. Malgré ces 

différences, les domaines des FAS possèdent le même repliement que ceux des PKS, 

qu’il s’agisse des domaines AT37, KS40, ACP74, KR43 ou encore des domaines DH47. Les 

FAS qui se comporteraient comme des modules de PKS isolés, sont alors utilisées pour 

construire des modèles de structure de PKS. Cependant quelques différences sont à 
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noter, décrites précédemment, comme le fait que le domaine TE s’homodimérise au 

sein des PKS tandis que le domaine ER ne s’homodimérise pas50.  

Ainsi un modèle de PKS a été créé à partir de l’ensemble des observations faites 

sur les FAS et les domaines de PKS isolés. Les deux synthases possèdent des structures 

différentes du fait que le domaine ER soit monomérique chez les PKS et se retrouve 

ainsi placé à l’extérieur des deux chambres catalytiques. Ceci a pour effet de rendre le 

domaine ACP plus accessible aux différents domaines en prenant la place du dimère 

de domaines ER50. Cependant, les linkers de part et d’autre de l’ACP suggèrent des 

changements structuraux significatifs, car leur taille est insuffisante pour qu’il puisse 

interagir avec le domaine KS et les domaines de modifications de son module et surtout 

le domaine KS du module suivant (Figure 44). 

 

Figure 44 : Représentation d’un modèle de deux modules successifs de PKS basé sur la structure de la FAS de mammifère et des 
domaines isolés de PKS50. 

 L’obtention de la structure du module 5 de la PKS biosynthétisant la 

pikromycine par cryo-microscopie électronique a contredit le modèle de la PKS54. Le 

module est un homodimère symétrique avec une conformation en arche où la KS 

homodimérique se situe au niveau du dôme, les domaines AT sur les côtés et les 
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domaines KR à la base. Le domaine ACP sous forme holo se place, quant à lui, près du 

domaine AT ou KR (Figure 45). Le linker entre les domaines KS et AT est structuré, 

servant d’interface entre les deux domaines. 

 

Figure 45 : Structure par cryo-microscopie électronique du module 5 de la PKS biosynthétisant la pikromycine en forme holo. 
Pour le conformère de gauche, l’ACP se situe à proximité de la KR, alors que pour le conformère de droite, l’ACP se situe à 

proximité du domaine AT54. 

 La forme globale de ce module ne donne ainsi qu’une chambre réactionnelle. 

Cela signifie que si deux chaînes sont synthétisées simultanément, elles vont croître 

dans une seule chambre réactionnelle contrairement aux FAS qui sont composées de 

deux chambres réactionnelles, une par chaîne polypeptidique. L’ensemble des sites 

actifs des domaines du module ne sont accessibles qu’à l’ACP du module, ceci empêche 

des interactions aspécifiques avec les ACP d’autres modules, maintenant ainsi 

l’intégrité du produit final. L’interaction de l’ACP avec l’ensemble des domaines de son 

module est rendue possible grâce au linker entre le domaine ACP et KR, d’une taille de 

43 acides aminés.  

Ceci permet entre autre à l’ACP d’interagir avec le domaine KS de son module 

mais également avec le domaine KS du module suivant. La différence se fait au niveau 

du site d’interaction. Pour l’ACP du module 5, l’entrée du substrat au niveau du site 

actif de la KS5 se situe à l’intérieur de la chambre réactionnelle, tandis que pour l’ACP 
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du module 4, l’entrée au niveau du site actif de la KS5 pour réaliser la réaction de 

transfert du polykétide se fait en dehors de la chambre réactionnelle, au sommet de la 

structure en arche. Ainsi, il y a une démarcation claire entre les deux ACP en termes de 

leurs relations à la même KS. 

 La structure à basse résolution (env. 20 Å) d’un apo module de type trans-AT a 

également été obtenu par notre équipe29. Le module modèle (module 5 de la PKS 

virginiamycine) est composé d’un domaine KS ainsi que de deux domaines ACP à la 

suite. La forme globale de la structure obtenue par SAXS est celle d’une arche de la 

même manière que les PKS de type cis. Le module est homodimérique avec le domaine 

KS5 sous forme d’homodimère au sommet de l’arche, les premiers ACP (ACP5a) de 

chaque côté et les deuxièmes ACP (ACP5b) à la base. La structure suggère que l’ACP5a 

pourrait servir à la réaction de condensation avec le domaine KS5 alors que l’ACP5b 

servirait pour la modification de la chaîne par la cassette de -méthylation du 

polykétide nouvellement condensé. Le linker situé entre le domaine KS5 et l’ACP5a est 

structuré ce qui pourrait permettre au domaine AT agissant en trans de se « docker » 

contre le domaine KS5 de façon similaire à ce qui existe pour les systèmes cis. 

Cependant avec une longueur de 159 résidus, ce linker est compact et maintient l’ACP5a 

proche du domaine KS alors que le linker situé entre les deux ACP est court mais 

apporte une grande flexibilité au niveau de l’ACP5b lui permettant d’interagir avec les 

domaines de modification (Figure 46). Plusieurs hypothèses restent à vérifier 

expérimentalement comme par exemple le fait que les deux ACP jouent bien des rôles 

différents.  
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Figure 46 : Modèle du module 5 de la PKS biosynthétisant la virginiamycine, basé sur des données SAXS29. 

VII. Les domaines de docking 

 Une des propriétés communes de quasiment tous les systèmes PKS est que les 

modules sont distribués entre plusieurs sous-unités. Ainsi, pour que la PKS soit 

fonctionnelle et conduise à un polykétide de structure précise, il est indispensable que 

les différentes sous-unités interagissent entres elles et ce de manière spécifique. Pour 

ce faire, des domaines d’interaction ou de ‘docking’ (DD) permettent la liaison des 

différentes chaînes polypeptidiques de la PKS et donc la formation d’une chaîne 

d’assemblage complète. Ils interviennent dans la reconnaissance des sous-unités de 

manière spécifique, différenciant alors les sous-unités entre elles en évitant des 

interactions aspécifiques entre des sous-unités d’une même PKS qui ne se suivent pas 

ou bien entre deux sous-unités de PKS différentes. Cette reconnaissance engendre 

donc le transfert spécifique du polykétide en cours de synthèse d’une chaîne 

polypeptidique à une autre à l’intérieur d’une PKS et permet la synthèse du produit 

attendu. Un autre type d’interaction existe, ne mettant pas en jeu uniquement les DD. 

Ainsi, elle est médiée par les DD et également par le domaine ACP, qui entre en 

interaction avec le domaine KS de la chaîne polypeptidique suivante75. 

Ces DD sont de petits domaines présents aux extrémités Nter et Cter de 

l’ensemble des chaînes polypeptidiques des PKS de type cis-AT, excepté en Nter de la 

première chaîne et en Cter de la dernière. Quant aux PKS trans-AT, ces domaines ne 

sont présents qu’à certaines jonctions (KJ Weissman, données non-publiées). Il 
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devient alors essentiel de caractériser ces domaines de docking, notamment d’un point 

de vue structural, afin de comprendre la manière dont ils interagissent entre eux. De 

cette façon, la biosynthèse de nouveaux polykétides pourra être envisagée en modifiant 

l’ordre des sous-unités des PKS.  

Des études antérieures à celles des résolutions de structures des différentes 

classes de DD existantes ont consisté à construire des PKS hybrides à partir des PKS 

biosynthétisant l’érythromycine A, la pikromycine et l’oléandomycine76. Ces trois 

polykétides ont des structures proches et sont biosynthétisés par des PKS qui partagent 

une forte homologie de séquence puisqu’ayant évoluées d’un ancêtre commun. Ainsi, 

les troisième et quatrième sous-unités de la PKS de la pikromycine ont été remplacées 

par la troisième sous-unité de la PKS de l’érythromycine A ou de l’oléandomycine. Les 

PKS résultantes de ces combinaisons étaient fonctionnelles, et présentaient des 

rendements en polykétide élevé. Ce résultat démontre la capacité intrinsèque des DD 

à communiquer, car ils n’ont pas été modifiés. L’avantage de l’échange simple de 

chaîne polypeptidique est de conserver intacte la structuration de la chaîne 

polypeptidique en intervenant sur les sous-unités, contrairement aux autres méthodes 

d’ingénierie qui visent à échanger des domaines ou des modules. Néanmoins, l’idée 

serait de pouvoir combiner plusieurs sous-unités provenant de PKS avec des 

compositions en domaines et modules bien différentes. Ainsi, de nouvelles études ont 

consisté à intervertir des DD77. L’échange d’un couple de DD par un autre peut 

conduire à un transfert de polykétide aussi efficace que pour la PKS native comme par 

exemple, lors de l’échange des DD présents à l’interface des première et deuxième sous-

unités de DEBS par ceux à l’interface des deuxièmes et troisièmes. Cet échange a 

conduit à la formation d’un polykétide avec un rendement identique à celui de la 

protéine sauvage. Par ailleurs, il a été démontré que l’utilisation d’un couple de DD qui 

n’interagit pas interdit un transfert de polykétide d’une sous-unité à une autre ou bien 

la PKS résultante montre une activité peu efficace. Ces observations démontrent les 

possibilités d’ingénierie en combinant des portions de différentes PKS via ces petits 

domaines d’interaction. 

 Des études portant sur des alignements de séquences de ces DD ont mis en avant 

l’existence de trois classes de DD ayant des origines phylogénétiques différentes78. 

Néanmoins une quatrième classe de DD existe, mais celle-ci est classée à part 

puisqu’elle a été mise en évidence au sein de la PKS/NRPS biosynthétisant la 
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tubulysine, à l’interface entre deux sous-unités type NRPS79. Les trois classes de DD 

présentent aux extrémités des sous-unités PKS sont constituées d’hélices , formant 

des structures avec des motifs en coiled-coil, essentielles à l’homodimérisation des DD 

et au docking des deux homodimères de DD. Les DD présents aux jonctions 

NRPS/NRPS (et NRPS/PKS) sont quelque peu différents et sont constitués d’hélice  

mais également de brins  qui sont essentiels à l’interaction des DD. L’interaction entre 

les DD est spécifique puisque l’interface est constituée de contacts électrostatiques et 

hydrophobes permis par des résidus clés. Ceci permet le transfert du polykétide en 

cours de biosynthèse de manière précise et efficace. 

Les trois classes de DD des systèmes PKS ont été regroupées récemment en 

seulement deux classes : la classe 1 comportant les types a et b ainsi que la classe 2. Les 

classes 1a et 1b sont deux classes de DD de structure proche. Les DD des systèmes 

PKS/NRPS constituent alors la classe 380. Les classes de DD intervenant au niveau 

d’interactions PKS/PKS sont décrites à la suite.  

VII.1 Les domaines de docking de classe 1a 

 L’étude structurale des DD a commencé avec des représentants de la classe 1a. 

Le DD présent en Cter comprend de 80 à 100 résidus et est composé d’une région 

conservée de trois hélices  (hélices 1, 2 et 3), tandis que celui en Nter est composé 

d’une région conservée d’une hélice  allant de 30 à 40 résidus (hélice 4 de la fusion). 

La première structure de DD en complexe a été résolue par RMN lors de l’étude des 

DD qui permettent l’interaction entre les deuxième et troisième sous-unités de DEBS81. 

Afin d’obtenir les deux DD liés entre eux, ceux-ci ont été fusionnés avec un linker de 

deux résidus. La structure globale se découpe en deux domaines A et B : le domaine A 

est constitué des hélices  1 et 2 et le domaine B des hélices  3 et 4 (Figure 47). Les 

PKS étant homodimériques, le domaine A forme donc un fagot de quatre hélices . Ce 

domaine est décrit comme un élément de dimérisation, ce qui permet la stabilisation 

de l’extrémité Cter de la deuxième sous-unité de la PKS (Figure 47). Ce domaine est 

séparé du domaine B par une boucle de longueur variable. Au niveau du domaine B, 

l’hélice  4 forme un dimère de coiled-coil stabilisant l’extrémité Nter de la troisième 

sous-unité, à l’instar des hélices  1 et 2. L’hélice 3 se fixe alors à ce coiled-coil, ce qui 

engendre l’interaction des deux sous-unités via la formation d’un fagot de quatre 

hélices  de topologie différente de celui impliqué à la dimérisation. Cette structure 
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met en avant les DD comme élément d’interaction mais également de dimérisation 

(Figure 47). 

 La dimérisation au niveau du domaine A est permise grâce à des interactions 

hydrophobes dues à des résidus clés bien conservés dans cette classe de DD. Au niveau 

du domaine B, le coiled-coil est maintenu par des interactions hydrophobes grâce aussi 

à des résidus conservés. Ces observations montrent que les motifs de dimérisation en 

Cter et Nter sont conservés. A l’intérieur de ce domaine B, l’élément d’interaction est 

dû à des résidus hydrophobes entre les hélices  3 et 4, mais également à deux ponts 

salins aux positions clés de l’interface qui entraînent une fidélité dans l’interaction81. 

 

Figure 47 : Représentation de la structure des DD de l’extrémité Cter de la deuxième sous-unité et de l’extrémité Nter de la 
troisième sous-unité de DEBS. Le domaine A est composé des hélices  1 et 2 qui se dimérisent et forment un fagot de quatre 

hélices . Le domaine B est, quant à lui, composé de l’hélice 4 qui se dimérise pour former une structure en coiled-coil où 
l’hélice 3 vient entrer en interaction pour former un fagot de 4 hélices de topologie distincte81. 

 Grâce à cette structure, de nouvelles études d’ingénierie ont été réalisées sur 

cette classe de DD. Au lieu d’échanger les DD en entiers, des échanges d’hélices ont 

été réalisés82. Ils ont été effectués au niveau des hélices  3 et 4, celles directement 

responsables de l’interaction. Ces changements ont été pratiqués sur une PKS 
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minimale qui comporte le module de chargement, le module 1, le module 3 et le 

domaine TE de DEBS. L’ACP présent au niveau du module 1 a été remplacé par l’ACP2. 

Les modules 1 et 3 interagissent donc ensemble via les DD liés à l’ACP2 et le KS3. Cette 

PKS minimale permet la formation d’une trikétide lactone. En remplaçant les hélices 

 3 et 4 des DD par des hélices qui interagissent nativement, comme celles présentent 

entre la deuxième et la troisième sous-unité de DEBS, la formation de produit qui 

découle de l’efficacité d’interaction est comparable à la PKS native contenant les hélices 

de la première et deuxième sous-unité de DEBS. En les remplaçant par des hélices 

qui n’interagissent, comme celle de la première sous-unité et de la troisième, la 

formation du produit est plus faible ce qui signifie que le transfert du polykétide − et 

donc la reconnaissance des partenaires − n’est pas optimal. Ces résultats montrent que 

quelques changements à l’intérieur d’un couple de DD permettent de modifier la 

spécificité d’interaction. 

 A partir de cette même construction, le but a été de modifier la spécificité 

d’interaction non pas en échangeant les domaines DD entiers ou les hélices présentes 

à l’intérieur de ces domaines, et spécifiques de l’interaction, mais de faire de la 

mutagenèse dirigée sur les résidus impliqués dans la formation de ponts salins. Les 

résidus chargés R3486 et E9 respectivement présents au niveau des DD de la première 

et de la deuxième sous-unité de DEBS sont impliqués dans la spécificité d’interaction. 

L’inversion d’une des deux charges diminue ou abolie l’interaction alors que l’inversion 

des deux charges permet de rétablir l’interaction et ce de façon comparable au 

sauvage83. L’abolition de l’interaction lorsque la charge du glutamate est inversée 

proviendrait de la perte d’interaction entre le DD en Cter et l’ACP en amont. Ces 

résultats montrent qu’après la combinaison de sous-unités de PKS différentes et 

l’inversion de DD entiers ou seulement de portions, la mutagénèse de résidus clés de 

la spécificité s’avère être un bon moyen pour la production de PKS hybride. 

VII.2 Les domaines de docking de classe 1b 

 Les DD de classe 1b présentent une faible similarité de séquence avec les DD de 

classe 1a. La structure de cette deuxième classe de DD a donc été déterminée. Le choix 

des DD s’est porté sur ceux intervenant en Cter de la troisième sous-unité et en Nter de 

la quatrième sous-unité de la PKS biosynthétisant la pikromycine84. De la même 
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manière que les DD de la PKS de l’érythromycine A, les DD de ce système ont été 

fusionnés et la structure a été résolue par cristallographie aux rayons X.  

Cette classe de DD est également caractérisée par la présence de quatre hélices 

 : trois hélices en Cter et une hélice en Nter. Les hélices  1 et 2 forment le domaine A 

alors que les hélices 3 et 4 forment le domaine B. Toutefois cette fusion initiale de 

DD n’a pas cristallisé, à cause probablement de la flexibilité de la boucle séparant les 

hélices  2 et 3. Ainsi la structure obtenue a été celle de la fusion des hélices  3 et 4. 

L’hélice 4 forme un dimère de coiled-coil où l’hélice 3 vient se lier de la même 

manière que les DD de classe 1a (Figure 48). La différence dans ce système est que 

l’hélice 3 est scindée en deux petites hélices qui entrent toutes les deux en interaction 

avec le dimère de coiled-coil. Il y a également une différence des résidus clés impliqués 

dans les interactions hydrophobes et électrostatiques. Le cœur de l’interaction entre 

les deux hélices  est hydrophobe mais il présente également des ponts salins 

spécifiques à ce couple de DD. 

 

Figure 48 : Représentation de la structure du domaine B des DD comprenant l’extrémité Cter de la troisième sous-unité et 
l’extrémité Nter de la quatrième sous-unité de la PKS de la pikromycine. L’hélice 4 (en bleu et rouge) se dimérise et forme un 

motif en coiled-coil où l’hélice 3 (vert et orange) vient se lier84. 
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VII.3 Les domaines de docking de classe 2 

Les DD de classe 1a ou 1b sont présents au niveau des PKS d’actinobactéries. 

Des alignements de séquences de ces types de DD avec des DD issus des PKS de 

cyanobactéries et myxobactéries montrent une faible similarité de séquence. Ces DD 

dit de type 2 sont plus courts en ce qui concerne la partie en Cter, avec une taille de 40 

à 60 résidus, suggérant que le domaine de dimérisation est absent, tandis que la partie 

en Nter est de taille identique80. Afin d’obtenir des informations sur l’interaction des 

DD de type 2, deux structures de DD fusionnés par un linker de 8 résidus, ont été 

résolues par cristallographie aux rayons X80. Il s’agit des domaines de docking qui lient 

les sous-unités G et H et les sous-unités K et L de la PKS biosynthétisant la curacine.  

Ces deux couples de DD ont la même structure. Les extrémités Cter et Nter sont 

composées de deux hélices  séparées par une boucle : les hélices  1 et 2 pour 

l’extrémité Cter et les hélices  3 et 4 pour l’extrémité Nter. La structure globale est 

dimérique et est constituée d’un fagot de 8 hélices  (Figure 49). Les hélices 4 

dimérisent en formant un motif en coiled-coil assurant ainsi l’homodimérisation de 

l’extrémité Nter. Cette structuration est possible grâce aux résidus hydrophobes 

présents au sein des hélices 4. Les hélices 2 se lient, quant à elles, à chacune des 

hélices du dimère de coiled-coil et les hélices 1 fixent l’hélice 3 ainsi que la 4. De 

nombreux résidus hydrophobes conservés sont impliqués dans l’interaction de ces DD 

tout comme les ponts salins provenant de résidus polaires non-conservés qui 

engendrent une interaction spécifique. La surface d’interaction résultant de ces résidus 

pour cette classe de DD est supérieure à celle de la classe 1 (1800 Å² contre 1100² Å). 

Cependant, cette différence de superficie n’impacte pas la constante d’affinité comprise 

entre 2 et 20 µM pour les deux classes de DD. 
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Figure 49 : Représentation de la structure des DD de classe 2 présents en Cter et Nter des sous-unités G et H de la PKS 
biosynthétisant la curacine. Chaque partenaire est composé de deux hélices . L’hélice 4 forme un coiled-coil permettant la 

dimérisation de la sous-unité en Nter. L’hélice 2 de l’autre partenaire se lie à ce coiled-coil tout comme l’hélice 1. L’hélice 1 

se lie également à l’hélice 380. 

 Un de mes objectifs de thèse a été de caractériser les domaines de 

docking présents à l’interface des sous-unités VirA et VirFG de la PKS 

biosynthétisant la virginiamycine, d’un système de PKS de type trans. 

VII. Le processus de maturation post-PKS 

 Lors de la biosynthèse des polykétides, la PKS assure la formation du squelette 

du polykétide. Le polykétide doit, dans la plupart des cas, être maturé par des enzymes 

dites « post-PKS » afin de devenir fonctionnel. Ces enzymes ne font pas partie de la 

PKS bien que les gènes qui les codent se situent majoritairement à l’intérieur du même 

cluster que ceux codant la PKS. Par exemple, lors de la formation de l’érythromycine 

A, la PKS est responsable de la biosynthèse du 6-désoxyérythronolide B. Puis cinq 

protéines vont agir successivement sur le produit de la PKS de manière à obtenir 

l’érythromycine A85. Tout d’abord, l’hydroxylase EryF ajoute un groupement hydroxyle 

en position 6 pour donner l’érythronolide B. La glycosyltransférase, EryBV ajoute une 

unité mycarose, au niveau de l’hydroxyle en position 3 avec comme produit le 3--

mycarosylérythronolide B. D’autres protéines dont les gènes sont à l’intérieur du même 

cluster conduisent à la synthèse du mycarose. Une autre glycosyltransférase, EryCIII 

(avec son partenaire EryCII86) ajoute ensuite une unité désosamine sur l’hydroxyle en 

position 5 pour former l’érythromycine D. De la même manière que pour le mycarose, 
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d’autres protéines dédiées vont permettre la synthèse de désosamine. Puis deux voies 

sont possibles : soit il y a hydroxylation en position 12 par l’hydroxylase EryK pour 

former l’érythromycine C puis méthylation du mycarose sur l’hydroxyle en position 3 

par la méthylase EryG pour former l’érythromycine A ; ou alors il y a d’abord la 

méthylation par EryG puis l’hydroxylation par EryK9 (Figure 50). 

 D’autres enzymes de modification peuvent exister mises à part les 

glycosyltransférases, méthyltransférases ou encore hydroxylases. On peut noter des 

oxydoréductases (que ce soit des oxygénases, oxydases, peroxydases, réductases ou 

encore déshydrogénases), des acyltransférases, des prényltransférases, des 

carbamoyltransférases, des aminotransférases, des halogénases ou encore des 

cyclases87. Au vu de l’importance de ces modifications pour l’activité du polykétide, et 

de la diversité des enzymes de modification, il est important de maîtriser les 

mécanismes de ces enzymes afin de procéder à de l’ingénierie au niveau de cette étape 

de biosynthèse des polykétides. Cette méthode s’insère dans les études de biologie 

synthétique. En effet, des échanges de gènes codant les protéines post-PKS présents au 

sein des clusters conduisent à la diversification des polykétides. 

 

 

Figure 50 : Représentation du processus post-PKS de la biosynthèse de l’érythromycine A. Les enzymes EryB, EryC, EryF, EryG 
et EryK modifient le 6-désoxyérythronolide B, produit de la PKS, de manière à obtenir l’érythromycine A85. 
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 Cette approche a été menée, par exemple, sur l’érythromycine A88. De nombreux 

pathogènes développent une résistance vis-à-vis de cette molécule. Pour passer outre 

cette résistance, la biosynthèse de l’érythromycine A est modifiée au niveau des deux 

glycosylations successives. Les voies de synthèse et de transfert de la désosamine et du 

mycarose sur le polykétide ont été échangées par celles du mycaminose ou de l’olivose. 

Ces modifications ont été réalisées chez E. coli et par ajout de 6-dEB dans le milieu de 

culture ou par ajout de 3--mycarosylérythronolide B (MEB) qui est le produit 

d’EryBV. Les voies de biosynthèse de mycaminose et de l’olivose ont été reconstituées 

chez E. coli et ont permis la formation de deux nouveaux dérivés de l’érythromycine A. 

L’un découle du MEB et est modifié par une unité mycaminose en position 5 en lieu et 

place de la désosamine. L’autre découle du 6-dEB et est modifié par l’olivose. Le dérivé 

modifié avec l’unité olivose présente une activité bactéricide contre les bactéries 

résistantes à l’érythromycine A. Le dérivé modifié avec l’unité mycaminose présente un 

profil d’action identique à celui de l’érythromycine A. Ainsi, l’utilisation des enzymes 

post-PKS semble être une bonne méthode pour l’ingénierie des PKS. C’est le cas des 

glycosyltransférases, notamment celles impliquées dans la biosynthèse de 

l’érythromycine A (EryBV et EryCII/III), qui présentent une large spécificité de 

substrat et sont capables d’accepter, dans ce cas précis, des substrats mycaminose ou 

olivose à la place de leurs substrats naturels désosamine et mycarose88. Cependant 

l’ensemble des enzymes de modification ne possède pas une spécificité large de 

substrat. Il est donc essentiel d’étudier les mécanismes catalytiques de ces enzymes 

ainsi que les résidus impliqués dans la sélection des substrats dans le but d’utiliser les 

enzymes post-PKS dans des études de biologie synthétique et augmenter la diversité 

des polykétides.
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Objectifs 

 Comme nous venons de le voir, plusieurs points restent à éclaircir dans le but 

de réaliser des expériences de biologie synthétique des PKS de manière efficace. Au 

cours de ma thèse, nous nous sommes intéressés à deux d’entre eux : l’étude du 

contrôle de la stéréochimie ainsi que l’étude des domaines de docking. 

 Concernant la stéréochimie, la première partie de recherche a ciblé le 

changement de stéréochimie d’un polykétide modèle, in vivo, par modification de la 

PKS. Avant ces études, les travaux de Kellenberger et al.,68 avaient consisté à insérer 

une KR de type épimérisante à la place de la KR non-épimérisante du module 2 de 

DEBS 1-TE. Il y avait formation d’un polykétide qui n’était pas réduit (signifiant que la 

KR n’est pas active) ou alors formation d’un produit épimérisé mais seulement sous 

forme de traces. Au vu de cette absence ou faible réactivité de ces deux KR, l’objectif de 

ma thèse était d’insérer à la place de la même KR, l’ensemble des KR de type 

épimérisant connu. Ceci a été fait de manière à déterminer si une épimérisation peut 

être introduite au niveau d’un polykétide par simple échange d’une KR. L’ensemble des 

PKS a été généré par génie génétique et chacune d’entre elles a été transformée dans 

des cellules de S. erythraea de manière à conduire à la formation du polykétide in vivo. 

Ces produits ont été extraits et analysés par GC-MS pour identifier leur stéréochimie. 

La deuxième partie de recherche sur le stéréocontrôle a été de déterminer le 

mécanisme de l’épimérisation catalysée par les domaines KR. De nos jours, aucune 

entité n’a été mise en évidence comme étant responsable de cette réaction46. Des 

hypothèses suggèrent qu’une molécule d’eau positionnée à l’intérieur du site actif 

pourrait être responsable de la réaction ou encore la tyrosine catalytique67. Afin 

d’identifier l’agent responsable, nous avons voulu résoudre la structure d’un complexe 

ternaire d’une KR épimérisante (c’est-à-dire, en présence de son cofacteur et de son 

substrat (des structures des KR épimérisantes sont connues mais toujours en absence 

du substrat natif). Pour cela, nous avons tenté de cristalliser les KR1 de la PKS 

pikromycine et lankamycine ainsi que la KRA de la PKS mycolactone en présence des 

analogues proches de leur substrat natif (dikétide-pantétheine/phosphopantéthéine) 

ou plus éloigné comme la trans-1-décalone, ainsi qu’un dérivé réduit du cofacteur 

nicotinamide (NADPH3) qui est inactif, mais permet en principe d’induire le 

changement conformationnel associé à la fixation du cofacteur65. Nous nous sommes 
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également intéressés à la KR6 de la PKS virginiamycine afin d’obtenir la structure d’une 

PKS trans-AT. 

La troisième partie concernant le contrôle de la stéréochimie, consistait en 

l’identification du domaine responsable de la stabilisation du carbone en  du 

polykétide lié à l’ACP. Initialement identifié comme étant le domaine ACP69, des études 

plus récentes ont démontré que ce domaine n’entrait pas en interaction avec le carbone 

 et donc ne pouvait pas stabiliser la configuration en cette position70,71,72. L’objectif 

était donc de confirmer que l’ACP d’un module modèle (le premier module de la PKS 

de la pikromycine) n’interagit pas avec cette position et de regarder si le domaine KS-

AT ou le domaine KR peut être responsable de la stabilisation de la configuration. 

L’analyse de ces interactions a été réalisée par RMN. Les spectres HSQC de l’ACP holo 

et acylé avec le dikétide sont comparés afin d’observer l’absence de variations dans les 

déplacements chimiques qui confirmerait que l’ACP et son substrat n’interagissent pas. 

Les vitesses d’échange hydrogène/deutérium au niveau du carbone  du polykétide lié 

à l’ACP en absence ou présence du domaine KS-AT et/ou KR sont mesurés et comparés 

afin d’observer une éventuelle diminution qui proviendrait de la stabilisation par un 

des domaines. 

Enfin, concernant l’étude des domaines de docking, l’objectif a été de 

caractériser les DD au niveau d’un système de PKS trans-AT puisque l’ensemble des 

données et structures proviennent des PKS cis-AT. Le modèle choisi a été l’interface 

entre les modules 5 et 6 de la PKS de la virginiamycine, situés respectivement sur les 

sous-unités VirA et VirFG. Ici, un objectif était d’obtenir la structure par RMN des DD 

fusionnés entre eux et d’identifier les résidus se situant à l’interface et donc responsable 

de l’interaction et de sa spécificité. Un deuxième objectif était de positionner les DD 

par rapport au contexte modulaire et donc aux domaines voisins, par une approche 

SAXS, afin d’observer s’ils sont impliqués dans l’interaction. 
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Matériels et méthodes 

 Cette partie détaille les matériels et méthodes nécessaires au projet de 

cristallisation des domaines KR ainsi qu’à l’étude de la stabilisation du carbone  du 

polykétide en cours de synthèse. En ce qui concerne les matériels et méthodes utilisés 

lors des projets de caractérisation des domaines de docking des systèmes trans-AT et 

d’ingénierie des PKS par échange de domaines KR, ils sont décrits dans les deux 

publications jointes. 

I. Matériels biologiques 

I.1 Souches bactériennes 

Escherichia coli DH5 : supE44, lacU169 (80 lacZM15), hsdR17, recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1 et relA1. Cette souche est utilisée pour les transformations de routine. 

Elle permet la propagation des plasmides et possède un taux de transformation élevé. 

 

Escherichia coli BL21 (DE3) : F ompT gal dcm lon hsdSB (rB
mB

) λ(DE3). Cette 

souche est utilisée pour l’expression et la production de protéines recombinantes. Elle 

contient dans son génome la séquence codant l’ARN polymérase du bactériophage T7 

dont la transcription est inductible à l’IPTG via le promoteur lacUV5. 

 

Streptomyces venezuelae : souche produisant la pikromycine fournie par le Professeur 

Joon (Ewha Womans University, Corée). 

 

Streptomyces virginiae : souche produisant la virginiamycine achetée chez Genebank, 

Japon. 

I.2 Vecteurs plasmidiques 

Zero Blunt PCR (Invitrogen) : vecteur de clonage portant un gène de résistance à la 

kanamycine. Le vecteur contient le gène létal ccdB fusionné au gène codant la partie C-

terminale de LacZ. Ce vecteur permet le clonage de séquences à bouts francs. 

 

pBG-106 : vecteur d’expression, dérivé du pET27 portant un gène de résistance à la 

kanamycine. Il permet la fusion d’une protéine recombinante à un tag His10 en N-
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terminal. Cette étiquette est clivable ensuite grâce au site de protéolyse reconnu par la 

protéase du rhinovirus humain 3C. La transcription de l’insert est sous le contrôle du 

promoteur du bactériophage T7. Il provient de l’Université de Vanderbilt. 

 

pET20b: vecteur d’expression portant un gène de résistance à l’ampicilline. Il permet 

la fusion d’une protéine recombinante à un tag His6 en C-terminal. La transcription de 

l’insert est sous le contrôle du promoteur du bactériophage T7. 

 

pET28b : vecteur d’expression portant un gène de résistance à la kanamycine. Il 

permet la fusion d’une protéine recombinante à un tag His6 en N-terminal. Le tag est 

clivable ensuite grâce au site de protéolyse reconnu par la thrombine. La transcription 

de l’insert est sous le contrôle du promoteur du bactériophage T7. 

 

pET29b : vecteur d’expression portant un gène de résistance à la kanamycine. Il 

permet la fusion d’une protéine recombinante à un tag His6 en C-terminal. La 

transcription de l’insert est sous le contrôle du promoteur du bactériophage T7. 

 

pVB : vecteur d’expression portant un gène de résistance à la kanamycine. Il permet la 

fusion d’une protéine recombinante à un tag His6 en N-terminal et au domaine B1 de 

la protéine G afin d’accroître la solubilité. Le tag est clivable ensuite grâce au site de 

protéolyse reconnu par la TEV, la protéase du virus de la gravure du tabac. La 

transcription de l’insert est sous le contrôle du promoteur du bactériophage T7. 

I.3 Cosmide 

Cosmide 14F1 : partie d’ADN contenant les clusters de gènes de la PKS lankamycine et 

lankacidine. Il a été fourni par le Docteur Arakawa (Université d’Hiroshima, Japon), 

I.4 Milieux de culture 

LB (Luria Bertani) : Il est composé de tryptone (20 g/L), d’extrait de levure (5 g/l), et 

de NaCl (5 g/L). Le pH est ajusté à 7,5 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé 

pendant 20 min à 1 bar. Pour les milieux gélosés, de l’agar est ajouté à raison de 17 g/L 

de milieu de culture avant stérilisation. Ce milieu est utilisé pour la croissance 

bactérienne d’E. coli. 
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ZYM 5052 : Il est composé de tryptone (10 g/L), d’extrait de levure (5 g/l), de Na2HPO4 

(25 mM), de KH2PO4 (25 mM), de NH4Cl (50 mM) et de Na2SO4 (5 mM). Le pH est 

ajusté à 7,4 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. 

Ensuite, sont ajoutés dans le milieu du glycérol (0,5 %), du glucose (0,05 %), du lactose 

(0,2 %), du MgSO4 (1 mM), du FeCl3 (50 M), du CaCl2 (20 M), du MnCl2 (10 M), 

du ZnSO4 (10 M), du CoCl2 (2 M), du CuCl2 (2 M), du NiCl2 (2 M), du Na2MoO4 

(2 M), du Na2SeO3 (2 M) et du H3BO3 (2 M). Ce milieu est utilisé pour la croissance 

bactérienne d’E. coli et est auto-inductible89. 

 

SOC : Il est composé de tryptone (20 g/L), d’extrait de levure (5 g/L), de NaCl (5 g/L), 

de KCl (2,5 mM), de MgCl2 (10 mM), de MgSO4 (10 mM), et de glucose (20 mM). Le 

milieu est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. Ce milieu est utilisé pour la régénération 

des bactéries compétentes après transformation.  

 

M9 : Il est composé de Na2HPO4 (6 g/L), KH2PO4 (3 g/L), NaCl (0,5 g/L) et 15NH4Cl (1 

g/L). Le pH est ajusté à 7,4 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 

min à 1 bar. Ensuite, sont ajoutés dans le milieu de la thiamine et de la riboflavine (50 

mg/L), du glucose 13C ou 12C (4 g/L), du CaCl2 (100 M) et du MgSO4 (2 mM) filtrés 

stérilement. Ce milieu minimum est utilisé pour le marquage isotopique des protéines. 

 

ISP2 : Il est composé d’extrait de levure (4 g/L), d’extrait de malt (10 g/L) et de glucose 

(4 g/L). Le pH est ajusté à 7,3 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 

min à 1 bar. Ce milieu est utilisé pour la mise en culture des souches de Streptomyces. 

Pour les milieux gélosés, de l’agar est ajouté à raison de 17 g/L de milieu de culture 

avant stérilisation. 
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II. Clonage, production et purification des protéines 

recombinantes 

II.1 Extraction de l’ADN génomique de différentes espèces de 

Streptomyces 

 Les ADN génomiques de S. virginiae et S. venezuelae ont été extraits afin 

d’amplifier les séquences codant les domaines KR. Les deux souches ont été mises en 

culture dans du milieu ISP2 durant 48 h afin d’obtenir une quantité suffisante de 

cellules. L’extraction a été réalisée à l’aide du kit Wizard Genomic DNA Purification 

(Promega). Le protocole se décompose en cinq étapes : les cellules préalablement 

cultivées en milieu liquide ou solide ont été lysées. Les ARN contaminants ont alors été 

dégradés par l’ajout de RNAse (60 g/mL). Ensuite les protéines ont été précipitées et 

éliminées par centrifugation. L’ADN génomique a alors été précipité par ajout 

d’éthanol à 95 %, puis lavé à l’éthanol à 70 %. Une fois l’éthanol éliminé après 

centrifugation, les culots contenant l’ADN génomique ont été repris dans de l’eau. Ils 

ont alors été dosés à 260 nm et conservés à −20 °C. 

II.2 Clonage des ORF codant les protéines étudiées 

 Le clonage de la KR1 de la PKS pikromycine a été réalisé à partir de l’ADN 

génomique de S. venezuelae, la KR1 de la PKS lankamycine à partir du cosmide 14F1, 

et la KR6 de la PKS virginiamycine à partir de l’ADN génomique de S. virginiae. 

Concernant la KRA de la PKS mycolactone, elle a été fournie, clonée dans le vecteur 

d’expression pVB, par le Professeur Leadlay (Université de Cambridge, UK) tout 

comme les protéines PanK (pantéthéine kinase) et PPAT (phosphopantéthéine 

adénylyltransférase) clonées dans le vecteur pET29b et la DPCK (3’-

déphosphocoenzymeA kinase) clonée dans le vecteur pET20b utilisées dans la 

synthèse de coenzyme A90. Enfin les séquences codant les domaines ACP et KS-AT du 

premier module de la pikromycine ont été synthétisées (DNA 2.0, USA) et sous-clonées 

dans le vecteur pET28b. 

II.2.1  Amplification, purification et ligation 

La technique de PCR permet de réaliser l’amplification d’un fragment d’ADN 

compris entre deux oligodésoxyribonucléotides, dont les séquences sont 

complémentaires aux extrémités du fragment d’ADN à amplifier. Les 
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oligodésoxyribonucléotides permettent également d’introduire des sites de restriction. 

Les sites de restriction utilisés ici ont été : EcoRI pour l’oligodésoxyribonucléotide en 

5 et BamHI pour l’oligodésoxyribonucléotide en 3 pour les KR des PKS pikromycine 

et lankamycine et BamHI/HindIII pour la KR de la PKS virginiamycine (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Liste des oligodésoxyribonucléotides utilisés pour ces deux projets. Les sites de restriction sont soulignés. 

 L’enzyme utilisée pour la réaction de PCR a été l’ADN polymérase Phusion 

(Finnzymes Ozyme) (Tableau 2). La présence et la taille de l’ADN amplifié ont été 

vérifiées par dépôt sur gel d’agarose 1 % supplémenté en GelRed (Biotium), un agent 

intercalant qui fluoresce aux UV. Lorsque l’ADN amplifié migre à la taille attendue, ce 

dernier a été extrait du gel et ensuite purifié grâce au kit Nucleobond Extract II 

(Macherey Nagel). Cette extraction est basée sur l’utilisation de colonnes échangeuses 

d’anions, l’ADN étant chargé négativement. L’ADN purifié a alors été inséré dans le 

plasmide Zero Blunt PCR. La formation des liaisons phosphodiesters entre les 

extrémités de l’insert et du vecteur est catalysée par l’ADN ligase du bactériophage T4 

(MBI Fermentas). La ligation s’est faite en présence d’un excès molaire d’insert de trois 

fois par rapport au vecteur linéarisé. Les mélanges de ligation ont été placés à 

température ambiante pendant une nuit.  

 

 

 

KR1 pikromycine 
TTTCCGGGATCCGGCGACGACTGGCGCTAC 

TTTCCGGAATTCTCAGTCCCGTGCGTCGATGATGC 

KR1 lankamycine 
TTTCCGGGATCCGACGCGGCCGACGCGCTG 

TTTCCGGAATTCTCATGCGCCGTGCGCCCGGCG 

KR6 

virginiamycine 

TTTCCGGAATTCCACCGAACCGGTTCTGCACCG 

TTTCCGAAGCTTTCAGGGAGCGGCGGGAGC 

Oligonucléotide 

universel 67 
GTTTTCCCAGTCACGAC 

Oligonucléotide 

universel 122 
CAGGAAACAGCTATGAC 
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Réaction de PCR 

  ADN matrice     100 ng  

  Oligodésoxyribonucléotide 1   0,06 μM 

  Oligodésoxyribonucléotide 2   0,06 μM 

  Tampon G/C rich 5           5 μL 

  DMSO      3 % 

  dNTP (1,25 mM de chaque)   4 μL 

             ADN polymérase Phusion                4 U  

 H2O qsp 25 μL   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2 : Protocole de PCR. 

II.2.2 Transformation bactérienne et sélection des 

vecteurs recombinants 

La préparation de cellules compétentes d’E. coli a été faite pour pouvoir 

transformer la souche d’E. coli DH5. Une culture bactérienne a été réalisée dans 

100 mL de milieu LB à 37 °C sous agitation. Cette dernière a été arrêtée en phase 

exponentielle de croissance lorsque la DO600nm atteint 0,5. La culture a été centrifugée 

et le culot repris dans une solution de TfbI (CH3COOK 30 mM, CaCl2 10 mM, KCl 100 

mM, MnCl2 50 mM, et glycérol 15 % (pH 7,0)). Après une incubation de 10 min dans 

la glace et une nouvelle centrifugation, le culot a été repris dans 4 mL de solution TfbII 

(MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, KCl 10 mM, et glycérol 15 % (pH 7,0)). Des fractions 

aliquotes ont rapidement été congelées par immersion dans de l’azote liquide et 

stockées à −80 °C.  

 

 30’’   10’’ 30’’ 

  50’’  10’ 

98 °C 98 °C  98 °C 

72 °C 72 °C 

20 °C 

  Hybridation 

Elongation Extension 

terminale 

Refroidissement 

 25 

  Dénaturation 
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Les cellules d'E. coli rendues compétentes ont été transformées par choc 

thermique avec une fraction aliquote du produit de ligation. La transformation a été 

réalisée en mélangeant 100 ng de plasmide et 50 L de bactéries compétentes. Après 

incubation sur glace pendant 30 min, le mélange a été soumis à un choc thermique de 

35 secondes à 42 °C puis placé à nouveau sur glace pendant 5 min. Ensuite, les cellules 

ont été régénérées pendant 1 h à 37 °C en milieu SOC avant d’être étalées sur boîte LB 

contenant de la kanamycine (50 g/mL) et incubées une nuit à 37 °C. Quelques clones 

obtenus ont été mis en culture et la présence de l’insert est vérifiée par PCR sur colonie 

en utilisant cette fois-ci l’ADN polymérase DreamTaq (MBI Fermentas) et les 

oligodésoxyribonucléotides universels 67 et 122 (Tableau 1).  

 L’intégrité des séquences insérées a été vérifiée par séquençage (Société GATC 

Biotech, Allemagne). 

II.2.3 L’extraction d’ADN plasmidique 

La midipréparation d’ADN a été utilisée pour la préparation d’une grande 

quantité d’ADN à partir de 200 mL de culture ensemencée par 2 mL de préculture. 

L’ADN plasmidique recombinant a été purifié à l’aide du kit Nucleobond Xtra Midi 

(Macherey Nagel). 

La minipréparation d’ADN a été utilisée pour la préparation rapide d’une faible 

quantité d’ADN dans un but analytique, à partir de 5 mL de culture. L’ADN 

plasmidique recombinant a été purifié à l’aide du kit Nucleospin plasmid (Macherey 

Nagel). 

II.2.4 Sous-clonage des ORF codant les protéines étudiées 

Le vecteur Zero Blunt PCR recombinant contenant un insert ainsi que le vecteur 

pBG-106 ont été digérés pendant 2 h à 37 °C par les enzymes de restriction 

EcoRI/HindIII ou BamHI/HindIII à raison de cinq unités d’enzyme par g d’ADN. Le 

vecteur linéarisé et l’insert ont été purifiés après migration sur gel d’agarose grâce au 

kit Nucleobond Extract II (Macherey Nagel) puis ligués ensemble sur la nuit par l’ADN 

ligase du bactériophage T4 à température ambiante. Une fraction aliquote du produit 

de ligation a été transformée dans des cellules d'E. coli DH5α compétentes, par choc 

thermique. Les cellules ont été étalées sur boîte LB contenant de la kanamycine 

(50 g/mL) et incubées une nuit à 37 °C. Quelques clones obtenus ont été mis en 
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culture et une minipréparation d’ADN plasmidique a ensuite été réalisée après 

vérification de la présence de l’insert par PCR sur colonie avec les 

oligodésoxyribonucléotides d’amplification de l’insert. Les vecteurs ont ensuite été 

transformés dans des cellules d’E. coli BL21 (DE3). 

II.3 Expression des protéines  

Une préculture bactérienne en milieu LB (ou M9 pour les cultures en milieu 

minimum) contenant de la kanamycine ou de l’ampicilline (100 g/mL), suivant la 

résistance, a été ensemencée sur la nuit avec des cellules d’E. coli BL21 (DE3) 

contenant le plasmide d’intérêt. Ces précultures ont permis d’ensemencer les cultures 

bactériennes au 1/100ème. Les milieux utilisés ont été du ZYM5052 pour l’ensemble des 

domaines KR et du didomaine KS-AT, du LB pour l’ACP, PanK, PPAT et DPCK ou du 

M9 supplémenté en 15N ou 13C/15N afin d’obtenir de l’ACP marquée isotopiquement, le 

tout complémenté en kanamycine ou ampicilline (100 g/mL). Les cultures réalisées 

en milieu ZYM ont été placées sous agitation 3 h à 37 °C puis 18 h à 20 °C. Les cultures 

réalisées en milieu LB et M9 ont été placées sous agitation à 37 °C jusqu’à une DO600nm 

de 0,6. L’induction de la synthèse de l’ARN polymérase T7 a alors été initiée par ajout 

de 0,1 mM d’IPTG. Celle-ci conduit à l’induction de la synthèse en grande quantité 

d’ARN messager correspondant à la protéine recombinante. Les cultures ont ensuite 

été placées à 20 °C pendant 18 h. Les cellules récoltées par centrifugation à 4000g 

pendant 30 min à 4 °C, ont été resuspendues dans du tampon (saccharose 25 %, Tris-

HCl 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) afin de les protéger de la congélation et elles ont été 

à nouveau centrifugées à 4000g pendant 30 min à 4 °C puis stockées à 20 °C. 
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II.4 Purification des protéines  

Protéine Tampon A Tampon B 
Tampon de filtration sur 

gel 

KR1 pikromycine 

KR1 lankamycine 

KR6 virginiamycine 

KRA mycolactone 

Tris 50 mM 

NaCl 150 mM 

pH 7,5 

Tris 50 mM 

NaCl 150 mM 

Imidazole 1 M 

pH 7,5 

Tris 20 mM 

NaCl 150 mM 

pH 7,5 

PanK 

PPAT 

DPCK 

Phosphate 50 mM 

NaCl 250 mM 

pH 7,5 

Phosphate 50 mM 

NaCl 250 mM 

Imidazole 1 M 

pH 7,5 

 

KSAT pikromycine Phosphate 50 mM 

NaCl 300 mM 

pH 8 

Phosphate 50 mM 

NaCl 300 mM 

Imidazole 1 M 

pH 8 

Phosphate 50 mM 

NaCl 150 mM 

pH 7,6 

ACP pikromycine Tris 50 mM 

NaCl 400 mM 

pH 7,5 

Tris 50 mM 

NaCl 400 mM 

Imidazole 1 M 

pH 7,5 

Phosphate 100 mM 

pH 6,5 

Tableau 3 : Liste des tampons utilisés pour la purification des différentes protéines. 

II.4.1  Lyse cellulaire  

Les culots cellulaires ont été décongelés et repris dans 30 mL de tampon A 

(Tableau 3) auquel ont été ajoutés 100 unités de benzonase et 6 mM de MgSO4 afin de 

dégrader les acides nucléiques. Les cellules ont ensuite été lysées à l’aide d’un 

sonicateur par 3 cycles de 2 min de sonication et 1 min d’arrêt, dans la glace. Le lysat a 

ensuite été centrifugé pendant 45 min à 17000g afin d’éliminer les débris cellulaires. 

II.4.2 Chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose 

Le surnageant de sonication a été filtré sur un filtre de 0,45 m de manière à 

éliminer les derniers débris présents (membranes, agrégats). Le surnageant a ensuite 

été chargé à 4 mL/min sur une colonne Nickel-Sépharose (GE Healthcare Life 

Sciences) préalablement équilibrée avec le tampon A, en présence de 50 mM 

d’imidazole à un débit de 4 mL/min, et couplée à un système FPLC (Äkta Avant ou Äkta 

Pure, GE Healthcare Life Sciences). La protéine d’intérêt portant plusieurs résidus 

histidines à son extrémité Nter (6 ou 10 suivant les protéines), s’est fixée à la colonne 

via des interactions de coordination avec le Ni2+ lié à la matrice de la colonne. Avant 

d’injecter l’échantillon, 50 mM d’imidazole ont été ajoutés dans le surnageant de lyse 

afin de limiter les fixations aspécifiques des protéines cellulaires avec la phase mobile. 

Une fois le surnageant chargé, la colonne a été lavée avec le tampon A supplémenté 
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avec 50 mM d’imidazole. L’élution s’est faite à un débit de 4 mL/min par un saut à 500 

mM d’imidazole, apporté par le tampon B (Tableau 3). La structure de l’imidazole est 

similaire à la chaîne latérale de l’histidine, par compétition elle engendre donc la 

libération de la protéine. Les différentes fractions d’élution ont été déposées sur gel 

SDS-PAGE 12,5 % et révélées au bleu de Coomassie R-250. Les fractions contenant la 

protéine d’intérêt ont été rassemblées.  

Pour les protéines PanK, PPAT et DPCK, la purification s’est arrêtée à cette 

étape. Les fractions rassemblées ont été concentrées par centrifugation à 4000g avec 

des concentrateurs Amicon (Merck Millipore) et congelées dans l’azote liquide pour 

être stockées à 80 °C. 

II.4.3 Protéolyse du tag histidine 

Pour les différents domaines KR ainsi que pour le domaine ACP et le didomaine 

KS-AT, les différentes fractions rassemblées ont été mises en présence de 150 g de 

protéase (TEV, thrombine ou protéase du rhinovirus humain 3C (PreScission) suivant 

la construction) et dialysées contre 5 L de tampon A sur la nuit dans afin d’éliminer 

l’imidazole. 

II.4.4 Chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose 

inverse 

Après clivage du tag histidine, l’échantillon a été chargée à nouveau sur colonne 

Nickel-Sépharose (GE Healthcare Life Sciences) préalablement équilibrée avec du 

tampon A contenant 20 mM d’imidazole à un débit de 4 mL/min. La protéine étant 

débarrassée de son tag, elle n’entre plus en interaction avec la phase stationnaire et se 

retrouve dans la fraction non retenue. Cette colonne a permis d’éliminer les 

contaminants qui ont été élués avec la protéine d’intérêt lors de la première 

chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose puisqu’ils se sont fixés à nouveau sur la 

colonne lors de l’étape de chromatographie d’affinité Nickel-Sépharose inverse. La 

protéase utilisée est taggué histidine et a ainsi été séparée de la protéine. L’élution s’est 

faite à un débit de 4 mL/min par un saut à 500 mM d’imidazole, apporté par le tampon 

B et la fraction obtenue contient les contaminants ainsi que la protéase. La pureté de 

la fraction non retenue sur la colonne et qui contient la protéine d’intérêt a été évaluée 

par dépôt sur gel SDS-PAGE 12,5 % et révélées au bleu de Coomassie R-250. 
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II.4.5 Filtration sur gel ou chromatographie d’exclusion 

de taille 

Afin d’éliminer les derniers contaminants pouvant être encore présents dans la 

fraction protéique, une étape de filtration sur gel a été effectuée. Elle a été réalisée sur 

une colonne de type Superdex 75 26/60 ou alors sur Superdex 200 26/60 pour le 

didomaine KS-AT. Les colonnes ont été équilibrées au préalable avec le tampon de 

filtration sur gel (Tableau 3) et la protéine a été concentrée à 7 mL avec un 

concentrateur Amicon (Merck Millipore) à 4000g pour être chargée sur la colonne par 

l’intermédiaire d’une boucle de 10 mL. L’élution a été réalisée avec un volume colonne 

à un débit de 2 mL/min. Les protéines ont été séparées suivant leur taille et les 

différentes fractions de 2 mL ont été analysées par gel SDS-PAGE 12,5 % et révélées au 

bleu de Coomassie R-250. Les fractions contenant la protéine pure ont été rassemblées 

et concentrées par centrifugation à 4000g avec un concentrateur Amicon (Merck 

Millipore). La protéine a ensuite été congelée dans l’azote liquide et conservée à 80 

°C. 

II.4.6 Dosage des protéines 

A la fin de la purification, la concentration des protéines est mesurée. Celles-ci 

ont été dosées à 260 et 280 nm grâce à un spectrophotomètre Nanodrop 2000C 

(Thermo Scientific). Cependant, le domaine ACP ne possède pas de résidus 

aromatiques. Il est donc impossible de mesurer sa concentration à 280 nm. La mesure 

d’absorbance pour cette protéine s’est donc faite par un dosage de Bradford91. Une 

gamme de plusieurs concentrations en BSA a été réalisée. Un mL de réactif de Bradford 

a été ajouté à chaque concentration en BSA, de 10 à 125 g/mL, dans des cuves 

d’absorbance. La réaction a été laissée 5 min dans l’obscurité. Le réactif de Bradford 

réagit avec les protéines avec un déplacement d'absorption de 465 nm à 595 nm. Ainsi, 

pour chaque concentration, l’absorbance a été mesurée à 595 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre afin de tracer une courbe étalon. Enfin, une dilution d’ACP a été 

réalisée à laquelle est ajouté 1 mL de réactif de Bradford. La réaction a également été 

laissée dans l’obscurité pendant 5 min et l’absorbance mesurée à 595 nm. L’absorbance 

ainsi obtenue a été reportée à la concentration en BSA qui correspond à la 

concentration de la dilution en ACP.  
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III. Vers une structure des domaines KR  

III.1 Analyse de l’homogénéité de la protéine 

Afin de cristalliser une protéine, il a été essentiel de travailler avec une protéine 

pure mais aussi homogène en solution, c’est-à-dire sans agrégation. La pureté a été 

estimée par l’analyse sur gel et l’homogénéité de la solution par diffusion dynamique 

de la lumière (DLS pour Dynamic Light Scattering) qui ont permis d’analyser l’état du 

soluté en solution. En effet, il est primordial d’avoir une solution de protéine 

monodisperse pour pouvoir aborder une étude structurale. La diffusion dynamique de 

la lumière permet non seulement de déterminer la composition d’un tampon dans 

lequel la protéine sera stable et non agrégée, mais aussi de mesurer le rayon 

hydrodynamique des solutés. 

La protéine a été centrifugée pendant 1 h à 13000g à 4 °C afin d’éliminer les 

agrégats et les poussières. La cuve de l’appareil Zetasizer NanoS (Malverne) a été 

remplie avec 17 L de protéine et le résultat découle d’une dizaine d’acquisition à 25 °C. 

L’indice de polydispersité mesuré a permis d’évaluer l’homogénéité de la protéine 

récemment purifiée ou décongelée. 

III.2 Cristallisation 

Des essais de cristallisation ont été réalisés sur la KR1 de la PKS pikromycine, la 

KR1 de la PKS lankamycine, la KR6 de la PKS virginiamycine ainsi que la KRA de la PKS 

mycolactone afin d’obtenir leur structure. Au laboratoire, nous utilisons la méthode de 

diffusion en phase vapeur et la technique de la goutte assise qui a permis l’utilisation 

de robots de cristallisation, ainsi que la technique de la goutte suspendue. 

Les premiers essais de cristallisation ont été réalisés avec des kits commerciaux 

afin d’obtenir les premiers cristaux mais aussi de connaître le comportement de la 

protéine dans différentes conditions de pH et de force ionique, par exemple. Les kits 

commerciaux utilisés ont été PACT premier (Molecular Dimensions), JCSG-plus 

(Molecular Dimensions), Morpheus (Molecular Dimensions), Wizard (Emerald 

BioSystems), SaltRX (Hampton research), PGA Screen (Molecular Dimensions), 

PEG/Ion Screen (Hampton research), JBS Screen, HR (Hampton research), Index 

(Hampton research) et Crystal Screen (Hampton research). Chaque kit est constitué de 

96 conditions de cristallisation. Les tests ont été réalisés dans des boîtes de 96 puits de 
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type Greiner dans lesquelles chacun des puits est associé à trois cupules (Figure 51). 

Les puits ont été remplis des conditions de cristallisation à l’aide du robot Evo 150 

(Tecan). Le robot Mosquito (TTP Labtech) a été utilisé pour déposer les gouttes de 

cristallisation dans chacune des trois cupules en mélangeant la solution de protéine à 

la solution de cristallisation du puits. Trois ratios différents ont été utilisés : une goutte 

avec un mélange de 200 nL de solution de cristallisation et 100 nL de protéine, une 

goutte avec 100 nL de solution de cristallisation et 200 nL de protéine et une goutte 

avec 100 nL de chaque. Une fois les boîtes réalisées, elles ont été placées à 20 °C puis 

observées tous les jours à la lampe binoculaire pour suivre l’apparition de cristaux. 

 

Figure 51 : Boîte utilisée lors des essais de cristallisation. Les 96 puits sont remplis avec les différentes conditions de 
cristallisation. Au-dessus de chaque puits, les 3 emplacements reçoivent les 3 gouttes de cristallisation avec des ratios différents 

(Hampton research). 

Lorsqu’une protéine cristallise dans une des conditions d’un kit de 

cristallisation, les gouttes sont reproduites manuellement dans des boîtes Linbro de 24 

puits, permettant d’augmenter leur volume de l’ordre du L (Figure 52). Elles 

permettent d’affiner les cristaux obtenus en faisant varier les différents paramètres 

influant la cristallisation que ce soit la concentration en protéine, le pH, la 

concentration et nature de l’agent précipitant, la concentration et nature des sels, les 

additifs, ou le ratio solution de cristallisation/protéine. Les puits sont remplis de la 

solution de cristallisation et les gouttes sont déposées sur des lamelles en verre. Les 

lamelles sont ensuite déposées sur le puits et le tout est fermé hermétiquement par un 

joint en silicone. Les gouttes se retrouvent suspendues vers le puits dans un système 

clos qui induit des échanges entre la goutte et le puits. 
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Figure 52 : Représentation d’une boîte Linbro permettant l’affinement des cristaux obtenus avec les kits de cristallisation 
(Hampton research). 

III.3 Congélation des cristaux obtenus 

Pour enregistrer des données de diffraction, il est indispensable de congeler les 

cristaux afin de les protéger de la détérioration due aux radicaux engendrés par la 

photolyse de l’eau sous le faisceau de rayon X. La congélation limite ainsi la diffusion 

des radicaux à l’intérieur du cristal et de ce fait limite sa dégradation. Les cristaux de 

macromolécules biologiques contiennent entre 30 et 70% d’eau. Il est donc 

indispensable de protéger les cristaux contre la formation de glace lors de la 

congélation, sous peine de détériorer le cristal et ainsi perdre le pouvoir de diffraction. 

Les cristaux obtenus ont été trempés dans la solution de cristallisation contenant 30 % 

de glycérol, qui joue le rôle de cryoprotectant. Ils ont été ensuite congelés dans un flux 

d’azote et conservés dans de l’azote liquide. 

III.4 Enregistrement et traitement des données 

Les données de diffraction ont été enregistrées au synchrotron SOLEIL (Gif-sur-

Yvette) sur les lignes Proxima 1 et Proxima 2. Les clichés de diffraction ont été indexés 

et intégrés avec le programme XDS92, puis les données mises à l’échelle par le logiciel 

XSCALE92. Pour l’étape de phasage par remplacement moléculaire, plusieurs 

programmes ont été utilisés : Phaser93, MolRep94 ou encore Balbes95 en utilisant 

comme modèles les structures les plus proches à savoir : la KR1 de DEBS (fichier PDB : 

2FR0), la KR1 de la PKS tylosine (2Z5L), la KR2 de la PKS amphotéricine (3MJE) et la 

KR3 de la PKS pikromycine (3QP9). Cette méthode consiste à positionner la protéine 

dans le cristal étudié en déterminant la matrice de rotation et le vecteur de translation, 
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et permet de résoudre le problème de la phase en utilisant la structure d’une protéine 

homologue. 

III.5 Obtention de dérivés d’atomes lourds de cristaux de 

protéine 

Des cristaux ont été produits en boîte Linbro en présence de lanthanides pour 

résoudre le problème de la phase, étant donné que la KR1 de la PKS lankamycine ne 

contient que deux méthionines. Il est donc impossible d’utiliser le signal anomal du 

sélénium apporté par les sélénométhionines qui remplacent les méthionines de la 

protéine. Les lanthanides, qui regroupent les éléments avec un nombre atomique de 57 

à 61, ont alors été utilisés dans les conditions de cristallisation à des concentrations 

allant de 10 à 100mM. Dans ce cadre, nous avons utilisé différents lanthanides comme 

l’europium, l’ytterbium et le gadolinium (Eu, Yb, Gd) chélatés avec plusieurs 

composés : DOTA (acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetra-acetique), 

DO3A (acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetique), (DPA)3 

(tris(dipicolinate) et HPDO3A (acide 10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetique)96,97 (NatXRay) (Figure 53). Les lanthanides 

sont des diffuseurs anomaux et permettent de résoudre le problème de la phase par 

SAD (Dispersion Anomale à une Seule longueur d’onde) ou MAD (Dispersion Anomale 

à Multiple longueur d’onde).  

 

Figure 53 : Les lanthanides sont en vert et chélatés par quatre molécules différentes. 

 Afin d’obtenir des dérivés d’atomes lourds, deux méthodes principales existent ; 

le trempage et la co-cristallisation. Le trempage consiste à faire tremper les cristaux 

dans un mélange contenant la solution de cristallisation et des lanthanides. Les 

lanthanides diffusent alors à l’intérieur du cristal. La co-cristallisation consiste à faire 

cristalliser la protéine avec un lanthanide dans la solution de cristallisation. Cette 
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méthode est plutôt utilisée lorsque le trempage ne permet pas d’obtenir des dérivés 

d’atomes lourds car la co-cristallisation présente des défauts, notamment d’inhiber la 

cristallisation. 

IV. Etude des interactions entre le substrat CoA-dikétide et 

les domaines ACP, KS-AT et KR du premier module de la PKS 

pikromycine 

IV.1 Synthèse du CoA-dikétide 

Les protéines PanK, PPAT et DPCK permettent la synthèse du CoA-dikétide à 

partir du pantéthéine-dikétide90. La protéine PanK ajoute un phosphate sur la 

pantéthéine-dikétide en présence d’ATP pour former la phosphopantéthéine-dikétide. 

La protéine PPAT ajoute de l’adénosine pour donner du déphospho-CoA-dikétide en 

présence d’ATP. Enfin la protéine DPCK ajoute un phosphate en présence également 

d’ATP avec comme produit le CoA-dikétide (Figure 54). 

 

Figure 54 : Réaction de synthèse du CoA dikétide.  

 Afin de synthétiser du CoA-dikétide, 10 mg de dikétide pantéthéinylé (marqué 

isotopiquement 13C ou non, synthétisé par l’équipe du Dr. A Kirschning, Université de 

Hannovre) ont été mélangés avec 75 mg d’ATP, 75 M de PanK, 50 M de DPCK et 150 

M de PPAT dans un volume final de 10 mL de tampon Tris-HCl 50 mM, KCl 20 mM, 
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MgCl2 10 mM, pH 7,5. Le mélange a été laissé à 30 °C pendant 3 h puis congelé afin 

d’être lyophilisé sur la nuit. L’obtention du produit final, le CoA-dikétide, a été vérifiée 

par analyse en spectrométrie de masse couplée à de la chromatographie en phase 

liquide. Ces analyses ont été réalisées en collaboration avec C. Paris (LiBio, Université 

de Lorraine). Le CoA-dikétide est repris dans un mélange eau 95 %, acétonitrile 5% à 

une concentration de 13 mM. 

IV.2 Modification de l’ACP  

Dans un premier temps, la modification de l’ACP de la PKS pikromycine a été 

faite par du CoA. Elle a été réalisée en utilisant deux phosphopantéthéinyl transférases 

(PPTases) différentes : la Sfp (Surfactine phosphopantéthéinyl-transférase) de 

Bacillus subtilis (le vecteur a été fourni par le Dr B. Broadhurst, Université de 

Cambridge) et la Svp (Streptomyces verticillus PPTase) de Streptomyces verticillus (le 

vecteur a été fourni par le Dr B. Shen, Scripps Florida). A 100 M d’ACP ont été ajoutés 

3 M de Sfp ou Svp, 5 mM de CoA, 10 mM de MgCl2 et 5 mM de DTT. Le volume 

réactionnel a été ajusté à 300 L avec du tampon phosphate 100 mM, pH 7,5. Les ions 

Mg2+ sont le cofacteur des deux PPTases et ont donc été ajoutés en excès. Le DTT réduit 

la fonction thiol du CoA, et empêche ainsi la formation de pont disulfure entre deux 

molécules de CoA. La réaction a été laissée à température ambiante sur la nuit. Après 

la modification, il a été nécessaire de purifier l’ACP, dorénavant sous forme holo, pour 

effectuer des études par RMN. La purification réalisée sur une colonne Superdex 75 

10/300 GL a permis d’éliminer la PPTase et le CoA en excès et de placer la protéine 

modifiée dans le tampon phosphate 100 mM pH 7,5. La présence ou non de 

modification a été vérifiée par spectrométrie de masse ESI-Q-TOF en collaboration 

avec le Dr H. Mazon au service commun de spectrométrie de masse et des techniques 

couplées de l’Université de Lorraine. Le spectromètre est un microTOF-Q (Bruker 

Daltonics). Les échantillons ont été injectés à une vitesse de 6 L/min en même temps 

qu’un étalon externe, « Tuning Mix ». Les données ont été traitées par le logiciel Bruker 

Data Analysis (Bruker Daltonics).  

Des études de séquençage par empreinte peptidique massique ont été également 

réalisées afin d’identifier le résidu sur lequel la modification s’est effectuée. Elles ont 

été faites en collaboration avec le Dr J. B. Vincourt par MALDI-TOF sur la plateforme 

de protéomique de la Fédération de Recherche 3209 (Bioingénierie Moléculaire, 
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Cellulaire et Thérapeutique, Université de Lorraine) avec un spectromètre Autoflex 

speed. La matrice utilisée est de l’acide -cyano-hydroxycinnamique (HCCA). Pour 

l’ensemble des expériences de spectrométrie de masse, les échantillons ont été 

préalablement dialysés par concentration dans du tampon acétate d’ammonium 50 

mM, pH 6,4. 

L’ACP a également été modifié par les CoA-dikétide et CoA-dikétide 13C 

synthétisés. Ces modifications ont été réalisées en utilisant uniquement la Sfp. A 

180 M d’ACP sont ajoutés 3 M de Sfp, 10 mM de MgCl2, 5 mM de DTT, 1 mM de 

CoA-dikétide et le volume est complété à 300 L avec du tampon phosphate 100 mM, 

pH 7,5. La réaction a été laissée à température ambiante sur la nuit. Après 

modification, l’ACP a été purifié par filtration sur gel sur une colonne Superdex 75 

10/300 GL. Une fois l’ACP élué, il a été analysé par spectrométrie de masse couplé à 

de la chromatographie en phase liquide et par ionisation ESI (en collaboration avec C. 

Paris, LiBio, Université de Lorraine). 

IV.3 Acquisition des spectres RMN  

Plusieurs spectres RMN ont été enregistrés par le Dr B. Chagot sur un 

spectromètre Bruker 600 MHz de la plateforme SCBIM (Service Commun de 

Biophysicochimie des Interactions Moléculaires, Université de Lorraine). Pour ce faire, 

un échantillon protéique de 100 µM a été placé dans un tube RMN de 3 mm de 

diamètre auquel a été ajouté 10 % de D2O afin de calibrer le champ magnétique du 

spectromètre.  

Des spectres RMN98 ont été enregistrés sur l’ACP1 apo de la PKS pikromycine 

afin d’attribuer les déplacements chimiques des atomes de la chaîne principale. Pour 

cela, la protéine a été marquée isotopiquement au 13C et 15N. Les expériences ont été 

enregistrées sur un échantillon concentré à 1 mM. Les spectres enregistrés ont été un 

spectre 2D 1H-15N HSQC (Figure 55a) permettant d’observer les atomes d’hydrogène 

et d’azote de la fonction amide du squelette peptidique et les spectres 3D HNCACB, 

HNCA, HNCO, HNHA et CBCAcoNH permettant d’observer les atomes de la fonction 

amine d’un acide aminé (i) ainsi que les carbones  et  des acides aminés (i) et (i-

1) pour le spectre HNCACB (Figure 55b) ; les atomes de la fonction amine d’un acide 

aminé (i) ainsi que les carbones  des acides aminés (i) et (i-1) pour le spectre HNCA 

(Figure 55c) ; les atomes de la fonction amine d’un acide aminé (i) ainsi que le carbone 
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carbonyle de l’acide aminé (i-1) pour le spectre HNCO (Figure 55d) ; les atomes de la 

fonction amine d’un acide aminé (i) ainsi que les carbones  et  des acides aminés (i-

1) pour le spectre CBCAcoNH (Figure 55e) et les atomes de la fonction amine d’un acide 

aminé (i) ainsi que l’hydrogène  de l’acide aminé (i) pour le spectre HNHA. Les 

spectres ont été analysés avec le logiciel SPARKY (T. D. Goddard et D. G. Kneller, 

SPARKY 3, University of California, San Francisco). 

 

Figure 55 : Schéma récapitulatif des spectres enregistrés a) 1H-15N HSQC b) HNCACB c) HNCA d) HNCO e) CBCAcoNH.  

Des spectres 1H-15N HSQC ont également été enregistrés sur un échantillon 

protéique marqué 15N concentré à 180 M et modifiée avec du CoA et du CoA-dikétide. 

Ces spectres ont été enregistrés afin d’observer de potentielles variations de 

déplacements chimiques résultants de l’interaction entre le substrat et l’ACP par 

comparaison avec les spectres 1H-15N HSQC des formes apo de l’ACP.  

Des spectres 1D 13C et COCA (permettant l’observation de deux carbones 

covalents liés respectivement à un hydrogène et un oxygène (Figure 56)) ont été 

enregistrés sur le CoA-dikétide 13C seul ainsi que sur l’ACP 12C 14N modifié avec ce 

substrat. Le but a été de comparer les déplacements chimiques des carbones 13C du 

dikétide afin d’observer des différences de déplacements chimiques entre les atomes 

du substrat libre et du substrat lié à l’ACP afin de montrer une éventuelle interaction 

entre l’ACP et le substrat.  
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Figure 56 : Représentation du CoA-dikétide 13C. Les carbones marqués sont indiqués par des points noirs et leurs déplacements 
chimiques sont observés par les spectres 1D 13C et COCA. 
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Résultats 

Partie 1 : Caractérisation d’une nouvelle classe de domaine 

de docking de PKS trans-AT 

 Plusieurs structures de domaines de docking (DD) ont été résolues à ce 

jour80,81,84. L’ensemble de ces domaines de docking provient de systèmes cis-AT. 

Récemment, notre équipe a résolu la structure en solution par SAXS du module 

5 apo de la sous-unité VirA de la PKS virginiamycine29. Contrairement aux alignements 

de séquence qui laissaient penser que l’extrémité Cter du module est un domaine de 

dimérisation, il s’avère que le module 5 présente une structure ouverte accessible aux 

partenaires. Les deux extrémités Cter n’interagissent pas, et donc les deux extrémités 

sont plutôt des DD. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons résolu la structure par RMN multi-

dimensionnelle du couple de DD (le Cter de VirA (VirA CDD) et le Nter de VirFG (VirFG 

NDD)). Les deux DD ont été clonés et exprimés sous forme de protéine de fusion liés 

ensemble par un linker G3SG3S). La structure a révélé que chaque domaine de docking 

est composé de deux courtes hélices  qui interagissent deux à deux pour former un 

fagot de quatre hélices de topologie unique dans la PDB. 

Les études par RMN ont également montrées que le VirA CDD seul est en 

équilibre entre dimères non-spécifiques, alors qu’en présence d’un excès de VirFG NDD 

il forme un complexe stable avec son partenaire. Nous avons aussi démontré que VirFG 

NDD seul présente très peu de structures secondaires par dichroïsme circulaire (CD), 

mais il acquiert des structures secondaires supplémentaires en présence de 2,2,2-

trifluoroethanol, qui mime un environnement hydrophobe. De plus nous avons 

démontré par SAXS que VirFG NDD n’est pas une protéine globulaire. Cependant, il est 

structuré lorsqu’il est en complexe avec son partenaire VirA CDD. Toutes ces données 

sont cohérentes avec l’idée que VirFG NDD est une protéine intrinsèquement 

désordonnée (IDP), mais nous ne pouvons pas exclure qu’elle adopte une structure 

stable en présence de la KS en aval. 
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 L’analyse de la structure par RMN a également permis de déterminer la nature 

des interactions entre VirFG NDD et VirA CDD qui impliquent des interactions 

hydrophobes et polaires. Le rôle des résidus a été vérifié par des études de mutagenèse 

dirigée couplé à la titration calorimétrique isotherme (ITC) et le CD. Nous nous 

sommes concentrés uniquement sur des mutants de VirA CDD, puisque le VirFG NDD 

se comporte comme un IDP et par conséquent, les mutations peuvent avoir une 

influence sur la structuration induite de ce domaine et/ou son interaction avec son 

partenaire. Des mutations au niveau de trois résidus du VirA CDD situées à l’interface 

du complexe (D6940, N6949 et E6954), ont bien diminuées son affinité pour son 

partenaire VirFG NDD (Kd plus élevé), soutenant la validité du modèle de docking 

développé sur la base de la structure du complexe covalent.  

Des études par SAXS ont également été menées, afin d’identifier les positions 

des domaines flanquants les DD : l’ACP5b de VirA et la KS6 de VirFG. La structure de 

VirA ACP5b-CDD et VirFG NDD fusionnés (ACP5b-CDDVirFG NDD) montre que le 

domaine ACP5b n’est pas en interaction avec le complexe des DD. La fusion ACP5b-

CDDVirFG NDD-KS6 permet de placer l’ACP5b à l’extrémité de la structure et met en 

évidence que le linker situé entre VirFG NDD et la KS6 est compacte. 
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Modulaƌ polyketide syŶthases ;PKSs) diƌeĐt the ďiosyŶthesis of ĐliŶiĐally‐ǀaluaďle seĐoŶdaƌy ŵetaďolites iŶ ďaĐteƌia. 

The  fidelity of  ĐhaiŶ gƌoǁth depeŶds oŶ speĐifiĐ  ƌeĐogŶitioŶ ďetǁeeŶ suĐĐessiǀe  suďuŶits  iŶ eaĐh asseŵďly  liŶe — 

iŶteƌaĐtioŶs ŵediated ďy C‐ aŶd N‐teƌŵiŶal ͚doĐkiŶg doŵaiŶs͛ ;DDs). We haǀe ideŶtified a Ŷeǁ faŵily of DDs iŶ trans‐

aĐyl tƌaŶsfeƌase PKSs, eǆeŵplified ďy a ŵatĐhed paiƌ fƌoŵ the ǀiƌgiŶiaŵyĐiŶ systeŵ. We shoǁ usiŶg NMR that the C‐

teƌŵiŶal DD ;ViƌA CDD) iŶduĐes foldiŶg of the N‐teƌŵiŶal DD ;ViƌFG NDD), the fiƌst eǆaŵple to ouƌ kŶoǁledge of aŶ 

iŶtƌiŶsiĐally disoƌdeƌed pƌoteiŶ iŶ ďaĐteƌial seĐoŶdaƌy ŵetaďolisŵ. FusioŶ of the tǁo teƌŵiŶi ƌesults iŶ a staďle fold foƌ 

ViƌFG NDD, aŶd aŶ oǀeƌall pƌoteiŶ‐pƌoteiŶ Đoŵpleǆ of uŶiƋue topology ǁhose stƌuĐtuƌe ǁe suppoƌt ďy site‐diƌeĐted 

ŵutageŶesis. Fuƌtheƌŵoƌe, usiŶg sŵall‐aŶgle X‐ƌay sĐatteƌiŶg,  the positioŶs of  the  flaŶkiŶg aĐyl  Đaƌƌieƌ pƌoteiŶ aŶd 

ketosyŶthase doŵaiŶs haǀe ďeeŶ ideŶtified, alloǁiŶg ŵodeliŶg of the Đoŵplete iŶteƌsuďuŶit iŶteƌfaĐe. 

 

SǇŶthesis  of  stƌuĐtuƌallǇ  Đoŵpleǆ,  ƌeduĐed  polǇketides  iŶ  ďaĐteƌia  oĐĐuƌs  oŶ  gigaŶtiĐ ŵultieŶzǇŵes  Đalled  polǇketide 

sǇŶthases ;PKSsͿϭ. These sǇsteŵs aƌe  likeŶed to ŵoleĐulaƌ‐sĐale asseŵďlǇ  liŶes, as eaĐh ƌouŶd of ĐhaiŶ eǆteŶsioŶ aŶd 

ĐheŵiĐal tailoƌiŶg of ŶeǁlǇ‐iŶĐoƌpoƌated ďuildiŶg ďloĐks is Đaƌƌied out ďǇ a speĐifiĐ ŵodule of eŶzǇŵatiĐ doŵaiŶs. Natuƌe 

has eǀolǀed tǁo distiŶĐt Đlasses of ŵodulaƌ PKSs – Đis‐aĐǇl tƌaŶsfeƌase ;ATͿ aŶd tƌaŶs‐AT. WithiŶ the ŵajoƌitǇ of Đis‐AT 

PKSs,  suĐh  as  the  pƌototǇpiĐal  ϲ‐deoǆǇeƌǇthƌoŶolide  B  sǇŶthase  ;DEBSͿ  ƌespoŶsiďle  foƌ  asseŵďliŶg  the  Đoƌe  of 

eƌǇthƌoŵǇĐiŶ A, all of the ĐoŵpoŶeŶt doŵaiŶs aƌe pƌeseŶt ǁithiŶ the gigaŶtiĐ polǇpeptidesϮ. TƌaŶs‐AT PKSs, oŶ the otheƌ 

haŶd, aƌe ĐhaƌaĐteƌized ďǇ oŶe oƌ ŵoƌe fƌee‐staŶdiŶg eŶzǇŵe aĐtiǀities ;iŶĐludiŶg ŶotaďlǇ the ATsͿ ǁhiĐh Đollaďoƌate iŶ 

tƌaŶs ǁith the PKS ŵultieŶzǇŵes to aĐĐoŵplish ďoth ĐhaiŶ ďuildiŶg aŶd pƌoĐessiŶg ;Fig. ϭͿϯ,ϰ. TheǇ also ĐhaƌaĐteƌistiĐallǇ 

iŶĐlude  ŵodules  of  ŶoŶ‐ƌiďosoŵal  peptide  sǇŶthetase  ;N‘PSͿ  ǁhiĐh  iŶĐoƌpoƌate  aŵiŶo  aĐids  iŶto  the  gƌoǁiŶg 

iŶteƌŵediates. 
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Figuƌe ϭ │ The ǀiƌgiŶiaŵyĐiŶ ;Viƌ) trans‐AT polyketide syŶthase. The PKS Đoŵpƌises thƌee suďuŶits, ViƌA, ViƌFG ;ǁhose N‐teƌŵiŶal seƋueŶĐe ǁas ƌeĐeŶtlǇ ƌeǀised ďǇ 
usϮϭͿ aŶd ViƌH, as ǁell as additioŶal ŵodules ǁhiĐh ǁeƌe Ŷot ideŶtified iŶ the iŶitial Đlusteƌ desĐƌiptioŶϰ foƌ staƌteƌ uŶit seleĐtioŶ aŶd iŶtƌoduĐtioŶ of pƌoliŶe. The ? 
iŶdiĐate additioŶal steps ǁheƌe the eŶzǇŵe ƌespoŶsiďle is Ŷot Ǉet Đleaƌ. The sǇsteŵ iŶĐoƌpoƌates ŵaŶǇ featuƌes ĐhaƌaĐteƌistiĐ of tƌaŶs‐AT PKS sǇsteŵs, iŶĐludiŶg a 
tƌaŶs‐aĐtiŶg aĐǇl tƌaŶsfeƌase ViƌI, dupliĐated doŵaiŶs ;aĐǇl Đaƌƌieƌ pƌoteiŶs ;ACPsͿ of ŵodules ϭ aŶd ϱ, peptidǇl Đaƌƌieƌ pƌoteiŶs ;PCPsͿ of ŵodule ϴͿ, ŶoŶ‐ƌiďosoŵal 
peptide  sǇŶthetase ŵodules  ;ϯ  aŶd  ϴͿ,  iŶaĐtiǀe  doŵaiŶs  ;KS  of ŵodule  ϵͿ,  aŶd  a  Đassette  of  eŶzǇŵes ǁhiĐh  togetheƌ  iŶtƌoduĐes  a ‐ŵethǇl  fuŶĐtioŶalitǇ.  The 
eǆpeƌiŵeŶts desĐƌiďed heƌe ƌeǀeal the ŵoleĐulaƌ details of the iŶteƌfaĐe ďetǁeeŶ suďuŶits ViƌA aŶd ViƌFG ;ďoǆedͿ. 

 

OŶe  ĐoŶseƌǀed  featuƌe  of  Đis‐  aŶd  tƌaŶs‐AT  PKSs  is  the  distƌiďutioŶ  of  the  fuŶĐtioŶal  ŵodules  aŵoŶg  ŵultiple 

polǇpeptide suďuŶitsϱ. Thus, geŶeƌatioŶ of Ŷatiǀe polǇketide pƌoduĐts ĐƌitiĐallǇ depeŶds oŶ the aďilitǇ of the suďuŶits to 

aƌƌaŶge theŵselǀes iŶ the ĐoƌƌeĐt oƌdeƌ. CoŶǀeƌselǇ, ƌatioŶal ŵaŶipulatioŶ of iŶteƌpolǇpeptide iŶteƌfaĐes to ĐhaŶge the 

seƋueŶĐe of the suďuŶits ƌepƌeseŶts aŶ attƌaĐtiǀe stƌategǇ foƌ geŶeƌatiŶg polǇketide aŶalogues, as Ŷo ŵodifiĐatioŶs aƌe 

ŵade  to  the ĐoŵpoŶeŶt ŵodules.  IŶdeed,  these aƌe  iŶĐƌeasiŶglǇ ǀieǁed as disĐƌete opeƌatioŶal uŶits, giǀeŶ the high 

iŶteƌdepeŶdeŶĐe of the fuŶĐtioŶal doŵaiŶsϲ,ϳ. 

IŶ Đis‐AT PKS,  it has ďeeŶ shoǁŶ that ĐoŵŵuŶiĐatioŶ at  iŶteƌsuďuŶit  juŶĐtioŶs is ŵediated ďǇ poƌtaďle ƌeĐogŶitioŶ 

seƋueŶĐes Đalled ͚doĐkiŶg doŵaiŶs ;DDsͿ͛, loĐated at the eǆtƌeŵe teƌŵiŶi of the suďuŶits, aŶd these haǀe alƌeadǇ ďeeŶ 

eǆploited to geŶeƌate polǇketide aŶaloguesϴ–ϭϮ. Thƌee eǀolutioŶaƌilǇ‐ƌelated doĐkiŶg doŵaiŶ Đlasses haǀe ďeeŶ ideŶtified 

to date iŶ PKS sǇsteŵsϭϯ, as ǁell as a fouƌth Đlass ǁhiĐh opeƌates at N‘PS−N‘PS/−PKS juŶĐtioŶs iŶ ŵiǆed PKS‐N‘PSsϭϰ. The 

NM‘ oƌ X‐ƌaǇ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌes of ĐoǀaleŶtlǇ‐fused Đoŵpleǆes of the PKS doĐkiŶg doŵaiŶs haǀe ďeeŶ solǀedϭϱ–ϭϳ ;Fig. ϮͿ, 

aŶd the N‐teƌŵiŶal DDs shoǁŶ to adopt the saŵe stƌuĐtuƌes ǁheŶ eǆpƌessed togetheƌ ǁith the doǁŶstƌeaŵ ketosǇŶthase 

doŵaiŶsϭϳ–ϭϵ. The Đlose stƌuĐtuƌal hoŵologǇ ďetǁeeŶ the tǁo aĐtiŶoďaĐteƌial Đlasses of DDs pƌoŵpted theiƌ gƌoupiŶg iŶto 

͚Class  ϭ͛  ;these  ǁill  ďe  ƌefeƌƌed  to  heƌe  as  ϭa  aŶd  ϭďͿ,  ǁhile  the  thiƌd  Đlass,  ǁhiĐh  is  pƌeseŶt  iŶ  ŵǇǆoďaĐteƌia  aŶd 

ĐǇaŶoďaĐteƌia, has ďeeŶ desigŶated as ͚Class Ϯ͛ϭϳ ;ďǇ eǆteŶsioŶ, the ŵiǆed PKS‐N‘PS DDs ĐoŶstitute ͚Class ϯ͛Ϳ. 
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Class ϭ aŶd Ϯ DDs shaƌe tǁo ĐeŶtƌal featuƌes: iͿ the N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs aƌe hoŵodiŵeƌiĐ aŶd foƌŵ a Đoiled‐

Đoil ŵotif ǁhiĐh seƌǀes as a platfoƌŵ foƌ doĐkiŶg of the likeǁise ‐heliĐal C‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs; aŶd iiͿ the doĐkiŶg 

iŶteƌfaĐes aƌe laƌgelǇ hǇdƌophoďiĐ iŶ ĐhaƌaĐteƌ aŶd ĐoŵpleŵeŶtaƌǇ iŶ shape, ǁhile speĐifiĐ Đhaƌge:Đhaƌge iŶteƌaĐtioŶs at 

ĐƌitiĐal  positioŶs  ĐoŶtƌiďute  to  doĐkiŶg  speĐifiĐitǇ. OŶe Ŷotaďle  diffeƌeŶĐe ďetǁeeŶ  the  tǁo  Đlasses  is  that  Class  ϭ  C‐

teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs iŶĐoƌpoƌate tǁo ‐heliĐes upstƌeaŵ of the doĐkiŶg ‐heliǆ, ǁhiĐh togetheƌ foƌŵ a diŵeƌizatioŶ 

ŵotif  ;Fig.  ϮaͿ.  Class  Ϯ  C‐teƌŵiŶal  doĐkiŶg  doŵaiŶs,  oŶ  the  otheƌ  haŶd,  Đoŵpƌise  oŶlǇ  tǁo ‐heliĐes,  ďoth  of ǁhiĐh 

assoĐiate ǁith the N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ. Fuƌtheƌŵoƌe, the Đoiled‐Đoil of the Class Ϯ N‐teƌŵiŶal DD is pƌeĐeded ďǇ 

aŶ additioŶal ‐heliǆ, aŶd thus doĐkiŶg giǀes ƌise to aŶ oǀeƌall eight ‐heliĐal ďuŶdle ;Fig. ϮĐͿ, iŶ ĐoŶtƌast to the fouƌ ‐

heliĐal ďuŶdles ĐhaƌaĐteƌistiĐ of Class ϭ DDs. Despite this aƌĐhiteĐtuƌal diǀeƌgeŶĐe aŶd aŶ appƌoǆiŵatelǇ Ϯ‐fold diffeƌeŶĐe 

iŶ iŶteƌfaĐe size, the affiŶitǇ of assoĐiatioŶ foƌ ďoth DD Đlasses ǁheŶ the iŵŵediate upstƌeaŵ/doǁŶstƌeaŵ fuŶĐtioŶal 

doŵaiŶs aƌe pƌeseŶt is ƌeŵaƌkaďlǇ ĐoŶsisteŶt, ǁith Kds iŶ the Ϯ−ϮϬ M ƌaŶgeϭϲ,ϭϳ,ϮϬ. 

We ƌeĐeŶtlǇ ĐhaƌaĐteƌized ďǇ sŵall aŶgle X‐ƌaǇ sĐatteƌiŶg ;SAXSͿϮϭ the stƌuĐtuƌe of apo ŵodule ϱ fƌoŵ the ViƌA suďuŶit 

of the ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ hǇďƌid tƌaŶs‐AT PKS‐N‘PSϰ of StƌeptoŵǇĐes ǀiƌgiŶiae ;Fig. ϭͿ. IŶ the Đouƌse of this ǁoƌk, ǁe Ŷoted 

that the eǆtƌeŵe C‐teƌŵiŶal seƋueŶĐe ;desigŶated ͚ViƌA CDD͛Ϳ shoǁed hoŵologǇ to a ƌegioŶ fƌoŵ the CuƌA suďuŶit of the 

ĐuƌaĐiŶ Đis‐AT PKS, ǁhiĐh had ďeeŶ desĐƌiďed as a ͚diŵeƌizatioŶ ŵotif͛ϮϮ. Hoǁeǀeƌ, ĐoŵpaƌisoŶ ďǇ SAXS of apo ŵodule ϱ 

iŶ the pƌeseŶĐe aŶd aďseŶĐe of  this ƌegioŶ did Ŷot ƌeǀeal a ĐhaŶge  iŶ the stƌuĐtuƌe of  the C‐teƌŵiŶus, as the ŵodule 

ƌetaiŶed  its opeŶ  foƌŵ. This pƌoŵpted us  to  iŶǀestigate ǁhetheƌ ViƌA  CDD ǁas ƌatheƌ a doĐkiŶg doŵaiŶ, ŵediatiŶg a 

speĐifiĐ iŶteƌaĐtioŶ ǁith a paƌtŶeƌ DD loĐated oŶ suďuŶit ViƌFG ;͚ViƌFG NDD͛Ϳ. We shoǁ heƌe that ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD 

ĐoŶstitute  the  fouŶdiŶg ŵeŵďeƌs  of  a  Ŷeǁ  faŵilǇ  of  doĐkiŶg  doŵaiŶs  fƌoŵ  tƌaŶs‐AT  PKSs.  UsiŶg  a ŵultidisĐipliŶaƌǇ 

appƌoaĐh ĐoŵďiŶiŶg NM‘, site‐diƌeĐted ŵutageŶesis, ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ ;CDͿ, isotheƌŵal titƌatioŶ ĐaloƌiŵetƌǇ ;ITCͿ aŶd 

SAXS, ǁe haǀe ĐhaƌaĐteƌized theiƌ iŶteƌaĐtioŶ iŶ detail. We haǀe fuƌtheƌŵoƌe eŵploǇed SAXS to loĐate the iŵŵediate 

upstƌeaŵ aĐǇl Đaƌƌieƌ pƌoteiŶ ;ACPͿ aŶd doǁŶstƌeaŵ ketosǇŶthase ;KSͿ doŵaiŶs  iŶ positioŶs that aƌe fullǇ Đoŵpatiďle 

ǁith  ouƌ  ƌeĐeŶt  SAXS  aŶalǇsis  of  ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ ŵodule  ϱ  ;ƌef.  ϮϭͿ.  Fuƌtheƌŵoƌe, ŵodeliŶg  of  the  oǀeƌall  ViƌA/ViƌFG 

iŶteƌfaĐe stƌoŶglǇ suggests that iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ suĐĐessiǀe suďuŶits estaďlishes a Đlosed ƌeaĐtioŶ Đhaŵďeƌ foƌ ĐhaiŶ 

eǆteŶsioŶ, a fuŶdaŵeŶtallǇ diffeƌeŶt ŵode of opeƌatioŶ to Đis‐AT PKSs. 
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Figuƌe Ϯ │ Thƌee Đlasses of doĐkiŶg doŵaiŶs fƌoŵ Đis‐AT PKSs. ;aͿ NM‘ stƌuĐtuƌe of a Đoŵpleǆ of ĐoǀaleŶtlǇ‐fused Class ϭa doĐkiŶg doŵaiŶs ;PDB: ϭP)Q, ϭP)‘Ϳϭϱ. The 
C‐teƌŵiŶal DDs ;ƌedͿ Đoŵpƌise thƌee ‐heliĐes, the fiƌst tǁo of ǁhiĐh foƌŵ a fouƌ ‐heliĐal ďuŶdle ǁhiĐh aĐts as a diŵeƌizatioŶ eleŵeŶt. The thiƌd heliǆ ǁƌaps aƌouŶd 
the  Đoiled‐Đoil  foƌŵed  ďǇ  the  paƌtŶeƌ N‐teƌŵiŶal  doĐkiŶg  doŵaiŶ  ;ďlueͿ.  The  loŶg,  fleǆiďle  liŶkeƌ  joiŶiŶg  the  seĐoŶd  aŶd  thiƌd ‐heliĐes  of  the  C‐teƌŵiŶal  DD  is 
ƌepƌeseŶted as a dashed liŶe. C aŶd N iŶdiĐate C‐ aŶd N‐teƌŵiŶi, ƌespeĐtiǀelǇ. ;ďͿ X‐ƌaǇ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe of a ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ of Class ϭď doĐkiŶg doŵaiŶs ;PDB: 
ϯFϱHͿϭϲ. Although ďǇ seƋueŶĐe aŶalǇsis,  this Đlass also  iŶĐoƌpoƌates a C‐teƌŵiŶal diŵeƌizatioŶ ŵotif,  it ǁas Ŷot  iŶĐluded  iŶ the  iŶǀestigated ĐoŶstƌuĐt. The oǀeƌall 
stƌuĐtuƌe ƌeseŵďles that iŶ a, ďut the C‐teƌŵiŶal DD Đoŵpƌises tǁo sŵalleƌ ‐heliĐes aŶd the pƌeĐise hǇdƌophoďiĐ aŶd polaƌ iŶteƌaĐtioŶs at the iŶteƌfaĐe diffeƌ. ;ĐͿ X‐
ƌaǇ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe of a ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ of Đlass Ϯ doĐkiŶg doŵaiŶs ;PDB: ϰMYYͿϭϳ. The C‐teƌŵiŶal DD does Ŷot iŶĐoƌpoƌate a diŵeƌizatioŶ ƌegioŶ. IŶstead, its tǁo ‐
heliĐes assoĐiate ǁith tǁo ‐heliĐes pƌoǀided ďǇ the N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ to foƌŵ aŶ oǀeƌall ϴ ‐heliĐal ďuŶdle. ;dͿ NM‘ stƌuĐtuƌe of a Đlass ϯ N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg 
doŵaiŶ ;PDB: ϮJUGͿϭϰ. EaĐh pƌotoŵeƌ ǁithiŶ the DD hoŵodiŵeƌ Đoŵpƌises thƌee ‐heliĐes aŶd tǁo ‐stƌaŶds, ǁhiĐh adopt aŶ oǀeƌall  topologǇ. Foƌ all doĐkiŶg 
doŵaiŶ Đoŵpleǆes, Đhaƌge:Đhaƌge iŶteƌaĐtioŶs aƌe ĐƌitiĐal deteƌŵiŶaŶts of speĐifiĐitǇ. KeǇ to the doŵaiŶs up‐ aŶd doǁŶstƌeaŵ of the doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆes: ACP, 
aĐǇl Đaƌƌieƌ pƌoteiŶ; KS, ketosǇŶthase; C, ĐoŶdeŶsatioŶ. 
 

RESULTS 

In siliĐo aŶalysis of doĐkiŶg iŶ trans‐AT PKSs 
IŶ eaƌlieƌ ǁoƌk, ǁe ideŶtified ViƌA CDD as ĐoŵpƌisiŶg the ϱϬ ƌesidues C‐teƌŵiŶal of the ĐoŶseƌǀed ACPϱď doŵaiŶ of ŵodule 

ϱ  ;Fig.  ϭͿϮϭ.  SiŵilaƌlǇ,  iŶspeĐtioŶ of  the N‐teƌŵiŶus of ViƌFG  ƌeǀealed ϳϬ  aŵiŶo aĐids N‐teƌŵiŶal  to  the  ĐoŶseƌǀed KS 

doŵaiŶ  as  a  ĐaŶdidate  doĐkiŶg  doŵaiŶ  paƌtŶeƌ  ;SuppleŵeŶtaƌy  Results,  SuppleŵeŶtaƌy  Fig.  ϭaͿ.  Although  BLASTϮϯ 

aŶalǇsis  of  this  ƌegioŶ  ƌetuƌŶed  Ŷo  hoŵologues ǁithiŶ  the  PDB,  the  fiƌst  Ϯϴ  ƌesidues  of  ViƌFG  NDD  shoǁ  ĐoŶǀiŶĐiŶg 

seƋueŶĐe hoŵologǇ to ViƌA CDD aŶd to ŵultiple Class Ϯ doĐkiŶg doŵaiŶsϭϳ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϭď,ĐͿ. The C‐teƌŵiŶal ϰϮ 

aŵiŶo aĐids, oŶ the otheƌ haŶd, aƌe Ŷot ĐoŶseƌǀed, suggestiŶg Ŷo iŶǀolǀeŵeŶt iŶ doĐkiŶg. These oďseƌǀatioŶs pƌoŵpted 

us to ĐoŶsideƌ ǁhetheƌ hoŵologous seƋueŶĐes ǁeƌe pƌeseŶt at iŶteƌsuďuŶit juŶĐtioŶs iŶ additioŶal tƌaŶs‐AT PKS, alloǁiŶg 
CDD aŶd NDD faŵilies to ďe ideŶtified iŶ these sǇsteŵs foƌ the fiƌst tiŵe. 

IŶ  Đis‐AT  PKSs,  iŶteƌpolǇpeptide  juŶĐtioŶs  aƌe  foƌŵed  ďetǁeeŶ  paƌtŶeƌ  doĐkiŶg  doŵaiŶs ǁith  additioŶal  ĐoŶtaĐts 

ĐoŶtƌiďuted ďǇ the flaŶkiŶg C‐teƌŵiŶal ACP aŶd N‐teƌŵiŶal KS doŵaiŶsϲ,ϭϱ–ϭϳ,Ϯϰ. Ouƌ aŶalǇsis of ϯϵ puďlished tƌaŶs‐AT PKSs 

ƌeǀeals that suĐh iŶteƌfaĐes aƌe foƌŵed ďǇ a ŵuĐh gƌeateƌ diǀeƌsitǇ of doŵaiŶ paiƌs ;SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϭͿ. It is also 

stƌikiŶg that iŶ the ŵajoƌitǇ of Đases, the doŵaiŶs ĐoŵpƌisiŶg the juŶĐtioŶ aƌe iŶ faĐt ŵeŵďeƌs of a siŶgle ĐhaiŶ eǆteŶsioŶ 
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ŵodule ;i.e. the fuŶĐtioŶal ŵodule is split ďetǁeeŶ tǁo diffeƌeŶt ŵultieŶzǇŵe polǇpeptidesͿ. NoŶetheless, iŶ a Ŷuŵďeƌ 

of Đases, the iŶteƌsuďuŶit iŶteƌfaĐes aƌe foƌŵed ďǇ the eŶds of ŵodules. Foƌ a suďset of suĐh iŶteƌfaĐes, aŶalǇsis of the 

seƋueŶĐes diƌeĐtlǇ doǁŶstƌeaŵ  fƌoŵ the ĐoŶseƌǀed eŶds of  the ACP doŵaiŶs, aŶd  those diƌeĐtlǇ upstƌeaŵ  fƌoŵ the 

ĐoŶseƌǀed staƌt sites of the N‐teƌŵiŶal doŵaiŶs ;KS, E‘ oƌ ĐoŶdeŶsatioŶ ;CͿ/heteƌoĐǇĐlizatioŶ ;HCͿͿ, ƌeǀealed ƌegioŶs ǁith 

loǁ ďut suggestiǀe hoŵologǇ to ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD, ƌespeĐtiǀelǇ. All of the ƌegioŶs ǁeƌe pƌediĐted ďǇ seĐoŶdaƌǇ 

stƌuĐtuƌe aŶalǇsis ;PsiPƌedϮϱͿ to ĐoŶtaiŶ tǁo ‐heliĐes oƌ oŶe loŶg ‐heliǆ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϮͿ.  

The  ideŶtified  juŶĐtioŶs  ;SuppleŵeŶtaƌy  Taďle  ϮͿ  iŶĐlude  the  ACP/KS  iŶteƌfaĐes  pƌeseŶt  iŶ  the  kiƌƌoŵǇĐiŶ, 

oǆazoloŵǇĐiŶ ;Ϯ juŶĐtioŶsͿ, Đhiǀosazol, thailaŶdaŵide aŶd eŶaĐǇloǆiŶ ;ϰͿ sǇsteŵs, aŶd the ACP/C oƌ ACP/HC ;PKS/N‘PSͿ 

iŶteƌfaĐes ǁithiŶ the kiƌƌoŵǇĐiŶ, oǆazoloŵǇĐiŶ, Đhiǀosazol, thailaŶdaŵide ;ǁhiĐh iŶĐoƌpoƌates aŶ aŶalogous ACP−ACP/KS 

iŶteƌfaĐeͿ,  ƌhizopodiŶ aŶd disoƌazol asseŵďlǇ  liŶes. StƌeptoŵǇĐes pƌistiŶaespiƌalis  also haƌďoƌs a hǇďƌid  tƌaŶs‐AT PKS‐

NP‘S ǁhiĐh geŶeƌates ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ ;though the pƌoduĐt is ƌefeƌƌed to as pƌistiŶaŵǇĐiŶ IIAͿ, aŶd as eǆpeĐted, seƋueŶĐes 

ǁith hoŵologǇ to ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD ǁeƌe pƌeseŶt oŶ the ƌespeĐtiǀe suďuŶits SŶaEϮ aŶd SŶaEϯϮϲ; ŶoŶetheless, the 
NDD eƋuiǀaleŶt of SŶaEϯ ǁas N‐teƌŵiŶallǇ tƌuŶĐated, suggestiŶg iŶĐoƌƌeĐt ideŶtifiĐatioŶ of the sŶaE3 site staƌt. IŶdeed, 

iŶspeĐtioŶ of the geŶoŵiĐ ƌegioŶ of S. pƌistiŶaespiƌalis ;GeŶBaŶk: F‘ϲϴϮϬϬϭͿ ƌeǀealed a putatiǀe alteƌŶatiǀe staƌt ĐodoŶ 

ϭϰϳ ďase paiƌs ϱ′ of the puďlished staƌt site ;Ŷeǁ staƌt site at ďase paiƌ ϲϱϬϱϰͿ; tƌaŶslatioŶ of this loŶgeƌ ƌegioŶ gaǀe a 

seƋueŶĐe iŶĐoƌpoƌatiŶg a Đoŵplete N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϮďͿ. CoŶǀeƌselǇ, the puďlished N‐

teƌŵiŶus of TaiM fƌoŵ the thailaŶdaŵide PKSϮϳ ďegiŶs soŵe ϯϬϬ ƌesidues upstƌeaŵ of a Met aŶd the fiƌst ĐoŶseƌǀed ‐

heliǆ of  the putatiǀe doĐkiŶg doŵaiŶ, agaiŶ suggestiŶg aŶ  iŶĐoƌƌeĐtlǇ assigŶed staƌt site. OŶ  the otheƌ haŶd,  the TaiE 

suďuŶit fƌoŵ the saŵe PKS also ĐoŶtaiŶs a loŶg eǆteŶsioŶ N‐teƌŵiŶal to the doĐkiŶg doŵaiŶ, ďut this ĐaŶŶot appaƌeŶtlǇ 

ďe eǆplaiŶed ďǇ a ŵis‐assigŶed staƌt ĐodoŶ.  

Ouƌ aŶalǇsis also ƌeǀealed tǁo putatiǀe additioŶal faŵilies of doĐkiŶg doŵaiŶs at ACP/X iŶteƌfaĐes ǁhiĐh do Ŷot shoǁ 

stƌoŶg  hoŵologǇ  to  the  ViƌA  CDD/ViƌFG  NDD  seƋueŶĐes  ;SuppleŵeŶtaƌy  Taďle  ϮͿ,  a  set  of  juŶĐtioŶs  ǁhiĐh  ŵight 

iŶĐoƌpoƌate  doĐkiŶg doŵaiŶs ďut  foƌ ǁhiĐh Ŷo  ĐoŶǀiŶĐiŶg hoŵologues eǆist ǁithiŶ  the otheƌ puďlished  Đlusteƌs,  aŶd 

ŵultiple iŶteƌfaĐes ǁhiĐh appaƌeŶtlǇ ĐoŶtaiŶ Ŷo doĐkiŶg doŵaiŶs.  

 

ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD seƌǀe as doĐkiŶg doŵaiŶs 

HaǀiŶg  ideŶtified ViƌA  CDD aŶd ViƌFG NDD as  ƌepƌeseŶtatiǀe of  theiƌ  ƌespeĐtiǀe  faŵilies of C‐  aŶd N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg 

doŵaiŶs, ǁe aiŵed to ĐoŶfiƌŵ theiƌ iŶteƌaĐtioŶ. Foƌ this, ǁe eǆpƌessed aŶd puƌified ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϯͿ the folloǁiŶg 

ĐoŶstƌuĐts iŶ ƌeĐoŵďiŶaŶt foƌŵ fƌoŵ E. Đoli BLϮϭ;DEϯͿ as Hisϲ‐SUMO‐tagged pƌoteiŶs usiŶg plasŵid pBGϭϬϮ ;VaŶdeƌďilt 

UŶiǀeƌsitǇ CeŶteƌ foƌ StƌuĐtuƌal BiologǇͿ: ViƌA CDD, ViƌFG NDD, ViƌA ACPϱď‐CDD, ViƌFG NDD‐liŶkeƌ ;all ϳϬ ƌesidues up to the 

ĐoŶseƌǀed  KSϲͿ,  ViƌFG  NDD‐KSϲ,  as  ǁell  as  a  pƌoteiŶ  ;ViƌA  CDD−ViƌFG  NDDͿ  iŶ  ǁhiĐh  the  tǁo  doĐkiŶg  doŵaiŶs  ǁeƌe 

ĐoǀaleŶtlǇ fused ǀia the saŵe ϴ‐aŵiŶo aĐid liŶkeƌ ;G3SG3SͿ used pƌeǀiouslǇ to studǇ the Class Ϯ doĐkiŶg doŵaiŶs of Đis‐

AT PKSsϭϳ ;SuppleŵeŶtaƌy Methods, aŶd foƌ the seƋueŶĐes of all ĐoŶstƌuĐts see SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϯͿ. IŶ oƌdeƌ to alloǁ 

effiĐieŶt ŵoŶitoƌiŶg of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD ďǇ UV‐Vis duƌiŶg puƌifiĐatioŶ, ǁe added a tǇƌosiŶe ƌesidue at the N‐ aŶd 
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C‐teƌŵiŶal  eŶds,  ƌespeĐtiǀelǇ  –  a  positioŶ ǁhiĐh ǁe  judged  uŶlikelǇ  to  iŶteƌfeƌe ǁith  the  Ŷatiǀe  doĐkiŶg  iŶteƌaĐtioŶ 

iŶǀolǀiŶg the opposite teƌŵiŶi. FolloǁiŶg Đleaǀage of the Hisϲ‐SUMO‐tag usiŶg huŵaŶ ƌhiŶoǀiƌus ϯC ;HϯCͿ pƌotease, the 

N‐teƌŵiŶi of all of the pƌoteiŶs also haƌďoƌed a ŶoŶ‐Ŷatiǀe GPGS seƋueŶĐe. IŶ the Đase of ViƌFG NDD‐KSϲ, ǁe desigŶed the 

eǆpƌessioŶ ĐoŶstƌuĐt to iŶĐlude ϭϳϵ ƌesidues doǁŶstƌeaŵ of the KSϲ doŵaiŶ ;eŶĐoŵpassiŶg ĐoŶseĐutiǀe ƌegioŶs ǁhiĐh 

shoǁ hoŵologǇ to the so‐Đalled KS‐AT aŶd post‐AT liŶkeƌs oďseƌǀed iŶ stƌuĐtuƌes of KS‐AT didoŵaiŶs fƌoŵ Đis‐AT PKSsϭϴͿ, 

as this ĐhoiĐe of ďouŶdaƌǇ alloǁed us to oďtaiŶ the KS of ŵodule ϱ as a staďle pƌoteiŶϮϭ. 

As aŶ iŶitial deŵoŶstƌatioŶ that the doĐkiŶg doŵaiŶs iŶteƌaĐt, ǁe Đaƌƌied out aŶalǇtiĐal gel filtƌatioŶ iŶ the pƌeseŶĐe 

of ViƌA CDD, ViƌFG NDD aŶd a ϭ:ϭ ŵiǆtuƌe of the tǁo doŵaiŶs ;all at aŶ iŶitial ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϲϳϬ MͿ. OŶ theiƌ oǁŶ, ViƌA 
CDD aŶd ViƌFG NDD gaǀe elutioŶ ǀoluŵes of Đa. ϭϯ.ϳ aŶd ϭϰ.ϱ ŵl, ƌespeĐtiǀelǇ, ǁhile the ϭ:ϭ ŵiǆtuƌe gaǀe a siŶgle peak 

ǁith aŶ elutioŶ ǀoluŵe of ϭϰ ŵl ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϰͿ, pƌoǀidiŶg the fiƌst eǀideŶĐe foƌ a speĐifiĐ iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ 

the tǁo doĐkiŶg doŵaiŶs. CoŶǀeƌsioŶ iŶto ŵoleĐulaƌ ǁeights Ǉielded the folloǁiŶg data: ViƌA CDD, ϭϭ.ϴ kDa ;ŵoŶoŵeƌ 

ǁeight  ϰ.ϯ  kDaͿ;  ViƌFG  NDD  ϳ.ϰ  kDa  ;ŵoŶoŵeƌ  ǁeight  ϰ.ϭ  kDaͿ  aŶd  the  ViƌA  CDD/ViƌFG  NDD  Đoŵpleǆ,  ϵ.ϵ  kDa 

;heteƌodiŵeƌiĐ Đoŵpleǆ ǁeight, ϵ.ϵ kDaͿ. These data suggested  that ďoth doŵaiŶs aƌe oligoŵeƌiĐ ǁheŶ  isolated, ďut 

ƌeĐoŵďiŶe to foƌŵ a ϭ:ϭ Đoŵpleǆ. 

MeasuƌeŵeŶt of the affiŶitǇ of the iŶteƌaĐtioŶ ďǇ isotheƌŵal titƌatioŶ ĐaloƌiŵetƌǇ ;ITCͿ Ǉielded a ǀalue of ϱ.ϴ  Ϭ.Ϯ M 

;fƌoŵ thƌee iŶdepeŶdeŶt aŶalǇsesͿ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϱaͿ, ǁhiĐh is ǁithiŶ the ƌaŶge ŵeasuƌed foƌ Class ϭ aŶd Class Ϯ 

doĐkiŶg  doŵaiŶs  ;ϰ−ϮϬ  MͿϭϲ,ϭϳ;  a  ĐloselǇ‐siŵilaƌ  Kd  ;ϰ  MͿ  ǁas  ŵeasuƌed  foƌ  the  ViƌA  ACPϱď‐CDD/ViƌFG  NDD  paiƌ 

;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϱďͿ. IŶĐlusioŶ of the ϰϮ‐ƌesidue liŶkeƌ doǁŶstƌeaŵ of ViƌFG NDD did Ŷot sigŶifiĐaŶtlǇ alteƌ the affiŶitǇ 

;Kd  =  ϱ.ϱ  M  foƌ  the  iŶteƌaĐtioŶ  ďetǁeeŶ  ViƌA  CDD  aŶd  ViƌFG  NDD‐liŶkeƌ  ;SuppleŵeŶtaƌy  Fig.  ϱĐͿͿ,  suppoƌtiŶg  ouƌ 

suppositioŶ that this ƌegioŶ is Ŷot iŶǀolǀed iŶ doĐkiŶg.  

 

ChaƌaĐteƌizatioŶ of doĐkiŶg ďetǁeeŶ ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD ďy NMR, SAXS aŶd allied ŵethods 

To iŶǀestigate iŶ detail the iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ the tǁo doĐkiŶg doŵaiŶ paƌtŶeƌs, ǁe aŶalǇzed ϭϱN‐laďeled ViƌA CDD iŶ 

isolatioŶ aŶd iŶ the pƌeseŶĐe of uŶlaďeled ;ϭϰNͿ ViƌFG NDD, so that iŶ eitheƌ Đase, oŶlǇ sigŶals aƌisiŶg fƌoŵ ViƌA CDD ǁould 

ďe ǀisiďle. IŶ the aďseŶĐe of its paƌtŶeƌ doĐkiŶg doŵaiŶ, the [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of ViƌA CDD ;ϭϬϬ MͿ eǆhiďited oŶlǇ 

ϭϱ of ϯϳ eǆpeĐted peaks ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲaͿ. IŶ ĐoŶtƌast, ǁheŶ a Ϯ−ϰ‐fold eǆĐess of ϭϰN ViƌFG NDD ǁas also pƌeseŶt, 

ϯϲ of ϯϳ peaks ǁeƌe oďseƌǀed ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲďͿ. Tǁo eǆplaŶatioŶs aĐĐouŶt foƌ the feǁeƌ thaŶ eǆpeĐted Ŷuŵďeƌ 

of peaks iŶ the speĐtƌuŵ of uŶpaƌtŶeƌed ViƌA CDD: iͿ a ŵoŶoŵeƌ‐diŵeƌ eƋuiliďƌiuŵ foƌ self‐assoĐiatioŶ of ViƌA CDD, as 

oďseƌǀed  pƌeǀiouslǇϮϭ,  oĐĐuƌƌiŶg  oŶ  aŶ  iŶteƌŵediate NM‘  tiŵe‐sĐale;  aŶd/oƌ,  iiͿ  aŶ  eƋuiliďƌiuŵ  ďetǁeeŶ  folded  aŶd 

uŶfolded states, also oŶ the iŶteƌŵediate tiŵe‐sĐale. We faǀoƌ eǆplaŶatioŶ i, as data oďtaiŶed ďǇ ITC as the ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

of  ViƌA  CDD  ǁas  iŶĐƌeased  iŶĐƌeŵeŶtallǇ  aƌe  ĐoŶsisteŶt  ǁith  a  Ŷet  ŵoŶoŵeƌ  to  diŵeƌ  tƌaŶsitioŶ,  ǁith  the  pƌoteiŶ 

diŵeƌiziŶg ĐoŵpletelǇ at ϯϬ M ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϱdͿ. To iŶǀestigate ǁhetheƌ ViƌA CDD ƌetaiŶs its stƌuĐtuƌe eǀeŶ iŶ 

the ŵoŶoŵeƌiĐ foƌŵ, ǁe aŶalǇzed it ďǇ CD at ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ďoth aďoǀe ;ϭϬϬ MͿ aŶd ďeloǁ ;ϭϬ MͿ the diŵeƌizatioŶ 
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poiŶt. This eǆpeƌiŵeŶt shoǁed that ǁhile auto‐assoĐiatioŶ did iŶĐƌease the oǀeƌall seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe ĐoŶteŶt, ViƌA CDD 

ƌetaiŶed ϳϯ% of its ‐heliĐal ĐoŶteŶt iŶ ŵoŶoŵeƌiĐ foƌŵ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϳaͿ.  

Although isolated ViƌA CDD ĐleaƌlǇ hoŵodiŵeƌizes, iŶ the pƌeseŶĐe of eǆĐess ViƌFG NDD it pƌefeƌeŶtiallǇ foƌŵs a staďle, 

doĐked Đoŵpleǆ, eǆplaiŶiŶg the oďseƌǀatioŶ of alŵost all aŶtiĐipated NM‘ peaks. This faĐt alloǁed us to fullǇ assigŶ ϭϱN, 
ϭϯC‐ViƌA ǁithiŶ the ĐoŶteǆt of this Đoŵpleǆ usiŶg a ĐoŵďiŶatioŶ of ϮD aŶd ϯD NM‘ eǆpeƌiŵeŶts, iŶ oƌdeƌ to deteƌŵiŶe its 

seĐoŶdaƌǇ  stƌuĐtuƌe  ;SuppleŵeŶtaƌy  Fig.  ϲďͿ.  CoŶsisteŶt  ǁith  the  seĐoŶdaƌǇ  stƌuĐtuƌe  pƌediĐtioŶs,  ďouŶd  ViƌA  CDD 

Đoŵpƌises tǁo shoƌt ‐heliĐes ;ƌesidues Qϲϵϯϲ−‘ϲϵϰϳ aŶd Iϲϵϱϯ−LϲϵϲϬ; ŶuŵďeƌiŶg ďased oŶ GeŶBaŶk: BAFϱϬϳϮϳͿͿ.  

We Ŷeǆt  Đaƌƌied  out  these  eǆpeƌiŵeŶts  iŶ  ƌeǀeƌse, ǁith  ϭϱN‐laďeled ViƌFG  NDD aŶd  uŶlaďeled  ;ϭϰNͿ ViƌA  CDD.  The 

[ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of isolated ViƌFG NDD ;ϭϬϬ MͿ shoǁed the eǆpeĐted Ŷuŵďeƌ of peaks, ďut ǁith pooƌ ĐheŵiĐal 

shift dispeƌsioŶ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲĐͿ. DǇŶaŵiĐal studies also shoǁed it to ďe highlǇ fleǆiďle ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲd–

fͿ. TakeŶ togetheƌ, these ƌesults  iŶdiĐated that ViƌFG NDD aloŶe  laĐks a ǁell‐defiŶed ϯD stƌuĐtuƌe, aŶd so Đould ďe aŶ 

iŶtƌiŶsiĐallǇ disoƌdeƌed pƌoteiŶ ;IDPͿϮϴ. ;Foƌ a disĐussioŶ of the appliĐaďilitǇ of these fiŶdiŶgs to otheƌ tƌaŶs‐AT PKS, see 

SuppleŵeŶtaƌy NoteͿ. IŶ agƌeeŵeŶt ǁith this, CD aŶalǇsis Ǉielded data ĐoŶsisteŶt ǁith oŶlǇ paƌtial stƌuĐtuƌatioŶ ;ϮϮ% ‐

heliǆ; SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϳďͿ, ǁhile aŶalǇsis ďǇ ITC uŶdeƌ the saŵe ĐoŶditioŶs as foƌ ViƌA CDD pƌoǀided Ŷo eǀideŶĐe foƌ 

diŵeƌizatioŶ  ;SuppleŵeŶtaƌy  Fig.  ϱeͿ.  As  fuƌtheƌ  suppoƌt  foƌ  the  IDP  ĐhaƌaĐteƌ  of  ViƌFG  NDD,  additioŶ  of  Ϯ,Ϯ,Ϯ‐

tƌifluoƌoethaŶol ;TFEͿ to the ďuffeƌ sigŶifiĐaŶtlǇ iŶĐƌeased the ‐heliĐal ĐoŶteŶt as ŵeasuƌed ďǇ CD ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. 

ϳĐͿ. This ƌeageŶt ŵiŵiĐs the hǇdƌophoďiĐ eŶǀiƌoŶŵeŶt eǆpeƌieŶĐed ďǇ pƌoteiŶs iŶ pƌoteiŶ‐pƌoteiŶ iŶteƌaĐtioŶs, aŶd so is 

ǁidelǇ eǆploited to ƌeǀeal IDPs ǁith a pƌopeŶsitǇ to uŶdeƌgo iŶduĐed foldiŶgϮϵ. We also aŶalǇzed ViƌFG NDD ďǇ SAXS uŶdeƌ 

the NM‘ ĐoŶditioŶs, ǇieldiŶg aŶ Rg of ϭϲ   ϭ Å aŶd a Dŵaǆ of ϲϲ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴa aŶd SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϰͿ. The 

Dŵaǆ ǀalue is ĐoŶsisteŶt ǁith aŶ eǆteŶded, alďeit paƌtiallǇ‐folded pƌoteiŶ ;pƌediĐted Dŵaǆ foƌ a fullǇ‐eǆteŶded pƌoteiŶ of ϰϬ 

ƌesidues = ϭϲϬ ÅͿ, as is the aǀeƌage ϯD ŵoleĐulaƌ foƌŵ deteƌŵiŶed usiŶg DAMMINϯϬ ;Ϯ = Ϯ.ϯϮͿ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴďͿ. 

The foƌŵ of a KƌatkǇ plotϯϭ of the oďtaiŶed data also ĐoŶfiƌŵed that the pƌoteiŶ is Ŷot gloďulaƌ – i.e. that it does Ŷot fold 

staďlǇ – ďut shoǁed that it is ŶoŶetheless likelǇ to ĐoŶtaiŶ ƌesidual ‐heliǆ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴĐͿ.  

AdditioŶ of a fouƌ‐fold eǆĐess of ϭϰN‐ViƌA CDD ;Đa. ϰϬϬ MͿ pƌoǀoked a Ŷuŵďeƌ of speĐtƌal ŵodifiĐatioŶs, iŶĐludiŶg 

sigŶifiĐaŶt ĐhaŶges iŶ ĐheŵiĐal shift aŶd aŶ oǀeƌall iŶĐƌease iŶ ĐheŵiĐal shift dispeƌsioŶ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲgͿ. These 

tǇpes of speĐtƌal ĐhaŶges aƌe eŶtiƌelǇ ĐoŶsisteŶt ǁith a Đoupled pƌoĐess of ďiŶdiŶg/iŶduĐed stƌuĐtuƌatioŶ of ViƌFG NDD ďǇ 

ViƌA CDD. To ďolsteƌ the Đase that ViƌFG NDD ǁas gaiŶiŶg stƌuĐtuƌe upoŶ ĐoŶtaĐt ǁith ViƌA CDD, ǁe Đaƌƌied out diffeƌeŶtial 

CD aŶalǇsis, aĐƋuiƌiŶg speĐtƌa of ViƌFG NDD aŶd ViƌA CDD aloŶe aŶd iŶ Đoŵpleǆ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϳdͿ. This aŶalǇsis 

shoǁed that the speĐtƌuŵ of the Đoŵpleǆ does Ŷot ĐoƌƌespoŶd to a siŵple aǀeƌage of the speĐtƌa of the tǁo iŶdiǀidual 

paƌtŶeƌs  ;‐heliĐal ĐoŶteŶt  iŶĐƌeased fƌoŵ ϰϬ% to ϱϮ% ;CDNN softǁaƌeϯϮͿͿ. ViƌA CDD is alƌeadǇ ǁell‐stƌuĐtuƌed at  the 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ used iŶ this eǆpeƌiŵeŶt due to self‐assoĐiatioŶ, aŶd thus the seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe iŶĐƌease seeŶ ǁheŶ the 

paƌtŶeƌs aƌe ĐoŵďiŶed likelǇ ƌesults fƌoŵ iŶduĐed foldiŶg of ViƌFG NDD. AŶ esseŶtiallǇ ideŶtiĐal [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ 

of ϭϱN‐laďeled ViƌFG NDD ǁas oďtaiŶed iŶ the pƌeseŶĐe of ViƌA ACPϱď‐CDD ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲhͿ, ĐoŶsisteŶt ǁith the 

ƌesult fƌoŵ ITC shoǁiŶg that the pƌeseŶĐe of the ACP does Ŷot iŵpaĐt oŶ the doĐkiŶg doŵaiŶ iŶteƌaĐtioŶ.  
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We folloǁed up these oďseƌǀatioŶs ďǇ eluĐidatiŶg the Đoŵplete stƌuĐtuƌe of the doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆ, usiŶg the 

ĐoŶstƌuĐt ViƌA CDD−ViƌFG NDD iŶ ǁhiĐh the tǁo doĐkiŶg eleŵeŶts ǁeƌe ĐoǀaleŶtlǇ fusedϭϳ ;foƌ the seƋueŶĐe of this pƌoteiŶ, 

see Fig. ϯaͿ. StƌuĐtuƌal studies of ϭϱN,ϭϯC‐laďeled ViƌA CDD−ViƌFG NDD ;Fig. ϯ, SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲi,jͿ ǁeƌe Đaƌƌied out ďǇ 

ŵulti‐diŵeŶsioŶal heteƌoŶuĐleaƌ NM‘ speĐtƌosĐopǇ. StƌuĐtuƌe ĐalĐulatioŶ ǁas peƌfoƌŵed usiŶg a tǁo‐step pƌoĐeduƌe 

ĐoŶsistiŶg of  iŶitial  stƌuĐtuƌe geŶeƌatioŶ usiŶg CYANAϯϯ  folloǁed ďǇ  ƌestƌaiŶed ŵoleĐulaƌ dǇŶaŵiĐs  ƌefiŶeŵeŶt ǁithiŶ 

Aŵďeƌϯϰ,ϯϱ.  The  ƋualitǇ  of  the  stƌuĐtuƌes  ǁas  assessed  usiŶg  P‘OCHECK‐NM‘ϯϲ  aŶd  the  MolPƌoďitǇϯϳ  seƌǀeƌ 

;SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϱͿ. The fiƌst  iŵpoƌtaŶt ƌesult  is that the iŶtƌoduĐed liŶkeƌ ďetǁeeŶ the tǁo doĐkiŶg doŵaiŶs is 

uŶstƌuĐtuƌed iŶ the Đoŵpleǆ ;Fig. ϯďͿ. CoŶsisteŶt ǁith this, aŵide ĐheŵiĐal shifts aƌisiŶg fƌoŵ this ƌegioŶ aƌe Đlusteƌed 

togetheƌ iŶ the [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ, aŶd dǇŶaŵiĐal studies shoǁ it to ďe highlǇ ŵoďile ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲkͿ. TakeŶ 

togetheƌ,  these data  ĐoŶfiƌŵ  that  the  liŶkeƌ  aĐts  siŵplǇ  as  a  fleǆiďle  tetheƌ,  aŶd does  Ŷot  ĐoŶtƌiďute  to  the doĐkiŶg 

iŶteƌfaĐe, aƌguiŶg that ouƌ fusioŶ stƌategǇ has faithfullǇ Đaptuƌed the Ŷatiǀe iŶteƌaĐtioŶ. 

WithiŶ the ĐoŶteǆt of this fusioŶ ĐoŶstƌuĐt, ViƌA CDD Đoŵpƌises tǁo ĐoŶseĐutiǀe, shoƌt ‐heliĐes as fouŶd foƌ disĐƌete 

ViƌA CDD iŶ Đoŵpleǆ ǁith ViƌFG NDD. Likeǁise, fused ViƌFG NDD iŶĐoƌpoƌates tǁo shoƌt ‐heliĐes ;ƌesidues Aϯ−Kϭϭ aŶd 

‘ϭϳ−LϮϰ  ;Ŷuŵďeƌed  aĐĐoƌdiŶg  to  ouƌ  ƌeǀised  seƋueŶĐe  of  ViƌFGϮϭ,  GeŶBaŶk:  KTϯϬϴϭϳϮͿͿ,  aŶd  its  NM‘  speĐtƌuŵ 

supeƌiŵposes oŶ that of the doŵaiŶ iŶ ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ ǁith ViƌA CDD ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϲlͿ. Togetheƌ, the fouƌ 

‐heliĐes foƌŵ a fouƌ ‐heliĐal ďuŶdle iŶ ǁhiĐh the tǁo sets of ‐heliĐes aƌe set at aŶ aŶgle of appƌoǆiŵatelǇ ϭϮϳ° ǁith 

ƌespeĐt to eaĐh otheƌ. Thus, uŶlike the Class ϭ aŶd Ϯ doĐkiŶg doŵaiŶs iŶ ǁhiĐh the upstƌeaŵ aŶd doǁŶstƌeaŵ suďuŶits 

eaĐh ĐoŶtƌiďute tǁo Đopies of the C‐ aŶd N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs to a siŶgle doĐkiŶg Đoŵpleǆϭϱ–ϭϳ, the iŶteƌaĐtioŶ 

ďetǁeeŶ ViƌA aŶd ViƌFG likelǇ iŶǀolǀes foƌŵatioŶ of tǁo distiŶĐt doĐkiŶg Đoŵpleǆes, eaĐh of ǁhiĐh Đoŵpƌises oŶe C‐ aŶd 

oŶe N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ. The doĐkiŶg iŶteƌaĐtioŶ iŶ tƌaŶs‐AT PKSs is theƌefoƌe fuŶdaŵeŶtallǇ diffeƌeŶt fƌoŵ that 

iŶ Đis‐AT PKSs. It is also Ŷotaďle that a seaƌĐh of the PDB foƌ hoŵologues usiŶg ďoth VASTϯϴ aŶd DALIϯϵ did Ŷot ƌeǀeal a 

Đoŵpaƌaďle topologǇ foƌ aŶǇ kŶoǁŶ iŶteƌpƌoteiŶ Đoŵpleǆes, ĐoŶsisteŶt ǁith pƌeǀious fiŶdiŶgs that IDPs ĐhaƌaĐteƌistiĐallǇ 

foƌŵ uŶusual  iŶteƌaĐtioŶsϰϬ. Fuƌtheƌ suppoƌt foƌ the ǀaliditǇ of the stƌuĐtuƌe ǁas pƌoǀided ďǇ aŶalǇsis ďǇ SAXS, as the 

Đuƌǀe pƌediĐted usiŶg C‘YSOLϰϭ fƌoŵ the NM‘ stƌuĐtuƌe of the ViƌA CDD−ViƌFG NDD fusioŶ pƌoteiŶ supeƌiŵposed ŶeaƌlǇ 

peƌfeĐtlǇ ǁith the SAXS data oďtaiŶed oŶ this ĐoŶstƌuĐt, as ǁell as those of the ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ ďetǁeeŶ the tǁo 

doŵaiŶs ;ViƌA CDD/ViƌFG NDDͿ ;Ϯ = Ϯ.ϵϬ aŶd Ϯ.ϲϴ, ƌespeĐtiǀelǇ; Fig. ϯĐ,d, SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴd,e aŶd SuppleŵeŶtaƌy 

Taďle ϰͿ. Fuƌtheƌŵoƌe, the SAXS Đuƌǀe pƌediĐted ďǇ C‘YSOL foƌ ViƌFG NDD aloŶe if it adopted the saŵe stƌuĐtuƌe as iŶ the 

Đoŵpleǆ, ĐleaƌlǇ does Ŷot ĐoƌƌespoŶd to the eǆpeƌiŵeŶtal data oďtaiŶed oŶ this ĐoŶstƌuĐt ;Ϯ = ϯϭ.ϱϱͿ, pƌoǀiŶg that ViƌFG 
NDD uŶdeƌgoes a stƌuĐtuƌal tƌaŶsitioŶ iŶ the pƌeseŶĐe of its paƌtŶeƌ ViƌA CDD ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴďͿ. 

WithiŶ the Đoŵpleǆ, the doĐkiŶg iŶteƌfaĐe Đoŵpƌises ϳϯϬ ÅϮ, aŶ eǆteŶsiǀe suƌfaĐe aƌea giǀeŶ the liŵited Ŷuŵďeƌ of 

paƌtiĐipatiŶg ƌesidues ;ϭϳ aa ǁithiŶ a ϰ Å ƌadiusͿ. This too is ĐoŶsisteŶt ǁith ViƌFG NDD ďeiŶg aŶ IDP, as suĐh ƌegioŶs aƌe 

tǇpiĐallǇ aďle to aĐhieǀe a gƌeateƌ iŶteƌfaĐe aƌea/ƌesidue thaŶ Đoŵpaƌaďle oƌdeƌed pƌoteiŶsϰϮ. If tǁo suĐh Đoŵpleǆes foƌŵ 

siŵultaŶeouslǇ  iŶ  ǀiǀo  at  the  ViƌA/ViƌFG  juŶĐtioŶ,  the  total  iŶteƌaĐtioŶ  suƌfaĐe  aƌea  ǁould  ďe  ϭϰϲϬ  ÅϮ,  ǁhiĐh  is 

iŶteƌŵediate  ďetǁeeŶ  Class  ϭ  ;ϭϭϬϬ  ÅϮͿ  aŶd  Class  Ϯ  ;ϭϴϬϬ  ÅϮͿ  doĐkiŶg  doŵaiŶs  aŶd  ĐoŶsisteŶt  ǁith  the  affiŶitǇ 
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ŵeasuƌed ďǇ ITC. The doĐkiŶg iŶteƌfaĐe is hǇdƌophoďiĐ, aŶd Đoŵpƌises ƌesidues Lϲϵϯϵ, Lϲϵϰϯ, Vϲϵϰϲ, Iϲϵϱϯ, Aϲϵϱϲ, Vϲϵϱϳ 

aŶd LϲϵϲϬ of ViƌA CDD aŶd ƌesidues Aϯ, Lϳ, FϭϬ, AϮϬ aŶd LϮϰ of ViƌFG NDD ;Fig. ϯe,fͿ. The ĐoŶtaĐt suƌfaĐe ďetǁeeŶ the 

tǁo ViƌA CDD ‐heliĐes iŶĐludes LϲϵϰϮ, Aϲϵϰϱ, Lϲϵϱϭ, Aϲϵϱϲ aŶd Lϲϵϱϵ, ǁhile that ďetǁeeŶ the tǁo ViƌFG NDD‐heliĐes 

Đoŵpƌises  Iϲ,  Lϭϱ,  Aϭϵ  aŶd  LϮϯ.  IŶspeĐtioŶ  of  the  seƋueŶĐe  aligŶŵeŶts  of  the  tǁo  doĐkiŶg  doŵaiŶ  faŵilies 

;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϭď,Đ aŶd SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϲͿ shoǁs that hǇdƌophoďiĐ ƌesidues aƌe ƌelatiǀelǇ ǁell‐ĐoŶseƌǀed at 

the ĐoƌƌespoŶdiŶg positioŶs. Thƌee eleĐtƌostatiĐ iŶteƌaĐtioŶs aƌe also pƌeseŶt at the iŶteƌfaĐe ;ƌesidues ;ViƌA CDD/ViƌFG 
NDDͿ: DϲϵϰϬ/‘ϭϳ, Nϲϵϰϵ/Kϭϭ aŶd Eϲϵϱϰ/KϰͿ. 

 
Figuƌe ϯ │AŶalysis of doĐkiŶg ďetǁeeŶ ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;aͿ SeƋueŶĐe of the ViƌA CDD−ViƌFG NDD fusioŶ ĐoŶstƌuĐt, ǁith ViƌA CDD iŶdiĐated iŶ ƌed, aŶd ViƌFG 
NDD iŶ ďlue. The N‐teƌŵiŶal ǀeĐtoƌ‐deƌiǀed ƌesidues aŶd the added liŶkeƌ aƌe shoǁŶ iŶ ďlaĐk. The ŶuŵďeƌiŶg aďoǀe the seƋueŶĐe ĐoƌƌespoŶds to that iŶ GeŶBaŶk, 
ǁhile that ďeloǁ is ďased oŶ the ĐoŶstƌuĐt itself. ;ďͿ NM‘ stƌuĐtuƌe of the ĐoǀaleŶt doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆ ViƌA CDD−ViƌFG NDD Đoloƌ‐Đoded as iŶ a. ;Đ aŶd dͿ The 
stƌoŶg ĐoƌƌespoŶdeŶĐe ďetǁeeŶ the SAXS Đuƌǀe foƌ ViƌA CDD−ViƌFG NDD pƌediĐted fƌoŵ its NM‘ stƌuĐtuƌe ;C‘YSOLϰϭͿ, aŶd those oďtaiŶed foƌ ;ĐͿ the ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt ViƌA 
CDD/ViƌFG NDD Đoŵpleǆ aŶd ;dͿ ViƌA CDD−ViƌFG NDD, suppoƌts Ŷot oŶlǇ the ǀaliditǇ of the NM‘ stƌuĐtuƌe, ďut also the faĐt that ĐoǀaleŶtlǇ fusiŶg the tǁo DDs does Ŷot 
alteƌ theiƌ iŶteƌaĐtioŶ. ;eͿ HǇdƌophoďiĐ ƌesidues at the doĐkiŶg iŶteƌfaĐe ǁithiŶ ViƌA CDD−ViƌFG NDD. ;fͿ EleĐtƌostatiĐ iŶteƌaĐtioŶs at the doĐkiŶg iŶteƌfaĐe ǁithiŶ ViƌA 
CDD−ViƌFG NDD ǁhiĐh ǁeƌe taƌgeted foƌ site‐diƌeĐted ŵutageŶesis. 
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AŶalysis of pƌoteiŶ‐pƌoteiŶ iŶteƌaĐtioŶ deteƌŵiŶaŶts ďy site‐diƌeĐted ŵutageŶesis aŶd ITC 
As ouƌ  doĐkiŶg ŵodel  deƌiǀes  fƌoŵ  the  stƌuĐtuƌe of  the  ĐoǀaleŶt  Đoŵpleǆ of  the  tǁo paƌtŶeƌs, ǁe  aiŵed  to  test  its 

appliĐaďilitǇ to the disĐƌete doŵaiŶs. Foƌ this, ǁe ŵutated ďoth polaƌ aŶd hǇdƌophoďiĐ ƌesidues lǇiŶg at the iŶteƌfaĐe of 

the Đoŵpleǆ  iŶ oƌdeƌ to eǀaluate theiƌ effeĐts oŶ the iŶteƌaĐtioŶ affiŶitǇ ďǇ ITC. EaĐh ŵutaŶt ǁas iŶitiallǇ aŶalǇzed ďǇ 

ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ ;CDͿ to ŵoŶitoƌ foƌ stƌuĐtuƌal ĐhaŶges iŶduĐed ďǇ the ŵutatioŶs, as these ǁould also haǀe aŶ effeĐt oŶ 

ŵeasuƌed  Kd ǀalues.  IŶ  faĐt,  the  CD  eǆpeƌiŵeŶts  ƌeǀealed  that  ViƌFG  NDD  uŶdeƌǁeŶt  aƌĐhiteĐtuƌal  alteƌatioŶs ǁheŶ 

ŵutated, eǀeŶ gaiŶiŶg iŶĐƌeasiŶg seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϳeͿ. This oďseƌǀatioŶ is agaiŶ ĐoŶsisteŶt ǁith 

ViƌFG NDD ďeiŶg aŶ IDP, aŶd that its disoƌdeƌed ĐhaƌaĐteƌ Ŷeeds to ďe aĐtiǀelǇ ŵaiŶtaiŶed agaiŶst ŵutatioŶs ǁhiĐh ĐaŶ 

iŶĐƌease stƌuĐtuƌal ĐoŶteŶtϰϯ. OŶ  the otheƌ haŶd,  this ďehaǀioƌ ĐoŵpliĐated  iŶteƌpƌetatioŶ of  ITC data oďtaiŶed usiŶg 

ŵutaŶt ViƌFG NDD, as ǁe Đould Ŷot ĐleaƌlǇ distiŶguish ďetǁeeŶ ŵutatioŶs ǁhiĐh disƌupted aŶ iŵpoƌtaŶt iŶteƌaĐtioŶ ǁith 

ViƌA  CDD aŶd  those ǁhiĐh  siŵplǇ  iŵpaĐted  the  aďilitǇ  of  ViƌFG  NDD  to uŶdeƌgo  iŶduĐed  stƌuĐtuƌatioŶ. We  theƌefoƌe 

foĐused ouƌ atteŶtioŶ oŶ  the ViƌA  CDD ǀaƌiaŶts. SpeĐifiĐallǇ, ǁe aŶalǇzed  the effeĐt of eǆĐhaŶgiŶg DϲϵϰϬ, Nϲϵϰϵ aŶd 

Eϲϵϱϰ foƌ alaŶiŶe, as ǁell as ŵutatioŶs ǁhiĐh ƌeǀeƌsed the Đhaƌge oŶ ƌesidues DϲϵϰϬ aŶd Eϲϵϱϰ ;ĐhaŶged to ‘ aŶd K 

ƌespeĐtiǀelǇͿ, aŶd iŶtƌoduĐed Đhaƌge at the Nϲϵϰϵ positioŶ. We ǁeƌe uŶaďle to puƌifǇ NϲϵϰϵA as ǁell as aŶ additioŶal 

LϲϵϰϮA ŵutaŶt due to pooƌ soluďilitǇ, ďut all otheƌ ŵutaŶt pƌoteiŶs ǁeƌe oďtaiŶed iŶ aĐĐeptaďle Ǉield, aŶd faƌ‐UV CD 

aŶalǇsis ĐoŶfiƌŵed that theiƌ stƌuĐtuƌes ǁeƌe Ŷot peƌtuƌďed sigŶifiĐaŶtlǇ ƌelatiǀe to ǁild tǇpe ViƌA CDD ;SuppleŵeŶtaƌy 

Fig. ϳfͿ. 

Due to soluďilitǇ liŵitatioŶs, ǁe Đould Ŷot ƌeaĐh ďiŶdiŶg satuƌatioŶ ǁith ŵaŶǇ of the ŵutaŶts, so the ďiŶdiŶg affiŶities 

deteƌŵiŶed  ďǇ  ITC  aƌe  oŶlǇ  ƌough  estiŵates  ;the  stated  eƌƌoƌs  ƌepƌeseŶt  those  fƌoŵ  fittiŶg  of  a  siŶgle  eǆpeƌiŵeŶtͿ 

;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϱf−kͿ. Neǀeƌtheless,  the effeĐt of  the ŵutatioŶ  iŶ eaĐh Đase ǁas Đleaƌ. The DϲϵϰϬA aŶd EϲϵϱϰA 

Đhaƌge‐ƌeŵoǀal ŵutatioŶs deĐƌeased ďiŶdiŶg affiŶitǇ ƌelatiǀe to that of ǁild tǇpe ;Kd = ϱ.ϴ MͿ ďǇ faĐtoƌs of Đa. ϭϱ ;ϴϱ  

Ϯϯ MͿ aŶd ϰ‐fold ;ϮϬ  Ϯ MͿ, ƌespeĐtiǀelǇ ;Taďle ϭͿ. The effeĐt of ĐhaŶgiŶg the Đhaƌge state of the ƌesidues ǁas eƋuallǇ 

sigŶifiĐaŶt, ǁith the affiŶitǇ of ViƌFG NDD ďiŶdiŶg to the ViƌA CDD NϲϵϰϵK aŶd EϲϵϱϰK ŵutaŶts ƌeduĐed to ϯϳ  ϰ M aŶd 

ϰϵ  ϭϲ M, ƌespeĐtiǀelǇ. EǀeŶ ŵoƌe dƌaŵatiĐallǇ, iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ the DϲϵϰϬ‘ ŵutaŶt aŶd ViƌFG NDD ǁas ĐoŵpletelǇ 

aďolished. Based oŶ these ƌesults, ǁe deĐided to test the effeĐt of a ĐoŵďiŶed ŵutatioŶ, iŶtƌoduĐiŶg DϲϵϰϬA aŶd EϲϵϱϰA 

siŵultaŶeouslǇ iŶto ViƌA CDD. AŶalǇsis of the douďle ŵutaŶt ďǇ CD shoǁed that the stƌuĐtuƌe ǁas esseŶtiallǇ uŶĐhaŶged, 

aŶd  the ŵeasuƌed affiŶitǇ  to ǁild  tǇpe ViƌFG NDD ǁas >ϭϲϬ M, deŵoŶstƌatiŶg  that  the effeĐt of  the ŵutatioŶs ǁas 

Đuŵulatiǀe. 

TakeŶ togetheƌ, ouƌ data ĐleaƌlǇ shoǁ that eleĐtƌostatiĐ iŶteƌaĐtioŶs ĐoŶtƌiďute to the asseŵďlǇ of the ViƌA CDD/ViƌFG 
NDD Đoŵpleǆ. IŶspeĐtioŶ of the ƌesidue positioŶs ĐoƌƌespoŶdiŶg to DϲϵϰϬ, Nϲϵϰϵ aŶd Eϲϵϱϰ iŶ the otheƌ doĐkiŶg doŵaiŶs 

of the faŵilǇ shoǁs that ŶoŶ‐polaƌ ƌesidues aƌe also pƌeseŶt iŶ a Ŷuŵďeƌ of sǇsteŵs, aŶd that eǀeŶ ǁheŶ the ƌesidues aƌe 

Đhaƌged, theǇ aƌe Ŷot alǁaǇs ŵatĐhed ďǇ aŶ opposite Đhaƌge oŶ the paƌtŶeƌ doĐkiŶg doŵaiŶ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. Ϯď,Đ 

aŶd SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϲͿ. Hoǁeǀeƌ iŶ Ŷo Đase do the doĐkiŶg doŵaiŶ paiƌs fƌoŵ the saŵe sǇsteŵ haǀe ideŶtiĐal sets 
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of ƌesidues at these positioŶs, ĐoŶsisteŶt ǁith theiƌ poteŶtial ĐoŶtƌiďutioŶ to iŶteƌaĐtioŶ speĐifiĐitǇ thƌough effeĐts oŶ 

koŶϰϰ,ϰϱ. SiŵilaƌlǇ, the pƌeĐise Ŷatuƌe of the hǇdƌophoďiĐ iŶteƌfaĐe ƌesidues ǀaƌies ďetǁeeŶ ŵultiple doĐkiŶg doŵaiŶ paiƌs 

fƌoŵ the saŵe sǇsteŵ ;e.g. Đhiǀosazol ;ChiͿ, oǆazoloŵǇĐiŶ ;OzŵͿ, thailaŶdaŵide ;TaiͿ aŶd eŶaĐǇloǆiŶ ;ϱϵϮϮͿͿ, aŶd thus 

theǇ ŵaǇ also ĐoŶtƌiďute to doĐkiŶg speĐifiĐitǇ thƌough effeĐts oŶ koŶ, koff oƌ ďoth ;SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϲͿϰϰ,ϰϱ.   

 

PositioŶiŶg of the flaŶkiŶg ACP aŶd KS doŵaiŶs as deteƌŵiŶed ďy SAXS 

The ĐhalleŶge of aĐhieǀiŶg speĐifiĐ iŶteƌaĐtioŶs is suďstaŶtial ǁheŶ ŵultiple, ĐaŶdidate iŶteƌaĐtioŶ paƌtŶeƌs haǀe siŵilaƌ 

seƋueŶĐes aŶd thƌee‐diŵeŶsioŶal stƌuĐtuƌes, as is the Đase ǁithiŶ the C‐ aŶd N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ faŵilies fƌoŵ 

the  Chi,  Ozŵ,  eŶaĐǇloǆiŶ  aŶd  Tai  sǇsteŵs  ;SuppleŵeŶtaƌy  Taďle  ϮͿϰϲ.  This  ƌaises  the  ƋuestioŶ  of  ǁhetheƌ  ĐoŶtaĐts 

ďetǁeeŶ  the  flaŶkiŶg  doŵaiŶs  aŶd  the  doĐkiŶg  Đoŵpleǆ,  oƌ  diƌeĐt  ĐoŶtaĐt  ďetǁeeŶ  the  doŵaiŶs  theŵselǀes,  also 

ĐoŶtƌiďute to speĐifiĐitǇ as oďseƌǀed foƌ Đis‐AT PKSsϮϰ. To addƌess this  issue, ǁe aiŵed to  ideŶtifǇ the loĐatioŶs of  the 

flaŶkiŶg ViƌA ACP aŶd ViƌFG KS doŵaiŶs ƌelatiǀe to the doĐkiŶg doŵaiŶs, ďǇ sŵall‐aŶgle X‐ƌaǇ sĐatteƌiŶg ;SAXSͿ. Foƌ this, 

ǁe aŶalǇzed the folloǁiŶg ĐoŶstƌuĐts: ViƌA ACPϱď‐CDDϮϭ, ViƌFG NDD‐KSϲ, ViƌA ACPϱď‐CDD/ViƌFG NDD Đoŵpleǆ, ViƌA ACPϱď‐
CDD−ViƌFG NDD ;a ĐoǀaleŶt fusioŶ ďetǁeeŶ ACPϱď‐CDD aŶd ViƌFG NDDͿ, ViƌA CDD/ViƌFG NDD‐KSϲ Đoŵpleǆ, aŶd ViƌA ACPϱď‐
CDD/ViƌFG NDD‐KSϲ Đoŵpleǆ. Foƌ the ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆes, ǁe used eƋual ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of ďoth paƌtŶeƌs ǁell aďoǀe 

the ŵeasuƌed Kd ǀalues  iŶ oƌdeƌ to  faǀoƌ Đoŵpleǆ  foƌŵatioŶ aŶd disfaǀoƌ self‐assoĐiatioŶ of ViƌA  CDD. UŶfoƌtuŶatelǇ, 

ViƌFG NDD‐KSϲ pƌoǀed to ƌeadilǇ self‐aggƌegate, so foƌ these eǆpeƌiŵeŶts ǁe pƌepaƌed a Ŷeǁ fusioŶ pƌoteiŶ spaŶŶiŶg fƌoŵ 

ACPϱď to KSϲ ;ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD‐KSϲͿ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϯͿ. 

Pƌeǀious aŶalǇsis of ViƌA ACPϱď‐CDD Ǉielded aŶ aǀeƌage ŵoleĐulaƌ eŶǀelope  ĐoŶsisteŶt ǁith  the hoŵodiŵeƌizatioŶ 

oďseƌǀed ďǇ NM‘ aŶd ITCϮϭ. IŶ the pƌeseŶĐe of eƋuiŵolaƌ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of its paƌtŶeƌ ViƌFG NDD, hoǁeǀeƌ, a Ŷeǁ aǀeƌage 

ŵoleĐulaƌ eŶǀelope ǁas oďtaiŶed  ;Fig. ϰa, SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴf  aŶd SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϰͿ,  iŶ ǁhiĐh deŶsitǇ ǁas 

oďseƌǀed oŶlǇ foƌ a siŶgle ACP doŵaiŶ aŶd the doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆ. EsseŶtiallǇ ideŶtiĐal data ǁeƌe aĐƋuiƌed oŶ ViƌA 

ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD ;Fig. ϰď aŶd SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴgͿ, stƌeŶgtheŶiŶg the ĐoŶĐlusioŶ that joiŶiŶg the doĐkiŶg doŵaiŶs 

ĐoǀaleŶtlǇ does Ŷot alteƌ hoǁ theǇ iŶteƌaĐt. The data also ĐoŶfiƌŵ that the doĐkiŶg Đoŵpleǆ is foƌŵed fƌoŵ oŶlǇ a siŶgle 

ĐopǇ eaĐh of the C‐ aŶd N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs, aŶd that ACPϱď does Ŷot ĐoŶtaĐt it diƌeĐtlǇ. AŶalǇsis of ViƌA ACPϱď‐
CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴhͿ gaǀe aŶ aǀeƌage ŵoleĐule eŶǀelope ;Ϯ = ϭ.ϳϳͿ iŶto ǁhiĐh the hoŵodiŵeƌiĐ 

KSϲ doŵaiŶ Đould ďe ĐoŶfideŶtlǇ plaĐed usiŶg SUPCOMBϰϳ ;Fig. ϰĐͿ. It ǁas Ŷot possiďle, hoǁeǀeƌ, to ĐoŵputatioŶallǇ loĐate 

the tǁo ACPϱď doŵaiŶs aŶd the tǁo doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆes ďeĐause the sĐatteƌiŶg data aƌe doŵiŶated ďǇ the sigŶal 

fƌoŵ the KSϲ. Hoǁeǀeƌ, fƌoŵ the oďtaiŶed ŵoleĐulaƌ eŶǀelope it is Đleaƌ that the ϰϮ‐ƌesidue seƋueŶĐe sepaƌatiŶg ViƌFG 
NDD fƌoŵ KSϲ ŵust ďe laƌgelǇ stƌuĐtuƌed, as theƌe is Ŷo eleĐtƌoŶiĐ deŶsitǇ ǁhiĐh Đould ĐoƌƌespoŶd to aŶ uŶstƌuĐtuƌed 

ƌegioŶ  of  this  size.  Fuƌtheƌŵoƌe, ŵakiŶg  the  ƌeasoŶaďle  assuŵptioŶ  that  the ACPϱď  doŵaiŶs  aƌe  loĐated  oŶ  the  tǁo 

eǆtƌeŵities of the stƌuĐtuƌe ;Fig. ϰĐͿ alloǁed us to supeƌiŵpose the ŵoleĐulaƌ eŶǀelope oŶ that oďtaiŶed pƌeǀiouslǇ foƌ 

the poƌtioŶ of ŵodule ϱ eŶĐoŵpassiŶg the KSϱ, ACPϱa aŶd ACPϱď doŵaiŶs ;KSϱ−ACPϱa−ACPϱďͿϮϭ ;Fig. ϰdͿ. This aŶalǇsis shoǁs 

that the tǁo sets of ACPϱď doŵaiŶs supeƌiŵpose peƌfeĐtlǇ aŶd theƌefoƌe that the gloďal foƌŵ oďseƌǀed foƌ ViƌA ACPϱď‐
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CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ  is Đoŵpatiďle ǁith the pƌeǀiouslǇ‐ĐhaƌaĐteƌized stƌuĐtuƌe of ŵodule ϱ ;ƌef.   ϮϭͿ.  IŶ the aďseŶĐe of 

doĐkiŶg ǁith the doǁŶstƌeaŵ suďuŶit, ŵodule ϱ adopts a ǁideƌ opeŶ shape ;distaŶĐe ACPϱď to ACPϱď iŶ ŵodule ϱ aloŶe = 

Ϯϳϵ ÅϮϭ ǀs. ϮϬϬ Å iŶ KSϱ−ACPϱa−ACPϱďͿ, aŶd so, as  pƌeǀiouslǇ pƌoposedϮϭ, iŶteƌaĐtioŶ ǁith ViƌFG iŶduĐes Đlosuƌe of the 

ŵodule. 

 
Figuƌe ϰ │AŶalysis of the iŶteƌfaĐe ďetǁeeŶ suďuŶits ViƌA aŶd ViƌFG ďy SAXS. ;aͿ AŶalǇsis ďǇ SAXS of the ViƌA ACPϱď‐CDD/ViƌFG NDD Đoŵpleǆ. Fit ďetǁeeŶ the aď iŶitio 
ŵodel Đoŵputed ǁith DAMMINϯϬ ;solid ďlaĐk liŶeͿ aŶd the eǆpeƌiŵeŶtal SAXS data ;ƌed dotsͿ. This aŶalǇsis Ǉielded a ŵoleĐulaƌ eŶǀelope diffeƌeŶt fƌoŵ that of ViƌA 
ACPϱď‐CDD aloŶeϮϭ, iŶ ǁhiĐh deŶsitǇ ǁas oďseƌǀed foƌ oŶe ACP doŵaiŶ ;light ďlueͿ aŶd the doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆ ;ViƌA CDD is shoǁŶ iŶ ƌed aŶd ViƌFG NDD iŶ daƌk 
ďlueͿ. This ƌesult ĐoŶfiƌŵed that doĐkiŶg oĐĐuƌs ďetǁeeŶ a siŶgle ĐopǇ eaĐh of the C‐ aŶd N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs, aŶd that ACPϱď does Ŷot diƌeĐtlǇ ĐoŶtaĐt the 
Đoŵpleǆ of DDs. ;ďͿ AŶalǇsis of ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD ďǇ SAXS gaǀe siŵilaƌ data to that shoǁŶ iŶ a. ;MeŶtioŶ the diffeƌeŶĐe ĐaŶ ďe eǆplaiŶed ďǇ the ĐoǀaleŶt liŶkͿ 
Fit ďetǁeeŶ the aď  iŶitio ŵodel Đoŵputed ǁith DAMMIN ;solid ďlaĐk  liŶeͿ aŶd the eǆpeƌiŵeŶtal SAXS data ;ƌed dotsͿ.  ;ĐͿ AŶalǇsis ďǇ SAXS of a ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ 
ďetǁeeŶ  ViƌA ACPϱď‐CDD aŶd ViƌFG  NDD‐KSϲ  ;ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG  NDD‐KSϲͿ.  Fit  ďetǁeeŶ  the aď  iŶitio ŵodel  Đoŵputed ǁith DAMMIN  ;solid  ďlaĐk  liŶeͿ  aŶd  the 
eǆpeƌiŵeŶtal SAXS data ;ƌed dotsͿ. A hoŵologǇ ŵodel of KSϲ ;ǇelloǁͿ ǁas plaĐed iŶto the aǀeƌage ŵoleĐulaƌ eŶǀelope usiŶg SUPCOMBϰϳ, ǁhile loĐalizatioŶ of the NM‘ 
stƌuĐtuƌe of ACPϱď

Ϯϭ ǁas ďased oŶ the assuŵptioŶ that the doŵaiŶs ǁould ďe situated oŶ the eǆtƌeŵities of the stƌuĐtuƌe. The ƌeŵaiŶiŶg eleĐtƌoŶiĐ deŶsitǇ Đould theŶ 
ďe assigŶed to the doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆ. ;dͿ Model foƌ the Đoŵplete iŶteƌfaĐe ďetǁeeŶ suďuŶits ViƌA aŶd ViƌFG geŶeƌated ďǇ supeƌiŵposiŶg the SAXS‐deƌiǀed 
ŵodel of the KSϱ‐ACPϱa‐ACPϱď ƌegioŶ of ViƌA ŵodule ϱ ;ƌef. ϮϭͿ ;KSϱ iŶ gƌeeŶ, ACPϱa iŶ oƌaŶgeͿ ǁith the aǀeƌage ŵoleĐulaƌ eŶǀelope oďtaiŶed foƌ ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG 
NDD‐KSϲ. This aŶalǇsis suggests that the iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ the suďuŶits Đƌeates a siŶgle, Đlosed ƌeaĐtioŶ Đhaŵďeƌ ǁithiŶ ŵodule ϱ. Hoǁeǀeƌ, as the estiŵated distaŶĐe 
ďetǁeeŶ the ACPϱď aŶd KSϲ aĐtiǀe sites ǁould Ŷot alloǁ foƌ diƌeĐt ĐhaiŶ tƌaŶsfeƌ, ĐoŶfoƌŵatioŶal adjustŵeŶt is likelǇ to oĐĐuƌ iŶ the pƌeseŶĐe of polǇketide iŶteƌŵediate 
oŶ ACPϱď

ϳ.  
 

DISCUSSION 

The  ŵajoƌitǇ  of  ŵodulaƌ  PKSs  iŶĐoƌpoƌate  ŵultiple  polǇpeptide  suďuŶits,  suggestiŶg  aŶ  eǀolutioŶaƌǇ  adǀaŶtage  iŶ 

distƌiďutiŶg  the  ŵodules  aŵoŶg  seǀeƌal  sŵalleƌ  pƌoteiŶs.  CoŵŵuŶiĐatioŶ  ďetǁeeŶ  suďuŶits  iŶ  all  Đis‐AT  PKSs 

ĐhaƌaĐteƌized to date is oƌĐhestƌated, at least iŶ paƌt, ďǇ ŵatĐhed teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs ;DDsͿϭϰ–ϭϳ. We haǀe shoǁŶ 

heƌe that foƌ aŶ iŵpoƌtaŶt suďset of iŶteƌpolǇpeptide juŶĐtioŶs, aŶalogous DDs opeƌate iŶ tƌaŶs‐AT PKSs. The ƌeĐogŶitioŶ 

of fouƌ distiŶĐt stƌuĐtuƌal Đlasses of doĐkiŶg doŵaiŶs Ŷoǁ peƌŵits a sǇsteŵatiĐ ĐoŵpaƌisoŶ of doĐkiŶg stƌategies ǁhiĐh 
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giǀe  ƌise  to  ďoth  high  speĐifiĐitǇ  ďut  ƌelatiǀelǇ  loǁ  affiŶitǇ  iŶteƌaĐtioŶs  ;Đa.  Ϯ−ϱϬ MͿ.  All  of  the  doĐkiŶg  Đoŵpleǆes 

iŶĐoƌpoƌate ĐoŶtaĐts ďetǁeeŶ ‐heliĐes. Although aƌĐhiteĐtuƌallǇ distiŶĐt, the doĐkiŶg iŶteƌfaĐes aƌe laƌgelǇ hǇdƌophoďiĐ 

aŶd  siŵilaƌ  iŶ  size  ;ϭϭϬϬ−ϭϴϬϬ ÅϮͿ.  SeleĐtiǀitǇ aŵoŶg poteŶtial paƌtŶeƌs  seeŵs  to aƌise  iŶ all  Đases  fƌoŵ eleĐtƌostatiĐ 

iŶteƌaĐtioŶs ďetǁeeŶ a feǁ, stƌategiĐallǇ plaĐed Đhaƌged ƌesidues, although ŵaŶǇ PKS asseŵďlǇ  liŶes also  iŶĐoƌpoƌate 

seǀeƌal, stƌuĐtuƌallǇ oƌthogoŶal Đlasses of DDs ;i.e. Đlasses ϭa aŶd ϭďϭϯͿ. 

We haǀe pƌoǀided eǀideŶĐe that the ǁeak doĐkiŶg affiŶitǇ aƌises iŶ the Đase of ŵultiple tƌaŶs‐AT PKSs thƌough use of 

aŶ iŶtƌiŶsiĐallǇ disoƌdeƌed pƌoteiŶ as a doĐkiŶg paƌtŶeƌ. IDPs aƌe ƌaƌe iŶ pƌokaƌǇotesϰϴ ;though ƌelatiǀelǇ ŵoƌe ĐoŵŵoŶ iŶ 

high GC, laƌge geŶoŵe‐size ďaĐteƌia suĐh as the AĐtiŶoďaĐteƌiaϰϵͿ aŶd ViƌFG NDD ƌepƌeseŶts, to ouƌ kŶoǁledge, the fiƌst 

IDP to ďe shoǁŶ to paƌtiĐipate iŶ ďaĐteƌial seĐoŶdaƌǇ ŵetaďolisŵ. ViƌA CDD ŵaǇ also ďe aŶ IDP, ďut a disoƌdeƌ to oƌdeƌ 

tƌaŶsitioŶ Đould Ŷot ďe oďseƌǀed iŶ the ĐoŶteǆt of a disĐƌete pƌoteiŶ ďeĐause of self‐assoĐiatioŶ. IDPs aƌe eǆpeĐted to 

shoǁ ŵuĐh higheƌ ƌates of seƋueŶĐe ǀaƌiatioŶ thaŶ stƌuĐtuƌed ƌegioŶs of the saŵe pƌoteiŶsϰϯ. This is iŶdeed the Đase foƌ 

the Viƌϰ aŶd SŶaϮϲ sǇsteŵs ǁhiĐh ďoth goǀeƌŶ ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ ďiosǇŶthesis, as the ĐoƌƌespoŶdiŶg suďuŶits shoǁ ŵuĐh higheƌ 

aŵiŶo aĐid seƋueŶĐe ideŶtitǇ thaŶ the doĐkiŶg doŵaiŶ ƌegioŶs ;e.g. ϲϲ% ideŶtitǇ foƌ ViƌA/SŶaEϮ, ďut oŶlǇ ϱϯ% foƌ the 
CDDs; ϲϲ% oǀeƌall ideŶtitǇ ďetǁeeŶ ViƌFG/SŶaEϯ, ǀs. ϯϵ% foƌ the NDDsϱϬͿ. This oďseƌǀatioŶ suggests that it is the aŵiŶo 

aĐid ĐhaƌaĐteƌ aŶd Ŷot the speĐifiĐ seƋueŶĐes of these ƌegioŶs that is ĐƌitiĐal. Hoǁeǀeƌ, giǀeŶ the uŶpƌediĐtaďle effeĐts of 

ŵutatioŶs oŶ iŶduĐed foldiŶg aŶd stƌuĐtuƌe of IDPsϰϯ, it seeŵs likelǇ that usiŶg this Đlass of DD to eŶgiŶeeƌ Ŷeǁ iŶteƌfaĐes 

ǁill ƌeƋuiƌe tƌaŶsplaŶtatioŶ of ŵatĐhed sets of doĐkiŶg doŵaiŶs. Ouƌ studǇ ideŶtifies Đleaƌ ďouŶdaƌies to ďe used iŶ suĐh 

eǆpeƌiŵeŶts. 

Ouƌ ǁoƌk has also peƌŵitted foƌ the fiƌst tiŵe ǀisualizatioŶ of a full iŶteƌfaĐe foƌŵed ďetǁeeŶ tǁo ĐoŶseĐutiǀe suďuŶits 

ǁithiŶ  a  tƌaŶs‐AT PKS. Ouƌ  pƌeǀious  aŶalǇsis  ďǇ  SAXS  shoǁed ViƌA ŵodule  ϱ  to  haǀe  aŶ opeŶ  aƌĐhiteĐtuƌe,  ďut  that 

fleǆiďilitǇ oŶ the leǀel of the ͚aƌŵs͛ ŵight alloǁ it to Đlaŵp doǁŶ to eŶgage ǁith the KSϲ doŵaiŶ of the Ŷeǆt ŵodule. 

IŶdeed, the distaŶĐe ďetǁeeŶ the ACPϱď doŵaiŶs seeŵs peƌfeĐtlǇ adapted to aĐĐoŵŵodate the hoŵodiŵeƌiĐ KSϲ aŶd 

tǁo flaŶkiŶg doĐkiŶg doŵaiŶ Đoŵpleǆes. IŶ this ǁaǇ, doĐkiŶg ďetǁeeŶ the tǁo suďuŶits Đƌeates a Đlosed spaĐe ĐoŶtaiŶiŶg 

a siŶgle ƌeaĐtioŶ ĐeŶteƌ iŶ ǁhiĐh ƌeaĐtiǀe iŶteƌŵediates Đould ďe pƌoteĐted. OŶ the otheƌ haŶd, the estiŵated distaŶĐe 

ďetǁeeŶ ACPϱď aŶd KSϲ aĐtiǀe sites iŶ this apo stƌuĐtuƌe ;Đa. ϴϬ ÅͿ is Ŷot Đoŵpatiďle ǁith diƌeĐt ĐhaiŶ tƌaŶsfeƌ ďetǁeeŶ 

the tǁo doŵaiŶs as ƌeƋuiƌed ďǇ the ďiosǇŶthetiĐ ŵeĐhaŶisŵ. This oďseƌǀatioŶ is ĐoŶsisteŶt ǁith ƌeĐeŶt studies ďǇ ĐƌǇo‐

eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ ;ĐƌǇo‐EMͿ oŶ the iŶteƌfaĐe ďetǁeeŶ suďuŶits fƌoŵ the pikƌoŵǇĐiŶ ;PIKͿ Đis‐AT PKS, iŶ ǁhiĐh a staďle 

iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ the paƌtŶeƌ ACP aŶd KS doŵaiŶs ǁas oŶlǇ oďseƌǀed iŶ the pƌeseŶĐe of ĐhaiŶ eǆteŶsioŶ iŶteƌŵediate 

tetheƌed to the ACPϲ. We pƌopose that the iŶtƌiŶsiĐ fleǆiďilitǇ of the liŶkeƌ ƌegioŶs sepaƌatiŶg the ǀaƌious fuŶĐtioŶal aŶd 

doĐkiŶg  doŵaiŶs  ǁill  alloǁ  adoptioŶ  of  a  ĐoŶfiguƌatioŶ  iŶ  ǁhiĐh  ACPϱď  is  ĐoƌƌeĐtlǇ  positioŶed  to  iŶteƌaĐt  ǁith  KSϲ. 

Hoǁeǀeƌ, ǀisualiziŶg this pƌoduĐtiǀe ĐhaiŶ tƌaŶsfeƌ Đoŵpleǆ ďǇ SAXS oƌ ĐƌǇo‐EM ǁill likelǇ ƌeƋuiƌe studies of appƌopƌiatelǇ 

ŵodified ViƌA ŵodule ϱ, ǁoƌk ǁhiĐh is iŶ pƌogƌess. IŶ the ŵeaŶtiŵe, the aďseŶĐe of a speĐifiĐ iŶteƌfaĐe ďetǁeeŶ the ACP 

aŶd KS doŵaiŶs  is  eŶĐouƌagiŶg  fƌoŵ aŶ eŶgiŶeeƌiŶg peƌspeĐtiǀe,  ďeĐause  it  suggests  that  tƌaŶsplaŶtatioŶ of doĐkiŶg 

doŵaiŶs ŵaǇ ďe suffiĐieŶt to Đƌeate Ŷoǀel pƌoduĐtiǀe iŶteƌsuďuŶit iŶteƌfaĐes iŶ tƌaŶs‐AT PKSs, as loŶg as the ƌeĐeiǀiŶg KS 

has appƌopƌiate suďstƌate speĐifiĐitǇϮϳ. 
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METHODS 
Methods aŶd aŶǇ assoĐiated ƌefeƌeŶĐes aƌe aǀailaďle iŶ the oŶliŶe ǀeƌsioŶ of the papeƌ. 

 

AĐĐessioŶ Đodes. CheŵiĐal shifts foƌ ViƌA CDD iŶ Đoŵpleǆ ǁith ViƌFG NDD aŶd foƌ ViƌA CDD−ViƌFG NDD haǀe ďeeŶ deposited 

iŶ  the  BiologiĐal MagŶetiĐ  ‘esoŶaŶĐe  BaŶk  ǁith  aĐĐessioŶ  Đodes  ϮϱϳϮϭ  aŶd  ϮϱϳϬϲ,  ƌespeĐtiǀelǇ.  PƌoteiŶ  Data  BaŶk 

ĐooƌdiŶates foƌ ViƌA CDD−ViƌFG NDD haǀe ďeeŶ deposited uŶdeƌ aĐĐessioŶ Đode ϮNϱD. 
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This ǁoƌk ǁas suppoƌted ďǇ the AgeŶĐe NatioŶale de la ‘eĐheƌĐhe ;AN‘ JCJC ϮϬϭϭ PKS‐PPIs to K.J.W.Ϳ, the CeŶtƌe NatioŶal 

de  la  ‘eĐheƌĐhe  SĐieŶtifiƋue  ;CN‘SͿ,  the UŶiǀeƌsitĠ  de  LoƌƌaiŶe  ;ULͿ,  aŶd  the ‘ĠgioŶ  LoƌƌaiŶe ‘egioŶ  ;BoŶus QualitĠ 

‘eĐheƌĐhe ;BQ‘Ϳ gƌaŶts to K.J.W. aŶd B.CͿ. AĐĐess to the ϲϬϬ MHz NM‘ speĐtƌoŵeteƌ of the ͚SCBIM͛ ;SeƌǀiĐe CoŵŵuŶ 

de BiophǇsioĐoĐhiŵie des IŶteƌaĐtioŶs MolĠĐulaiƌesͿ of the F‘ϯϮϬϵ CN‘S/UŶiǀeƌsitĠ de LoƌƌaiŶe ǁas gƌeatlǇ appƌeĐiated. 

We  thaŶk  Dƌ  Jaǀieƌ  Peƌez  aŶd  Dƌ  AuƌĠlieŶ  Thuƌeau  foƌ  help  duƌiŶg  data  ĐolleĐtioŶ  oŶ  the  ďeaŵliŶe  SWING  at  the 

sǇŶĐhƌotƌoŶ SOLEIL ;Gif‐suƌ‐YǀetteͿ. We ǁould also like to aĐkŶoǁledge L. OƌŶella Biŵai foƌ help iŶ pƌepaƌiŶg the doĐkiŶg 

doŵaiŶ ĐoŶstƌuĐts aŶd AleǆaŶdƌe KƌizŶik foƌ assistaŶĐe iŶ aŶalǇziŶg the ITC aŶd CD data. 

 

Authoƌ ĐoŶtƌiďutioŶs 

B.C., A.G. aŶd K.J.W. desigŶed the studǇ. K.J.W. Đaƌƌied out the Đoŵpaƌatiǀe doĐkiŶg doŵaiŶ seƋueŶĐe aŶalǇsis. T.A. aŶd 

J.D. ĐloŶed, eǆpƌessed aŶd puƌified the ƌeĐoŵďiŶaŶt pƌoteiŶ ĐoŶstƌuĐts ǁith the help of F.‘., S.C. aŶd C.J. F.‘. Đaƌƌied out 

the aŶalǇses ďǇ CD aŶd ITC uŶdeƌ supeƌǀisioŶ ďǇ T.A., J.D. aŶd B.C. T.A. aŶd J.D. Đaƌƌied out the NM‘ aŶd SAXS eǆpeƌiŵeŶts 

ǁith B.C. aŶd A.G., ƌespeĐtiǀelǇ. T.A., J.D., F.‘., A.G., B.C. aŶd K.J.W. iŶteƌpƌeted the data. K.J.W. ǁƌote the papeƌ, ǁith 

iŶput fƌoŵ T.A., J.D., F.‘., C.J., A.G. aŶd B.C. 

 

CoŵpetiŶg fiŶaŶĐial iŶteƌests 

The authoƌs deĐlaƌe Ŷo ĐoŵpetiŶg fiŶaŶĐial iŶteƌests. 
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AdditioŶal iŶfoƌŵatioŶ 

SuppleŵeŶtaƌǇ  iŶfoƌŵatioŶ  is  aǀailaďle  iŶ  the  oŶliŶe  ǀeƌsioŶ  of  the  papeƌ.  ‘epƌiŶts  aŶd  peƌŵissioŶs  iŶfoƌŵatioŶ  is 

aǀailaďle oŶliŶe at http://ǁǁǁ.Ŷatuƌe.Đoŵ/ƌepƌiŶts/iŶdeǆ.htŵl. CoƌƌespoŶdeŶĐe aŶd ƌeƋuests foƌ ŵateƌials should ďe 

addƌessed to A.G., B.C. oƌ K.J.W. 
 

 

 

Taďle ϭ │ EffeĐt of ViƌA CDD poiŶt ŵutatioŶs oŶ the affiŶity of 

doĐkiŶg. 

ViƌA CDD ĐoŶstƌuĐt  AffiŶitǇ foƌ ǁild tǇpe ViƌFG NDD ;MͿ 

Wild tǇpe  ϱ.ϴ  Ϭ.Ϯa 

DϲϵϰϬA  ϴϱ  Ϯϯ 

DϲϵϰϬ‘  No ďiŶdiŶg

LϲϵϰϮA  Ŷ.d.ď 

NϲϵϰϵA  Ŷ.d.ď 

NϲϵϰϵK  ϯϳ  ϰ 

EϲϵϱϰA  ϮϬ  Ϯ 

EϲϵϱϰK  ϰϵ  ϭϲ 

DϲϵϰϬA + EϲϵϱϰA  >ϭϲϬ 
aAǀeƌage of thƌee iŶdepeŶdeŶt ŵeasuƌeŵeŶts; all otheƌs ƌepƌeseŶt the 

eƌƌoƌ oŶ a siŶgle ŵeasuƌeŵeŶt 
ďNot deteƌŵiŶed as the ĐoŶstƌuĐts ǁeƌe pooƌlǇ soluďle 
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ONLINE METHODS 

SeƋueŶĐe aŶalysis. The seƋueŶĐes of the aŶalǇzed tƌaŶs‐AT PKSs ǁeƌe aĐĐessed ǀia PuďMed, oƌ iŶ the Đase of the Đlass Ϯ 

C‐  aŶd  N‐teƌŵiŶal  doĐkiŶg  doŵaiŶs,  fƌoŵ  ƌef.  ϭϳ.  SeƋueŶĐe  aligŶŵeŶts  ǁeƌe  geŶeƌated  usiŶg  Clustal  Oŵega 

;http://ǁǁǁ.eďi.aĐ.uk/Tools/ŵsa/Đlustalo/Ϳ,  aŶd  displaǇed  usiŶg  BoǆShade  ;http://  ǁǁǁ.Đh.eŵďŶet.oƌg 

/softǁaƌe/BOX_foƌŵ.htŵlͿ.  The  C‐teƌŵiŶal  ďouŶdaƌies  of  the  ACP  doŵaiŶs  ǁeƌe  deteƌŵiŶed  ďǇ  ŵultiple  seƋueŶĐe 

aligŶŵeŶt of the suďuŶit eŶds, aŶd ĐoŵpaƌisoŶ ǁith the solǀed stƌuĐtuƌes of ACPs ϱa aŶd ϱď fƌoŵ the ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ PKSϮϭ. 

SiŵilaƌlǇ, the staƌt sites of the doŵaiŶs doǁŶstƌeaŵ of the N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs ǁeƌe assigŶed ďǇ aligŶŵeŶt of 

the ďegiŶŶiŶg of the suďuŶits aŶd ĐoŵpaƌisoŶ ǁith the seƋueŶĐes of the solǀed stƌuĐtuƌes of KSϭϴ,ϭϵ, Cϱϭ aŶd E‘ϱϮ doŵaiŶs. 

SeĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe pƌediĐtioŶ ǁas Đaƌƌied out ǁith PsiPƌedϮϱ.  

 

Mateƌials, DNA ŵaŶipulatioŶ aŶd seƋueŶĐiŶg. BioĐheŵiĐals aŶd ŵedia ǁeƌe puƌĐhased fƌoŵ TheƌŵoFisheƌ SĐieŶtifiĐ 

;Tƌis, EDTAͿ, MeƌĐk ;NaPiͿ, Caƌlo E‘BA ;NaClͿ, BD ;peptoŶe, Ǉeast eǆtƌaĐtͿ, VW‘ ;glǇĐeƌolͿ aŶd Sigŵa‐AldƌiĐh ;iŵidazole, 

IPTGͿ. The eŶzǇŵes foƌ geŶetiĐ ŵaŶipulatioŶ ǁeƌe puƌĐhased fƌoŵ TheƌŵoFisheƌ SĐieŶtifiĐ. DNA isolatioŶ aŶd ŵaŶipula‐

tioŶ iŶ E. Đoli ǁas Đaƌƌied out aĐĐoƌdiŶg to staŶdaƌd ŵethodsϱϯ. PC‘ aŵplifiĐatioŶs ǁeƌe Đaƌƌied out oŶ a MasteƌĐǇĐleƌ Pƌo 

;EppeŶdoƌfͿ usiŶg PhusioŶ high‐fidelitǇ DNA polǇŵeƌase ;Theƌŵo SĐieŶtifiĐͿ. Pƌiŵeƌs ǁeƌe oďtaiŶed fƌoŵ Sigŵa‐AldƌiĐh 

;FƌaŶĐeͿ aŶd DNA seƋueŶĐiŶg ǁas Đaƌƌied out ďǇ GATC BioteĐh ;Mulhouse, FƌaŶĐeͿ. 

 

CloŶiŶg, eǆpƌessioŶ aŶd puƌifiĐatioŶ. Fiǀe ĐoŶstƌuĐts ;ViƌA CDD, ViƌFG NDD, ViƌFG NDD‐liŶkeƌ, ViƌA ACPϱď‐CDD aŶd ViƌFG 
NDD‐KSϲͿ ǁeƌe  aŵplified  fƌoŵ StƌeptoŵǇĐes  ǀiƌgiŶiae  geŶoŵiĐ DNA usiŶg  foƌǁaƌd  aŶd  ƌeǀeƌse  pƌiŵeƌs  iŶĐoƌpoƌatiŶg 

BaŵHI aŶd HiŶdIII ƌestƌiĐtioŶ sites, ƌespeĐtiǀelǇ ;see SuppleŵeŶtaƌy Methods, SuppleŵeŶtaƌy Taďle ϳͿ, aŶd ǁeƌe ligated 

iŶto the eƋuiǀaleŶt sites of ǀeĐtoƌ pBG‐ϭϬϮ; iŶ the Đase of ViƌFG NDD‐KSϲ aŶ iŶteƌŶal BaŵHI site ǁas ƌeŵoǀed ďǇ site‐

diƌeĐted  ŵutageŶesis  usiŶg  PhusioŶ  high‐fidelitǇ  DNA  polǇŵeƌase,  ǁithout  iŶtƌoduĐiŶg  ĐhaŶges  iŶ  the  aŵiŶo  aĐid 

seƋueŶĐe. VeĐtoƌ pBG‐ϭϬϮ Đodes  foƌ a SUMO‐Hisϲ  tag  ;CeŶteƌ  foƌ StƌuĐtuƌal BiologǇ, VaŶdeƌďilt UŶiǀeƌsitǇͿ. FolloǁiŶg 

Đleaǀage of the SUMO‐Hisϲ tag, the pƌoteiŶs iŶĐoƌpoƌated a ŶoŶ‐Ŷatiǀe N‐teƌŵiŶal GlǇ–Pƌo–GlǇ–Seƌ seƋueŶĐe. Fƌoŵ these 

ǀeĐtoƌs aŶd S. ǀiƌgiŶiae geŶoŵiĐ DNA, ĐoǀaleŶt fusioŶs ;ViƌA CDD−ViƌFG NDD, ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD aŶd ViƌA ACPϱď‐
CDD−ViƌFG NDD‐KSϲͿ ǁeƌe ĐoŶstƌuĐted usiŶg oǀeƌlap PC‘. FƌagŵeŶts eŶĐodiŶg ViƌA CDD, ViƌFG NDD, ViƌA ACPϱď‐CDD aŶd 

ViƌFG  NDD‐KSϲ ǁeƌe  aŵplified  aŶd  theŶ  used  as  teŵplates  iŶ  a  seĐoŶd  PC‘  to  aŵplifǇ  the  fusioŶ  ĐoŶstƌuĐt,  aŶd  the 

ƌesultiŶg fƌagŵeŶts ligated iŶto the ǀeĐtoƌ pBG‐ϭϬϮ. Site‐diƌeĐted ŵutaŶts of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD ǁeƌe oďtaiŶed ďǇ 

site‐diƌeĐted ŵutageŶesis usiŶg PhusioŶ high‐fidelitǇ DNA polǇŵeƌase  fƌoŵ ǀeĐtoƌs pBG‐ϭϬϮ ĐoŶtaiŶiŶg ViƌA  CDD aŶd 

ViƌFG NDD ǁild tǇpe seƋueŶĐes.  

The ǀeĐtoƌs ǁeƌe used to tƌaŶsfoƌŵ E. Đoli BLϮϭ ;DEϯͿ, aŶd ĐoŶstƌuĐts ǁeƌe eǆpƌessed as SUMO‐Hisϲ‐tagged fusioŶs ďǇ 

gƌoǁth iŶ LB ŵediuŵ at ϯϳ C to aŶ AϲϬϬ of Ϭ.ϴ, folloǁed ďǇ iŶduĐtioŶ ǁith IPTG ;Ϭ.ϭ ŵMͿ aŶd iŶĐuďatioŶ at ϮϬ C foƌ a 

fuƌtheƌ ϭϮ–ϭϴ h. The E. Đoli Đells ǁeƌe ĐolleĐted ďǇ ĐeŶtƌifugatioŶ aŶd ƌesuspeŶded iŶ ďuffeƌ ϭ ;ϱϬ ŵM sodiuŵ phosphate 

;pH ϳ.ϱͿ, ϮϱϬ ŵM NaClͿ iŶ the Đase of ViƌA CDD, ViƌA ACPϱď‐CDD, ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ, aŶd all ViƌA 
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CDD ŵutaŶts, ďuffeƌ Ϯ ;ϱϬ ŵM Tƌis‐HCl ;pH ϳ.ϱͿ, ϭϱϬ ŵM NaClͿ iŶ the Đase of ViƌFG NDD, ViƌFG NDD‐liŶkeƌ, ViƌA CDD−ViƌFG 
NDD ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ aŶd all ViƌFG NDD ŵutaŶts, aŶd iŶ ďuffeƌ ϯ ;ϱϬ ŵM sodiuŵ phosphate ;pH ϳ.ϱͿ, ϰϬϬ ŵM NaCl, ϭϬ% 

glǇĐeƌolͿ foƌ ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ. Cells ǁeƌe lǇsed ďǇ soŶiĐatioŶ, aŶd Đell deďƌis ǁeƌe ƌeŵoǀed 

ďǇ ĐeŶtƌifugatioŶ aŶd filtƌatioŶ ;Ϭ.ϰϱ ŵͿ. The Đell lǇsates ǁeƌe loaded oŶto a HisTƌap ϱ ŵl ĐoluŵŶ ;GEͿ, eƋuiliďƌated iŶ 

ďuffeƌ ϭ, Ϯ oƌ ϯ as appƌopƌiate. The ĐoluŵŶ ǁas ǁashed eǆteŶsiǀelǇ ǁith ďuffeƌ ϭ, Ϯ oƌ ϯ ĐoŶtaiŶiŶg ϲϬ ŵM iŵidazole, aŶd 

His‐tagged pƌoteiŶs ǁeƌe eluted usiŶg ϯϬϬ ŵM iŵidazole. The ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ ĐoǀaleŶt fusioŶ ǁas fuƌtheƌ 

loaded oŶto  a HiTƌap Q HP ĐoluŵŶ  ;GEͿ eƋuiliďƌated  iŶ ďuffeƌ  ;ϮϬ ŵM sodiuŵ phosphate  ;pH ϳ.ϱͿ,  Ϯ ŵM EDTA, ϱ% 

glǇĐeƌolͿ ǁhiĐh ǁas theŶ ǁashed eǆteŶsiǀelǇ ǁith this ďuffeƌ. The fusioŶ ǁas eluted usiŶg a NaCl gƌadieŶt, up to a fiŶal 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ  of  ϭ  M.  All  SUMO‐Hisϲ  tagged  ĐoŶstƌuĐts  ǁeƌe  theŶ  iŶĐuďated  ǁith  His‐tagged  huŵaŶ  ƌhiŶoǀiƌus  ϯC 

pƌotease ;ϭ ŵMͿ foƌ ϭϮ–ϭϲ h at ϰ C to Đleaǀe the affiŶitǇ‐soluďilitǇ tags. The ĐoŶstƌuĐts ǁeƌe theŶ sepaƌated fƌoŵ the 

ƌeŵaiŶiŶg His‐tagged pƌoteiŶs ďǇ loadiŶg oŶto a HisTƌap ϱ ŵl ĐoluŵŶ ;GEͿ folloǁed ďǇ elutioŶ iŶ ďuffeƌ ϭ, Ϯ oƌ ϯ ĐoŶtaiŶiŶg 

ϮϬ ŵM iŵidazole. 

FolloǁiŶg this step, size eǆĐlusioŶ ĐhƌoŵatogƌaphǇ oŶ a Supeƌdeǆ ϳϱ Ϯϲ/ϲϬ ĐoluŵŶ ;GEͿ iŶ ϭϬϬ ŵM sodiuŵ phosphate 

;pH ϳ.ϱͿ oƌ oŶ a Supeƌdeǆ ϮϬϬ Ϯϲ/ϲϬ ĐoluŵŶ ;GEͿ iŶ the Đase of ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ iŶ ϮϬ ŵM 

sodiuŵ phosphate  ;pH ϳ.ϱͿ, ϮϱϬ ŵM NaCl, Ϯ ŵM EDTA, ϱ% glǇĐeƌol,  ƌesulted  iŶ a hoŵogeŶeous pƌepaƌatioŶ of eaĐh 

pƌoteiŶ. PƌoduĐtioŶ of ϭϱN oƌ ϭϯC,ϭϱN‐eŶƌiĐhed ViƌA CDD, ViƌFG NDD aŶd ViƌA CDD−ViƌFG NDD ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ foƌ NM‘ 

stƌuĐtuƌe eluĐidatioŶ ǁas Đaƌƌied out ďǇ gƌoǁth iŶ Mϵ ŵiŶiŵal ŵediuŵ. The ŵiŶiŵal ŵediuŵ ǁas suppleŵeŶted ǁith 
ϭϱNHϰCl ;Ϭ.ϱ g/lͿ aŶd gluĐose ϭϯCϲ‐gluĐose ;Ϯ.Ϭ g/lͿ as the sole souƌĐes of ŶitƌogeŶ aŶd ĐaƌďoŶ. 

 

AŶalytiĐal  gel  filtƌatioŶ. ViƌA  CDD  aŶd  ViƌFG  NDD  ;iŶitial  ĐoŶĐeŶtƌatioŶs  of  ϲϳϬ  MͿ  ǁeƌe  loaded  sepaƌatelǇ  oŶto  a 

Supeƌdeǆ ϳϱ ϭϬ/ϯϬϬ GL ĐoluŵŶ ;GEͿ eƋuiliďƌated ǁith ϭϬϬ ŵM sodiuŵ phosphate ;pH ϲ.ϱͿ ďuffeƌ aŶd elutioŶ of the tǁo 

pƌoteiŶs folloǁed ǀia theiƌ aďsoƌďaŶĐe at ϮϴϬ Ŷŵ. The saŵe ǀoluŵe of a ŵiǆtuƌe of the tǁo pƌoteiŶs ;ďoth at ϲϳϬ MͿ 

ǁas theŶ ƌe‐iŶjeĐted. 

 

Isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy. ITC ǁas peƌfoƌŵed usiŶg a MiĐƌoCal ITC ϮϬϬ ;GEͿ at ϮϬ C. ϯϬϬ L of ViƌA CDD ;ǁild tǇpe 

oƌ ŵutaŶtͿ at ϲϬ M ǁeƌe plaĐed iŶ the Đaloƌiŵeteƌ Đell, aŶd ViƌFG NDD ;ǁild tǇpe oƌ ŵutaŶt at ϲϬϬ MͿ oƌ ViƌFG NDD‐

liŶkeƌ ;at ϭ.ϰ ŵMͿ ǁeƌe added as folloǁs: Ϭ.ϰ L oǀeƌ Ϭ.ϴ s foƌ the fiƌst iŶjeĐtioŶ, folloǁed ďǇ ϭϵ iŶjeĐtioŶs of Ϯ L oǀeƌ ϰ 

s at ϭϮϬ s iŶteƌǀals. Foƌ the eǆpeƌiŵeŶt ǁith ViƌA ACPϱď‐CDD, the ĐoŶstƌuĐt ;ϵϬϬ MͿ ǁas added to ViƌFG NDD ;ϲϬ MͿ, as 

desĐƌiďed aďoǀe. The heat of ƌeaĐtioŶ peƌ iŶjeĐtioŶ ;ŵiĐƌo‐Đaloƌies/seĐoŶdͿ ǁas deteƌŵiŶed ďǇ iŶtegƌatioŶ of the peak 

aƌeas usiŶg eitheƌ the OƌigiŶ ;MiĐƌoCalͿ softǁaƌe oƌ NitpiĐϱϰ. These softǁaƌe pƌoǀide the ďest‐fit ǀalues foƌ the heat of 

ďiŶdiŶg ;HͿ, the stoiĐhioŵetƌǇ of ďiŶdiŶg ;NͿ, aŶd the dissoĐiatioŶ ĐoŶstaŶt ;KdͿ. The heats of dilutioŶ ǁeƌe deteƌŵiŶed 

ďǇ iŶjeĐtiŶg ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD aloŶe iŶto the ďuffeƌ ;iŶitial ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of ϲϬϬ MͿ, aŶd ǁeƌe suďtƌaĐted fƌoŵ 

the ĐoƌƌespoŶdiŶg eǆpeƌiŵeŶts ďefoƌe Đuƌǀe‐fittiŶg. This eǆpeƌiŵeŶt additioŶallǇ shoǁed that ViƌA CDD ǁas uŶdeƌgoiŶg 

hoŵodiŵeƌizatioŶ as the ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶ the Đaloƌiŵeteƌ Đell iŶĐƌeased, as a ĐhaŶge iŶ the heat sigŶal ǁas deteĐted up 
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to a ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϯϬ M. No suĐh ĐhaŶge ǁas oďseƌǀed oǀeƌ the ǁhole ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ƌaŶge foƌ ViƌFG NDD ;up to ϳϴ 

MͿ. 

 

NMR data aĐƋuisitioŶ. To ŵiŶiŵize the aŵouŶt of pƌoteiŶ Ŷeeded, ϯϬϬ L of pƌoteiŶ solutioŶ ǁeƌe loaded iŶto a ϰ ŵŵ 

NM‘ tuďe. [ϭH‐ϭϱN]‐HSQC speĐtƌa of ViƌA CDD ǁeƌe ƌeĐoƌded at a ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϭϬϬ M iŶ the aďseŶĐe of paƌtŶeƌ, aŶd 

iŶ the pƌeseŶĐe of ϮϬϬ−ϰϬϬ M ϭϰN ViƌFG NDD. [ϭH‐ϭϱN]‐HSQC speĐtƌa of ViƌFG NDD ǁeƌe ƌeĐoƌded at a ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of 

ϭϬϬ M eitheƌ aloŶe, oƌ iŶ the pƌeseŶĐe of ϰϬϬ M ϭϰN ViƌA CDD oƌ ϮϬϬ M ϭϰN ViƌA ACPϱď‐CDD. HeteƌoŶuĐleaƌ speĐtƌa 

ǁeƌe aĐƋuiƌed oŶ ϭϯC,ϭϱN‐ViƌA CDD at a ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϭ.Ϯ ŵM iŶ the pƌeseŶĐe of a Ϯ‐fold eǆĐess of ϭϮC,ϭϰN‐ViƌFG, aŶd 

oŶ  ViƌA  CDD−ViƌFG  NDD  at  a  ĐoŶĐeŶtƌatioŶ  of  Ϭ.ϵ ŵM. All  NM‘  data  ǁeƌe  ƌeĐoƌded  at  Ϯϵϴ  K  oŶ  a  Bƌukeƌ  D‘XϲϬϬ 

speĐtƌoŵeteƌ  eƋuipped  ǁith  a  ĐƌǇogeŶiĐ  pƌoďe  ;Platefoƌŵe  de  BiophǇsiĐo‐Đhiŵie  Biologie  StƌuĐtuƌale  −  F‘  ϯϮϬϵ 

UŶiǀeƌsitĠ de LoƌƌaiŶe/CN‘SͿ.  

BaĐkďoŶe aŶd seƋueŶtial ƌesoŶaŶĐe assigŶŵeŶts ǁeƌe oďtaiŶed ďǇ the ĐoŵďiŶed use of ϮD ϭϱN‐ϭH aŶd ϭϯC‐ϭH HSQC 

speĐtƌa aŶd ϯD HNCACB, CBCA;COͿNH aŶd HNCO eǆpeƌiŵeŶts ;ƌeǀieǁed iŶ ƌef. ϱϱͿ. AssigŶŵeŶts of aliphatiĐ side ĐhaiŶ 

ƌesoŶaŶĐe ǁeƌe ďased oŶ ϯD ;HͿCC;COͿNH, H;CCCOͿNH, aŶd HCCH‐TOCSY eǆpeƌiŵeŶts. To ĐolleĐt NOE‐ďased distaŶĐe 

ƌestƌaiŶts foƌ the ViƌA CDD−ViƌFG NDD stƌuĐtuƌe ĐalĐulatioŶs, ϯD ϭϱN NOESY‐HSQC aŶd ϭϯC NOESY‐HSQC ǁeƌe ƌeĐoƌded oŶ 

uŶifoƌŵlǇ ϭϯC,ϭϱN‐eŶƌiĐhed ViƌA CDD−ViƌFG NDD saŵples. The ŵiǆiŶg tiŵe used iŶ all NOESY eǆpeƌiŵeŶts ǁas set to ϭϮϬ 

ŵs. NM‘ data ǁeƌe pƌoĐessed usiŶg TopspiŶ ϯ.ϭ ;BƌukeƌͿ aŶd ǁeƌe aŶalǇzed usiŶg SpaƌkǇ ;Goddaƌd TD aŶd KŶelleƌ DG, 

SPA‘KYϯ, UŶiǀeƌsitǇ of CalifoƌŶia, SaŶ FƌaŶĐisĐo, ϮϬϬϯͿ.  

 

NMR stƌuĐtuƌe ĐalĐulatioŶ. IŶitial stƌuĐtuƌes ǁeƌe geŶeƌated usiŶg CYANA ϯ.Ϭ softǁaƌeϯϯ. StaƌtiŶg fƌoŵ a set of ŵaŶuallǇ 

assigŶed NOEs, the staŶdaƌd CYANA pƌotoĐol of seǀeŶ iteƌatiǀe ĐǇĐles of ĐalĐulatioŶs ǁas peƌfoƌŵed ǁith NOE assigŶŵeŶt 

ďǇ  the  eŵďedded  CANDID  ƌoutiŶe  ĐoŵďiŶed ǁith  toƌsioŶ  aŶgle  dǇŶaŵiĐs  stƌuĐtuƌe  ĐalĐulatioŶϱϲ.  IŶ  eaĐh  ĐǇĐle,  ϭϬϬ 

stƌuĐtuƌes staƌtiŶg fƌoŵ ƌaŶdoŵ toƌsioŶ aŶgle ǀalues ǁeƌe ĐalĐulated ǁith ϭϬ,ϬϬϬ steps of toƌsioŶ aŶgle dǇŶaŵiĐs‐dƌiǀeŶ 

siŵulated aŶŶealiŶg. ϰϳϴ NOE‐ďased distaŶĐe aŶd ϱϰ ďaĐkďoŶe aŶgle ƌestƌaiŶts ǁeƌe used foƌ stƌuĐtuƌe ĐalĐulatioŶ of the 

ViƌA CDD doŵaiŶ, ǁhile ϭϯϳϮ NOE‐ďased distaŶĐe aŶd ϵϴ ďaĐkďoŶe aŶgle ƌestƌaiŶts ǁeƌe used foƌ ViƌA CDD−ViƌFG NDD. 

The aŶgle ƌestƌaiŶts ǁeƌe oďtaiŶed fƌoŵ ϭϯCα, ϭϯCβ, ϭϯC′, ϭϱN, ϭHN aŶd ϭHα ĐheŵiĐal shifts usiŶg TALOS+ϱϳ ǁith aŶ assigŶed 

ŵiŶiŵuŵ ƌaŶge of ±ϮϬ. No hǇdƌogeŶ‐ďoŶd ƌestƌaiŶts ǁeƌe used foƌ stƌuĐtuƌe ĐalĐulatioŶ. The seĐoŶd stage ĐoŶsisted of 

the ƌefiŶeŵeŶt of the ϱϬ loǁest CYANA taƌget fuŶĐtioŶ ĐoŶfoƌŵeƌs ďǇ ƌestƌaiŶed ŵoleĐulaƌ dǇŶaŵiĐ ;ƌMDͿ siŵulatioŶs iŶ 

Aŵďeƌ  ϭϰϯϱ  usiŶg  the  geŶeƌalized  BoƌŶ  solǀeŶt  ŵodel.  Possiďle  atoŵs  Đlashes  ǁithiŶ  CYANA  iŶitial  stƌuĐtuƌes  ǁeƌe 

ƌegulaƌized ďǇ  a ϭ‐ps  eŶeƌgǇ ŵiŶiŵizatioŶ  iŶ  the Aŵďeƌ  foƌĐe  field,  aŶd  theŶ ϮϬ ps of  ƌMD ǁas peƌfoƌŵed ǁith  the 

folloǁiŶg pƌotoĐol: the sǇsteŵ ǁas heated foƌ ϱ ps at ϲϬϬ K ǁith tight ĐoupliŶg foƌ heatiŶg aŶd eƋuiliďƌatioŶ ;TAUTP = 

Ϭ.ϰͿ, ϭϱ ps of ĐooliŶg to Ϭ K ǁith ϭϯ ps of sloǁ ĐooliŶg ;loose ĐoupliŶg, TAUTP = ϰ.Ϭ–ϭ.ϬͿ folloǁed ďǇ ϭ ps of fasteƌ ĐooliŶg 

;TAUTP = ϭ.ϬͿ, aŶd a fiŶal ϭ ps of ǀeƌǇ fast ĐooliŶg ;TAUTP = Ϭ.ϭ−Ϭ.ϬϱͿ. DuƌiŶg ƌMD, the ƌestƌaiŶts ǁeƌe sloǁlǇ ƌaŵped 

fƌoŵ ϭϬ−ϭϬϬ% of theiƌ fiŶal ǀalues oǀeƌ the fiƌst ϯ ps. FoƌĐe ĐoŶstaŶts foƌ distaŶĐe aŶd aŶgle ƌestƌaiŶts ǁeƌe set to ϯϮ kĐal 
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ŵol−ϭ Å−Ϯ aŶd ϱϬ kĐal ŵol−ϭ ƌad−Ϯ, ƌespeĐtiǀelǇ. The fiŶal ViƌA CDD−ViƌFG NDD ƌepƌeseŶtatiǀe eŶseŵďles ĐoƌƌespoŶd to the 

ϮϬ ĐoŶfoƌŵeƌs fƌoŵ eaĐh ĐalĐulatioŶ ǁith the loǁest ƌestƌaiŶt aŶd Aŵďeƌ eŶeƌgǇ teƌŵs. 

 

AŶalysis ďy ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ ;CD). CD ǁas Đaƌƌied out oŶ a ChiƌasĐaŶ CD fƌoŵ Applied PhotophǇsiĐs. Data ǁeƌe ĐolleĐted 

at Ϭ.ϱ Ŷŵ iŶteƌǀals iŶ the ǁaǀeleŶgth ƌaŶge of ϭϴϬ−ϮϲϬ Ŷŵ at ϮϬ C, usiŶg a teŵpeƌatuƌe‐ĐoŶtƌolled Đhaŵďeƌ. A  Ϭ.Ϭϭ Đŵ 

Đuǀette ĐoŶtaiŶiŶg ϯϬ L of pƌoteiŶ saŵple at ϭϬϬ M ǁas used foƌ all the ŵeasuƌeŵeŶts eǆĐept that of ϭϬ M ViƌA CDD 

;ϭϬϬ L of saŵple ǁeƌe used iŶ a Ϭ.ϭ Đŵ ĐuǀetteͿ. MeasuƌeŵeŶts ǁeƌe ŵade at least iŶ tƌipliĐate, aŶd saŵple speĐtƌa 

ǁeƌe ĐoƌƌeĐted foƌ ďuffeƌ ďaĐkgƌouŶd ďǇ suďtƌaĐtiŶg the aǀeƌage speĐtƌuŵ of ďuffeƌ aloŶe. IŶ oƌdeƌ to eǀaluate the eǆteŶt 

of iŶduĐed foldiŶg ǁheŶ the tǁo doĐkiŶg doŵaiŶs ǁeƌe togetheƌ, ǁe aĐƋuiƌed a ĐoŵďiŶed speĐtƌuŵ of the tǁo doĐkiŶg 

doŵaiŶs ďǇ plaĐiŶg ViƌA CDD iŶto oŶe Đuǀette aŶd ViƌFG NDD iŶto aŶotheƌ Đuǀette ;ϯϬ L eaĐh at ϭϬϬ MͿ, aŶd aŶalǇziŶg 

the  tǁo Đuǀettes  siŵultaŶeouslǇ. The  saŵe  ƌesult ǁas oďtaiŶed ďǇ aǀeƌagiŶg  the  speĐtƌa of ViƌA  CDD aŶd ViƌFG NDD 

aĐƋuiƌed sepaƌatelǇ. We theŶ ĐoŵďiŶed the tǁo doĐkiŶg doŵaiŶs, aŶd plaĐed the ŵiǆtuƌe iŶto ďoth Đuǀettes ;ϯϬ L at 

ϭϬϬ MͿ, agaiŶ aŶalǇziŶg the tǁo siŵultaŶeouslǇ. SpeĐtƌuŵ deĐoŶǀolutioŶ ǁas Đaƌƌied out usiŶg the CDNN softǁaƌeϯϮ.  

 

Sŵall  aŶgle  X‐ƌay  sĐatteƌiŶg  ;SAXS)  data  ĐolleĐtioŶ.  The  SAXS  data  ǁeƌe  ĐolleĐted  oŶ  the  SWING  ďeaŵliŶe  at  the 

SǇŶĐhƌotƌoŶ SOLEIL ;FƌaŶĐeͿ. Fƌaŵes ǁeƌe ƌeĐoƌded usiŶg aŶ AVIEXϭϳϬϭϳϬ CCD deteĐtoƌ at the eŶeƌgǇ of ϭϮ keV. The 

distaŶĐe ďetǁeeŶ the saŵple aŶd the deteĐtoƌ ǁas set to ϭϴϬϯ ŵŵ, leadiŶg to sĐatteƌiŶg ǀeĐtoƌs Ƌ ƌaŶgiŶg fƌoŵ Ϭ.ϬϬϬϱ 

Å‐ϭ to Ϭ.ϱ Å‐ϭ. The sĐatteƌiŶg ǀeĐtoƌ is defiŶed as ϰsiŶ, ǁheƌe Ϯ is the sĐatteƌiŶg aŶgle. The pƌoteiŶ saŵples ǁeƌe 

iŶjeĐted usiŶg the oŶliŶe autoŵatiĐ saŵple ĐhaŶgeƌ iŶto a pƌe‐eƋuiliďƌated HPLC‐Đoupled size‐eǆĐlusioŶ ĐhƌoŵatogƌaphǇ 

ĐoluŵŶ ;Bio‐SEC ϭϬϬ, Bio‐SEC ϭϱϬ oƌ Bio‐SEC ϯϬϬ, AgileŶtͿ depeŶdiŶg oŶ the ŵoleĐulaƌ ǁeight of the pƌoteiŶ saŵple, at a 

teŵpeƌatuƌe of ϭϱ C. The oŶliŶe puƌifiĐatioŶ sǇsteŵ that deliǀeƌs the eluted fƌaĐtioŶs iŶto the ŵeasuƌeŵeŶt Đell ǁas 

deǀeloped oŶ the SWING ďeaŵliŶeϱϴ. Afteƌ eƋuiliďƌatiŶg the ĐoluŵŶ iŶ the pƌoteiŶ ďuffeƌ ;ϱϬ ŵM sodiuŵ phosphate ;pH 

ϳ.ϱͿ,  ϭϱϬ ŵM NaCl,  ϱ%  glǇĐeƌol  ;as  ƌadiopƌoteĐtaŶtͿͿ,  ϭϬϬ  suĐĐessiǀe  fƌaŵes  of  Ϭ.ϳϱ  s  ǁeƌe  ƌeĐoƌded  of  the  ďuffeƌ 

ďaĐkgƌouŶd. This ďuffeƌ ǁas ĐhoseŶ  foƌ  the SAXS aŶalǇsis as phosphate,  salt aŶd glǇĐeƌol aƌe kŶoǁŶ  to ŵaiŶtaiŶ  the 

ĐatalǇtiĐ aĐtiǀitǇ of Đis‐AT PKSsϱϵ,ϲϬ, pƌesuŵaďlǇ ďǇ staďiliziŶg the stƌuĐtuƌe the pƌoteiŶs. ϱϬ µl of the pƌoteiŶ saŵple ;at ϭϬ 

oƌ ϭϱ ŵg/ŵlͿ ǁeƌe theŶ iŶjeĐted aŶd Đoŵplete data sets aĐƋuiƌed. The pƌoteiŶ ĐoŶĐeŶtƌatioŶ doǁŶstƌeaŵ of the elutioŶ 

ĐoluŵŶ ǁas  folloǁed ǀia  the  aďsoƌďaŶĐe at  ϮϴϬ Ŷŵ ǁith  aŶ  iŶ  situ  speĐtƌophotoŵeteƌ.  ‘eĐoƌded  fƌaŵes ǁeƌe  theŶ 

ƌadiallǇ  ĐoƌƌeĐted,  aǀeƌaged  aŶd  Ŷoƌŵalized  usiŶg  the  pƌogƌaŵ  Foǆtƌot  ;iŶ‐house  appliĐatioŶͿ.  Data  oďtaiŶed  oŶ  the 

fƌaĐtioŶs fƌoŵ the elutioŶ peaks ǁeƌe ĐheĐked foƌ staďle ƌadii of gǇƌatioŶ, pƌoĐessed, ĐoƌƌeĐted foƌ ďuffeƌ sigŶal, aŶd 

aǀeƌaged usiŶg the Foǆtƌot pƌogƌaŵ. Data pƌoĐessiŶg ǁas peƌfoƌŵed usiŶg the pƌogƌaŵ paĐkage P‘IMUSϲϭ. The ƌadius of 

gǇƌatioŶ ‘g ǁas deƌiǀed ďǇ  the GuiŶieƌ  appƌoǆiŵatioŶ  I;ƋͿ  =  I;0Ϳ eǆp;−ƋϮRg
Ϯ/ϯͿ  foƌ Ƌ‘g <ϭ.ϯ. The distaŶĐe distƌiďutioŶ 

fuŶĐtioŶ P;ƌͿ aŶd the ŵaǆiŵuŵ paƌtiĐle diaŵeteƌ Dŵaǆ ;SuppleŵeŶtaƌǇ Taďle ϰͿ ǁeƌe ĐalĐulated ďǇ Fouƌieƌ iŶǀeƌsioŶ of 

the sĐatteƌiŶg iŶteŶsitǇ I;ƋͿ usiŶg GNOMϲϮ. 
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Aď initio shape deteƌŵiŶatioŶ. Aď iŶitio pƌoteiŶ shapes ǁeƌe ĐalĐulated fƌoŵ the eǆpeƌiŵeŶtal SAXS data usiŶg the ďead‐

ŵodeliŶg pƌogƌaŵ DAMMINϯϬ. At least tǁeŶtǇ iŶdepeŶdeŶt fits ǁeƌe Đaƌƌied out ǁithout iŵpositioŶ of sǇŵŵetƌǇ foƌ the 

ŵoŶoŵeƌiĐ ViƌFG NDD, foƌ the ViƌA CDD/ViƌFG NDD aŶd ViƌA ACPϱď‐CDD/ViƌFG NDD ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆes, aŶd the ViƌA 
CDD−ViƌFG NDD aŶd ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD ĐoǀaleŶt fusioŶs, aŶd ǁith a Ϯ‐fold sǇŵŵetƌǇ ƌestƌaiŶt foƌ the ViƌA ACPϱď‐
CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ fusioŶ pƌoteiŶ ;iŶ the aďseŶĐe of suĐh aŶ iŵposed sǇŵŵetƌǇ, the fit ďetǁeeŶ the eǆpeƌiŵeŶtal aŶd 

ŵodel  SAXS  Đuƌǀes ǁas pooƌeƌ  ;gƌeateƌ ϮͿͿ.  The  ƌesults  of  seǀeƌal DAMMIN ŵodels ǁeƌe  theŶ  Đoŵpaƌed usiŶg  the 

pƌogƌaŵ SUPCOMBϰϳ iŶ oƌdeƌ to deteƌŵiŶe a ĐoŶseŶsus ŵodel. The ƋualitǇ of the ϯD ŵodeliŶg ǁas deteƌŵiŶed usiŶg the 

disĐƌepaŶĐǇ Ϯ, defiŶed aĐĐoƌdiŶg to KoŶaƌeǀ et al.ϲϭ Loǁ ƌesolutioŶ ŵodels ǁeƌe theŶ aǀeƌaged usiŶg the DAMAVE‘ aŶd 

DAMFILT paĐkagesϲϭ,ϲϯ. High‐ƌesolutioŶ stƌuĐtuƌes oƌ ŵodels ǁeƌe theŶ supeƌiŵposed iŶto the aď iŶitio pƌoteiŶ shapes 

usiŶg SUPCOMBϰϳ. Figuƌes displaǇiŶg the pƌoteiŶ stƌuĐtuƌes ǁeƌe geŶeƌated usiŶg PYMOL ;SĐhƌödiŶgeƌ, LLCͿ aŶd the loǁ‐

ƌesolutioŶ ďead ŵodels fƌoŵ DAMMIN ǁeƌe ĐoŶǀeƌted iŶto ŵesh. 

 

MoleĐulaƌ  ŵodeliŶg.  A  thƌee‐diŵeŶsioŶal  stƌuĐtuƌal  ŵodel  of  the  KSϲ‐liŶkeƌ  ƌegioŶ  ǁas  geŶeƌated  ďǇ  paiƌ‐ǁise 

ĐoŵpaƌisoŶ of pƌofile hiddeŶ Maƌkoǀ ŵodels usiŶg the HHpƌed seƌǀeƌ ;http://toolkit.tueďiŶgeŶ.ŵpg.de/hhpƌedͿϲϰ. Via 

this pƌogƌaŵ,  loĐal  seƋueŶĐe aligŶŵeŶt usiŶg PSI‐BLAST ǁas peƌfoƌŵed aŶd a ŵultiple  seƋueŶĐe aligŶŵeŶt  iŶĐludiŶg 

iŶfoƌŵatioŶ aďout pƌediĐted seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌes ǁas pƌoduĐed. The Đlosest hoŵologue to the ViƌA KSϲ‐liŶkeƌ ǁithiŶ the 

PƌoteiŶ Data BaŶk is the PksJ KS ;PDB: ϮNAϭͿϲϱ. This stƌuĐtuƌe ǁas theŶ used to ĐoŶstƌuĐt a ŵodel of the KSϲ‐liŶkeƌ usiŶg 

the  assoĐiated MODELLE‘  softǁaƌeϲϲ.  The KSϲ  hoŵodiŵeƌ ǁas  ƌeĐoŶstituted ďǇ  supeƌiŵposiŶg  tǁo ŵodels oŶto  the 

diŵeƌiĐ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌes of PksJ KS. 

 

DeŵoŶstƌatioŶ ďy SAXS that the ĐoǀaleŶt fusioŶ of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD does Ŷot alteƌ theiƌ iŶteƌaĐtioŶ. IŶ oƌdeƌ to 

pƌoǀide eǆpeƌiŵeŶtal  eǀideŶĐe  that  ĐoǀaleŶtlǇ  fusiŶg ViƌA  CDD aŶd ViƌFG NDD did Ŷot affeĐt  the ŵode of  iŶteƌaĐtioŶ 

ďetǁeeŶ the tǁo doŵaiŶs, ǁe ĐolleĐted SAXS data oŶ ďoth ViƌA CDD−ViƌFG NDD fusioŶ aŶd the ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ ViƌA 
CDD/ViƌFG NDD. The theoƌetiĐal sĐatteƌiŶg Đuƌǀe ĐalĐulated fƌoŵ the NM‘ stƌuĐtuƌe of the fusioŶ ViƌA CDD−ViƌFG NDD ǁas 

theŶ Đoŵpaƌed ǁith ďoth the SAXS data oďtaiŶed oŶ the ViƌA CDD−ViƌFG NDD fusioŶ aŶd oŶ the ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt Đoŵpleǆ 

ViƌA CDD/ViƌFG NDD usiŶg the pƌogƌaŵ C‘YSOLϰϭ, ǇieldiŶg good fits to the eǆpeƌiŵeŶtal data foƌ sĐatteƌiŶg aŶgles ďetǁeeŶ 

Ϭ.ϬϬϬϱ aŶd Ϭ.ϰ Å‐ϭ, ǁith Đoŵpaƌaďle Ϯ of Ϯ.ϲϭ aŶd Ϯ.ϵϯ, ƌespeĐtiǀelǇ. 

 

DeŵoŶstƌatioŶ ďy SAXS that ViƌFG NDD uŶdeƌgoes a ĐoŶfoƌŵatioŶal ĐhaŶge. Aď iŶitio ŵoleĐulaƌ foƌŵs foƌ ViƌFG NDD 

ǁeƌe ĐalĐulated usiŶg DAMMINϯϬ. ϭϱ of the ƌesultiŶg loǁ‐ƌesolutioŶ ŵodels ;Ϯ of Ϯ.ϯϮ ǀs. the SAXS dataͿ ǁeƌe Đoŵpaƌed 

usiŶg SUPCOMBϰϳ, ƌeǀealiŶg aŶ eǆteŶded shape that is Ŷot ĐoŶsisteŶt ǁith the ĐoŶfoƌŵatioŶ of ViƌFG NDD adopted iŶ the 

ViƌA CDD−ViƌFG NDD fusioŶ. IŶdeed, ĐalĐulatioŶ of a theoƌetiĐal sĐatteƌiŶg Đuƌǀe foƌ ViƌFG NDD aloŶe usiŶg C‘YSOLϰϭ oŶ 

the ďasis of its stƌuĐtuƌe ǁithiŶ the ViƌA CDD−ViƌFG NDD fusioŶ giǀes a pooƌ fit to its eǆpeƌiŵeŶtal data foƌ sĐatteƌiŶg aŶgles 

ďetǁeeŶ Ϭ.ϬϬϬϱ aŶd Ϭ.ϯ Å‐ϭ ;Ϯ = ϯϭ.ϱϱͿ. Fuƌtheƌŵoƌe, the KƌatkǇ plotϯϭ Đoŵputed fƌoŵ the eǆpeƌiŵeŶtal SAXS Đuƌǀe is 
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ĐoŶsisteŶt ǁith a fleǆiďle paƌtiĐle ;SuppleŵeŶtaƌy Fig. ϴĐͿ. TakeŶ togetheƌ, these ĐalĐulatioŶs ĐleaƌlǇ shoǁ that fƌee ViƌFG 
NDD aŶd ViƌFG NDD iŶ Đoŵpleǆ ǁith paƌtŶeƌ do Ŷot adopt the saŵe stƌuĐtuƌe, ĐoŶsisteŶt ǁith aŶ iŶduĐed ĐoŶfoƌŵatioŶal 

ĐhaŶge. 
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MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRP 
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CurL         1 -----------------------------------------------------------------LP------------- 

CurI         1 --------------------------------------------------------------------MGWKSVADS--- 

CurJ         1 ---------------------------------------------------------------------ILSSNSTA--- 

CurG         1 -----------------------------------------------------------------VKVGLFRTEIDQ--- 

CurH         1 -----------------------------------------------------------------IP-IEFSSNLDE--- 

CurK         1 -----------------------------------------------------------------MP-IDFSSHLDQ--- 

RhiC         1 ------------------HRAELATW-------------LNGVHQ-------------AGSAARGAPK-PY-RQF----- 

MmpA         1 -------------------------------------------------------------------------------- 

CurA         1 ----------------------IAAT-------------GGSKLF-------------QGNGNGGHPQ-ES--------- 

JamE         1 ----------------------ITAT-------------GSSKLP-------------QGNGNGGYSQ-ES---S----- 

StiB         1 -------------------------------------------------------------LSREIPT-ATSEASPPTRT 

TaiE         1 --------LGARLPAAQAARA---------------------------G-AF-AGVEPGEPDARALPA-AA-RAAAP--- 

Ta1          1 -----------------------------------------------------------------IQK-TV-SAGA---- 

AjuA         1 -------------------------------------------APTANGATV-RGPERT-------------TTSTE--- 

ElaK         1 --------------------------------------------------------------------------MTN--- 

AjuE         1 ----------------------IATV---------SAGHDDAREPQE--------------------------------- 

VirA         1 -----------------------------------------------------AAPVPA----------AAAEPAAL--- 

SnaE2        1 -------------------------------------------------------------------------TAPQ--- 

TaiL         1 LALARRRAGGAPLPDAEAASATTATTASASGTAHAPNAAGDAHAPNAAGARA-ATPAPAENAAGAVHA-ARAANPAN--- 

VirFG        1 -------------------------------------------------------------------------------- 

StiA         1 ------------------------------------------------GIQLNGVEE---------PP-QAVE-SPSV-S 

StiE         1 ------------------------------------------------GLVLSVAEA---------PS-QAAEQSGSRAA 

StiG         1 -----------------------------------------------------------------------AIHSAAPEN 

AjuB         1 -----------------------------------------------------AEPV---------PA-TSSPTL--IAV 

AjuG         1 ------------------------------------------------------APT---------PE-TAAPPSPDASS 

consensus    1                                                                  ..       .      

ϭϮ
                                           -------   ------------------- 

CurL         3 ----EG---QEEEEVDLDDSQ-----NTQNLDSAQIETQGKVDHAIAAE-LQEIKNLLKEGN----------- 

CurI        10 ---ESN---LPE--------RKEVDVDEQILPVIEDISEEEFEALAAQQ-LEKIKSML--------------- 

CurJ         9 ---ASE---AETLDDMVDEGSLESELSESLAAEINQLSEDEMDLAVSQA-VSQLDQLL--------------- 

CurG        13 ---D------QQEDDSL---------EAKLLDEIKQSSNQELESSIDQI-LESIIN----------------- 

CurH        12 ---IEN---LEQEEID----------NTFR---FQEMSEDEMANILARK-LESLEGKKS-------------- 

CurK        12 ---TEK---ALDEEDVVAD-------GSSQLSDITELSEIELEASVLQE-IEALEKLI--------------- 

RhiC        30 -EPPHPLDHQLEKQFLSG--------ELSIDSLLNLVSIGTVER----------------------------- 

MmpA         1 ------VQVVHSS-------------DDLLDTILNQVQSGALAADSACAVVEDV----LAQR----------- 

CurA        23 --LPNNGSPVNSSEEMDP--------KLRLRAILNKVAKKELTIQEANKLVQQI----KKQVTV--------- 

JamE        24 --SPNHASQGDSSEEMSQ--------KVRLRAILNKVANNELTVQEANQLVQQL----KQQVTV--------- 

StiB        19 KDSAPTIEPQV---DALS--------GTA----LAELFDEQLSAIDAL--IDN----T--------------- 

TaiE        39 ---PA----HT---DAAA--------HTDTDALLRAIERGELDAGDADAIWRR----MQSRAARPEPLAQP-- 

Ta1         10 ---P----------AQGE--------PPSLDELLRQVEAGELDPSVAQQFLTN----SQS------------- 

AjuA        21 ------VR-------SML--------GEPLD-----LPAEELSDSEAEALLVE----ELERLNY--------- 

ElaK         4 ---ISTYEPVQ---SLQQ--------EFSLDDVVRQVEKGEMDAEAANLLLAV----LSKQ------------ 

AjuE        17 ---------------SRD--------RAALDAALHEV--EQLSEEDALAALMK----GT-------------- 

VirA        15 ---PLPVT-GA---GEPS--------QADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTP----RR-------------- 

SnaE2        5 ---PAGAV-PA---GSVS--------AADLDALLAAVRDNRLTVEQALALLPQ----HT-------------- 

TaiL        76 ---PATLA-NP---APGG--------GVPLDDVLARVHRGELSVEAAEALLAG----ALG------------- 

VirFG        1 ---------------------------MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAG----RT-------------- 

StiA        21 EEDGAAMLKML---EQFQ--------ELSNEDLLGMLSD-DKED------------EVSS------------- 

StiE        23 GDLEALAEGLL---DELE--------GLSDDESG----------------------RLASGTAQRSPREDINE 

StiG        10 TPVGNPSRGIP---DELE--------GLPEEELIALFRD-EMAALERET-SGEKS------------------ 

AjuB        16 TPSPVTALPAL---PSLE--------NLSEAELSDLLAA-ELSASAALM-GPGMD------------------ 

AjuG        17 APSPTGSETAP---DPLD--------ALTEDELVALLAA-ELWPARAGL-SDARSGTLSEGPQRPEPHTA--- 
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               ------------------------   -------------------------- 
CurL         1 -----------MNLKQEQEKE--QSLSAL-QRALIALKDARSKLEKYETQSKE 

CurH         1 ---MLNKFTKKEQILSEKQQI--KQLSPL-QRAALALKKLETKLNNTLHE--- 

AjuF         1 ----MSRST---------ARE--GRISAV-KLALLAQQVRSKIEGAELLGSE- 

StiF         1 ----MSSFL---------ERV--AELSPE-KRAALAELLRLAPE--------- 

StiB         1 MSDMMKQLA---------RMI--RDLPPD-RRAFLADLLRPEPE--------- 

VirFG        1 -----------MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRT-------------- 

CurJ         1 -----------MEPTTNKEQL-----SLSK-QMFLALKQAEAKLEMMELAKSE 

CurK         1 -----------MELSSQTTQL-----SNQQLLLLLKIQQATAKLHEIETAATE 

AjuB         1 --------MNSGEKREEATT---ASAPTVVKRALAAVQDLRARLAAAEQEKHA 

CurM         1 -------------MSNVSKT---TQQDVSSQEVLQVLQEMRSRLEAVNKAKTE 

StiH         1 -------------MSESAQP---IDYPARLRRALRVVRELQAELKSGRRARAE 

AjuH         1 -------------MSSPPLP---LDRHAVLKHALREIQQLRARVDTSERRERE 

CurI         1 -----------MKKSQSSRT---IDYKALMENAFLQIETLQSKLEAFENQEKE 

AjuC         1 -------------MSNSTET---PDPQARLREAILAIHKLRTRLDAVERQKT- 
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Figuƌe Sϭ │ Coŵpaƌatiǀe seƋueŶĐe aŶalysis of ViƌFG NDD aŶd Class Ϯ doĐkiŶg doŵaiŶs. ;aͿ SeƋueŶĐe of suďuŶit 
ViƌFG upstƌeaŵ of the ĐoŶseƌǀed KS doŵaiŶ. The fiƌst Ϯϴ ƌesidues ;iŶ ƌedͿ haǀe ďeeŶ desigŶated as ViƌFG NDD. ;ďͿ 
Multiple aligŶŵeŶt of the C‐teƌŵiŶal ƌegioŶs of PKS suďuŶits fƌoŵ tƌaŶs‐AT PKSs ;iŶ ƌedͿ, ǁith those of Đis‐AT PKSϭ 
;ďlaĐk, eǆĐept foƌ those of suďuŶit CuƌA aŶd the ĐloselǇ‐ƌelated JaŵE ;iŶ ďlueͿͿ ;aŶalǇsis as puďlished iŶ ƌef. ϮͿ. The 
seƋueŶĐes ;ǁith the eǆĐeptioŶ of ViƌFG NDDͿ fƌoŵ the tƌaŶs‐AT PKSs  lie doǁŶstƌeaŵ of the ĐoŶseƌǀed seƋueŶĐes 
of siŶgle ;TaϭͿ oƌ taŶdeŵ aĐǇl Đaƌƌieƌ pƌoteiŶ ;ACPͿ doŵaiŶs assoĐiated ǁith ‐ŵodifiĐatioŶ ƌeaĐtioŶs, ǁhiĐh aƌe 
loĐated at the eŶds of suďuŶits. The tƌaŶs‐AT PKS ƌegioŶs ǁeƌe ideŶtified ŵaŶuallǇ, as BLAST aŶalǇsis usiŶg the 
ViƌA ƌegioŶ did Ŷot Ǉield aŶǇ hoŵologous seƋueŶĐes. The positioŶs of the tǁo ‐heliĐes iŶ the solǀed stƌuĐtuƌe of 
the CuƌG aŶd CuƌK C‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs aƌe iŶdiĐated, as aƌe the hǇdƌophoďiĐ ;HͿ aŶd Đhaƌged ;CͿ ƌesidues 
ǁhiĐh ĐoŶtƌiďute to the doĐkiŶg iŶteƌfaĐeϭ. ;ĐͿ Multiple aligŶŵeŶt of the N‐teƌŵiŶal ƌegioŶs fƌoŵ the paƌtŶeƌ Đis‐
AT PKS suďuŶits to those shoǁŶ iŶ ď, aloŶgside that of ViƌFG ;iŶ ƌedͿ. The positioŶs of the tǁo ‐heliĐes iŶ the 
solǀed stƌuĐtuƌe of the CuƌH aŶd CuƌL N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs aƌe iŶdiĐated, as aƌe the hǇdƌophoďiĐ ;HͿ aŶd 
Đhaƌged ;CͿ ƌesidues ǁhiĐh ĐoŶtƌiďute to the doĐkiŶg iŶteƌfaĐeϭ. KeǇ: Cuƌ, ĐuƌaĐiŶ ;Đis‐AT PKSͿϯ; ‘hi, ƌhizoǆiŶ ;tƌaŶs‐
ATͿϰ; Mŵp, ŵupiƌoĐiŶ ;tƌaŶs‐ATͿϱ; Jaŵ, jaŵaiĐaŵide ;Đis‐ATͿϲ; Sti, stigŵatelliŶ ;Đis‐ATͿϳ ; Tai, thailaŶdaŵide ;tƌaŶs‐
ATͿϴ;  Ta,  ŵǇǆoǀiƌesĐiŶ  ;aŶtiďiotiĐ  Ta;  tƌaŶs‐ATͿϵ  ;  Aju,  ajudazol  ;Đis‐ATͿϭϬ  ;  Ela,  elaŶsolid  ;tƌaŶs‐ATͿϭϭ  ;  Viƌ, 
ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ ;tƌaŶs‐ATͿϭϮ; SŶa, pƌistiŶaŵǇĐiŶ ;tƌaŶs‐ATͿϭϯ.  
 
 
   

 
 

Taďle Sϭ │ AŶalysis of iŶteƌsuďuŶit iŶteƌfaĐes iŶ trans‐AT PKSs. 
C‐teƌŵiŶal 
doŵaiŶ 

N‐teƌŵiŶal 
doŵaiŶ 

Split 
ŵodule?  SǇsteŵs ǁheƌe pƌeseŶt ;Ŷuŵďeƌ of iŶteƌfaĐes if >ϭͿ 

ACP KS Chi ;ϮͿ, Coƌ, Ela, F‘ϵ, Kiƌ, Mŵp, OoĐ, Ozŵ ;ϯͿ, ‘hi ;ϮͿ, SŶa, Tai ;ϮͿ, 
Tdp, Tŵp ;ϮͿ, Viƌ, ϱϵϮ ;ϱͿ 

ACP  KS°    Cal ;ϯͿ, Mŵp, Nsp, OŶŶ, Ped, PsǇ 
ACP DH  Coƌ
ACP DH°  BƌǇ
ACP  E‘   BƌǇ ;ϮͿ, EtŶ, Ta 
ACP  C    Bae, Bat, Chi, Kiƌ ;ϮͿ, Ozŵ, SŶa ;ϮͿ, Tai, Tdp, Viƌa 
ACP HC Dis, ‘iz, Viƌ 
KS  DH   Chi, Dif ;ϮͿ, Ela, EtŶ ;ϮͿ, F‘ϵ;ϮͿ, Kiƌ ;ϮͿ, LŶŵ, MlŶ ;ϮͿ, Soƌ ;ϯͿ, Tst 
KS°  DH   Bae ;ϮͿ, Bat, BoŶ, Cal, Dif, ‘hi, Tai 
KS DH°  Coƌ, Dif 
KS C‐MT  Ta, Tai 
KS  K‘   Ela, LaĐ, LkĐ ;ϮͿ, Mgs, MlŶ, ‘iz 
KS  K‘°   ϱϵϮ 
KS KS  OoĐ
KS ECH  Cal
FH  ACP   OoĐ 
K‘  C‐MT   Bae, BoŶ, Cal, Dif ;ϮͿ, Ela, EtŶ, OoĐ, ‘hi, Soƌ ;ϯͿ 
K‘ ACP  BoŶ, EtŶ 
DH  KS   LkĐ 
DH  ACP   LaĐ, Mgs, Ped 
DH K‘  Dis, LkĐ ;ϮͿ, MlŶ ;ϮͿ, Tst 
DH° K‘  MlŶ
PS  K‘   Soƌ 
C  A   Alď 
HC A  Cal, ‘hi 
C GNAT  BƌǇ
C  C   F‘ϵ, Tst 
C N‐MT  Ttt

PCP KS Ozŵ, Nsp, SŶa, Tdp;ϮͿ 
O‐MT  ACP   Ozŵ 
C‐MT  ACP   F‘ϵ, ‘iz 
Oǆ K‘  F‘ϵ, Tst 
E C  Tdp

aThe full Viƌ‐eŶĐodiŶg ƌegioŶ has Ŷot ďeeŶ puďlishedϭϮ. But ďased oŶ ĐoŵpaƌisoŶ ǁith the highlǇ‐hoŵologous sŶa Đlusteƌ 
fƌoŵ S. pƌistiŶaespiƌalis ǁhiĐh giǀes ƌise to the saŵe ŵoleĐuleϭϯ, ǁe pƌesuŵe that the Viƌ PKS also iŶĐoƌpoƌates suĐh aŶ 
iŶteƌfaĐe.

 
The  fiƌst  tǁo  ĐoluŵŶs  iŶdiĐate  the  fuŶĐtioŶal  doŵaiŶs  pƌeseŶt  at  the  C‐  aŶd  N‐teƌŵiŶi,  ƌespeĐtiǀelǇ,  of  the  iŶteƌaĐtiŶg 
suďuŶits, ǁhile the thiƌd ƌepoƌts ǁhetheƌ the iŶteƌfaĐe ĐoŶstitutes a split ŵodule.  
Key  to  doŵaiŶ  Ŷaŵes: KS,  ketosǇŶthase; DH, dehǇdƌatase; C‐MT, C‐ŵethǇltƌaŶsfeƌase;  K‘,  ketoƌeduĐtase;  FH,  FkďH‐like 
doŵaiŶ;  ACP,  aĐǇl  Đaƌƌieƌ  pƌoteiŶ;  C,  ĐoŶdeŶsatioŶ;  HC,  heteƌoĐǇĐlizatioŶ;  E‘,  eŶoǇl  ƌeduĐtase;  PS,  pǇƌaŶe  sǇŶthase;  A, 
adeŶǇlatioŶ; GNAT, GĐŶϱ‐ƌelated N‐aĐetǇltƌaŶsfeƌase; PCP, peptidǇl Đaƌƌieƌ pƌoteiŶ; O‐MT, O‐ŵethǇltƌaŶsfeƌase; Oǆ, oǆidase; 
E, epiŵeƌase; °, iŶaĐtiǀe. 
Key to trans‐AT PKS systeŵs: 
Chi, Đhiǀosazolϭϰ; Coƌ, ĐoƌallopǇƌoŶiŶϭϱ; Ela, elaŶsolidϭϭ; F‘ϵ, F‘ϵϬϭϰϲϰϭϲ; Kiƌ, kiƌƌoŵǇĐiŶϭϳ; Mŵp, ŵupiƌoĐiŶϱ; OoĐ, ooĐǇdiŶϭϴ; 
Ozŵ, oǆazoloŵǇĐiŶϭϵ; ‘hi, ƌhizoǆiŶϰ; SŶa, pƌistiŶaŵǇĐiŶϭϯ; Tai, thailaŶdaŵideϴ; Tdp, thailaŶdepsiŶϮϬ; Tŵp, thioŵaƌiŶolϮϭ; Viƌ, 
ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶϭϮ; ϱϵϮ, eŶaĐǇloǆiŶϮϮ; Cal, ĐalǇĐuliŶϮϯ; Nsp, ŶospeƌiŶϮϰ;  OŶŶ, oŶŶaŵideϮϱ; Ped, pedeƌiŶϮϲ; PsǇ, psǇŵďeƌiŶϮϳ; BƌǇ, 
ďƌǇostatiŶϮϴ;  EtŶ,  etŶaŶgieŶϮϵ;  Ta,  ŵǇǆoǀiƌesĐiŶ  ;aŶtiďiotiĐs  TAͿϵ;  Bae,  ďaĐillaeŶeϯϬ;  Bat,  kaliŵaŶtaĐiŶ/ďatuŵiŶϯϭ;  Dis, 
disoƌazolϯϮ,ϯϯ; ‘iz, ƌhizopodiŶϯϰ; Dif, diffiĐidiŶϯϱ; LŶŵ, leiŶaŵǇĐiŶϯϲ; MlŶ, ŵaĐƌolaĐtiŶϯϳ; Soƌ, soƌaŶgiĐiŶϯϴ; Tst, thailaŶstatiŶϯϵ; 
BoŶ, ďoŶgkƌekiĐ aĐidϰϬ; LaĐ, laĐtiŵidoŵǇĐiŶϰϭ; LkĐ, laŶkaĐidiŶϰϮ; Mgs, ŵigƌastatiŶϰϯ; Alď, alďiĐidiŶϰϰ; Ttt, thalassospiƌaŵideϰϱ. 
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a                                                                                      1                                                       
                                                                          --------------------                                            

VirA          18 res.  --------LPVT-GAGE---------------PSQADLDALLS--------AVRDNRLS----------- 

SnaE2         10 res.  -----------AVPAGS---------------VSAADLDALLA--------AVRDNRLT----------- 

TaiL          84 res.  --LAN----PAP-GGGV-------------------PLDDVLA--------RVHRGELS----------- 

5925          0  res.  --LAA----NAP-AGSAVAEAASVAPAVEATEPAAAPLDTELS--------EIEGLQ------------- 

KirAII        36 res.  -SAAAP-----EPPPAP--------------VAA-DAVGALLA--------GLRDGSVT----------- 

5922          32 res.  ADATHPDATDAP-PPAGPLAA-------TVSPTASDAAGDAVT--------DEIERE------------- 

ChiE          60 res.  ------------FDGAV-----------------PEDLAGEVA--------RMSD--------------- 

5921          0  res.  AGPAQA--ARAPASASAP-------------TPR-AAPADALD--------QLDE--------------- 

OzmH          21 res.  -----------TGDTAA-----------------PDELIAKLEA-------RFAAGELS----------- 

KirAV         32 res.  ---------------AA-----------------TDEVFRDRVV-------ERVRGLLTALSPATPEAPP 

DisB          16 res.  --------------GAA-----------------GADLSTSLKAL----SGAVLREQFLAFGHD------ 

5923          0  res.  -------------ARGA-----------------LAELFAPAIV-------AAPAQLANAAADA------ 

TaiD          39 res.  -------------SDAS----------------EASDASEASEASEA-SEASKAP--------------- 

RizC          0  res.  -RALVT---EAPPRGAT-----------------QSANGHALE--------GMSD--------------- 

OzmN          17 res.  --------------RAA--------------EPE-AGIEQLVD--------SLSD--------------- 

ChiC          18 res.  ----------APGPGAPE------------LAVGHDELWRLLGALGDAELDALGD--------------- 

OzmK          0  res.  ----------------------------------EAELVERIE--------ELPE--------------- 

                             2 
                         -------- 

VirA          28  -------IEQAVTLLTPRR------------------------------------------------ 

SnaE2         26  -------VEQALALLPQHT------------------------------------------------ 

TaiL          26  -------VEAAEALLAGALG----------------------------------------------- 

5925          43  -------DDDLAALLGKEFIRE--------------------------------------------- 

KirAII        31  -------VDDALAELRQGNVR---------------------------------------------- 

5922          42  -------LQTMQALLEDR------------------------------------------------- 

ChiE          19  --------AEVERLLGWLQGGGAGGAGGAGGAGATNGSSAVRASLDDGQEREAERRRLDRGPSGEWR 

5921          32  --------GELADVLDKLL------------------------------------------------ 

OzmH          25  -------AAEVLDLLDAELAT------------------------------------RERR------ 

KirAV         32  DLFAAATDDEVFALIDAELGS------------------------------------PVRGQEDR-- 

DisB          30  --LAGVPGEELTRLYA-ILQEE--------------------------------------------- 

5923          28  -SLGDHSAAELARILAHELGG------------------------------------LESRGAL--- 

TaiD          26  --------ADLAALLERFRAG-----------------------------------QMDLDDIVDLV 

RizC          27  --------GNLEELFARLSGV------------------------------------SSQKGEA--- 

OzmN          19  --------TEVDSLLRQLGSV------------------------------------LQKQEEQR-- 

ChiC          34  --------AELDALFNALRSR------------------------------------PELEGMV--- 

OzmK          14  --------DTVATLLA--------------------------------------------------- 

 
ď                                    1                            2 
                                 ----------                    ----------- 

VirFG_KS     1  -----------------MDAKEILTRFKDG------------------GLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPA--- 

SnaE3_KS     1  MAEGPSRPLPAEPDAVDRDRAAALLRAVAGQRGPAAGAATASARPAPGGVDRAEAAALLRAAAGERRPGGDGP---- 

OzmL_C       1  -----------------MSREDLATSRKAR--------------------LSPQKRALLEKLSGAARTSGTTRIPR- 

RizD_HC      1  --------MPFKNDSAL-NEFRLLSREEKL----------------------QRIAALIEEKKSSAKSAASSEAFA- 

OzmH_KS      1  ----------MRRR-SMDDKRALLLK-------------------------------LLASVRQQAAPATAPRRTA- 

TaiM_KS      1  --------------MERQNLRNVLERLKAA------------------AIGPDEAKRMLSAARAGDAADKPQPG--- 

OzmJ_KS      1  --------------MSTAEFRDILDRYARG------------------AVGAEQARDLLAARRPAQAPGRPTA---- 

TaiE_C*      59 WIISTTSSTWFDG--DHVNKKDILLAYREG------------------LLDTGSAQRVLDALRERSASAP------- 

5924_KS      1  ------MNKPTSSDGWKDDYLSRLSRLSKN--------------------QLMALALKLKQQQLEQGPAA------- 

KirAIII_C    1  ---------------MSRALRDVLAAVAAG------------------ELPDEIAESLLRGLSDPV----PEPGPYP 

ChiD_HC      1  ---------MQRPD-RGRRLYRMEKAVTDAM---------------FDERSREEKLSVFRALRDRLRRTPPQHGG-- 

5921_KS      1  ---------------MDSKDRELLARQRDA---------------------IRQGIQKIQALSARLD---------- 

KirAVI_KS    1  -------------MSSEDKLRDYLRRVTAE---------------------LQVTRRRLREVESRSG---------- 

5920_KS      1  ----------------MNDYKALLKSSIRK---------------------IQEQDRRIRELESGVD---------- 

DisC_HC      1  -------------MESAMTIQEFANLSAEE---------------------KVQVLLRLRDRRASWQAAPEGP---- 

ChiF_KS      1  -------------MAMTLRSQDLMMDAK------------------------RESLVRLLHQKKANR---------- 

5922_KS      1  ---------------MTDMDKDLLLQSIQT---------------------IRELKTRLAQAEQGHHEA-------- 

 

 

Figuƌe SϮ │ IdeŶtifiĐatioŶ of putatiǀe faŵilies of doĐkiŶg doŵaiŶs iŶ trans‐AT PKSs. ;aͿ SeĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe‐ďased 
aligŶŵeŶt ďǇ PsiPƌedϰϲ of ViƌA CDD aloŶgside putatiǀe C‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶs fƌoŵ tƌaŶs‐AT PKSs opeƌatiŶg 
at juŶĐtioŶs ďetǁeeŶ ACP ǀaƌious paƌtŶeƌ doŵaiŶs. PƌediĐted ‐heliĐes aƌe iŶdiĐated iŶ ƌed, aŶd the eǆteŶts of 
heliĐes ϭ aŶd Ϯ iŶ ViƌA CDD as deteƌŵiŶed ďǇ NM‘ aƌe shoǁŶ aďoǀe the aligŶŵeŶts. Foƌ ĐlaƌitǇ, a Ŷuŵďeƌ of 
aŵiŶo aĐids ďetǁeeŶ the upstƌeaŵ ĐoŶseƌǀed ACP doŵaiŶ aŶd the displaǇed seƋueŶĐe haǀe ďeeŶ oŵitted, as 
iŶdiĐated ;e.g. ϭϴ ƌes. foƌ ViƌA CDDͿ. ;ďͿ SeĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe‐ďased aligŶŵeŶt of ViƌFG NDD aloŶgside the putatiǀe 
paƌtŶeƌ doĐkiŶg doŵaiŶs of  those  shoǁŶ  iŶ a.  IŶ  all  Đases,  the doǁŶstƌeaŵ ĐatalǇtiĐ  doŵaiŶ  is  iŶdiĐated: KS, 
ketosǇŶthase; C, ĐoŶdeŶsatioŶ; HC, heteƌoĐǇĐlizatioŶͿ. KeǇ to sǇsteŵs: Viƌ, ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ; SŶa, pƌistiŶaŵǇĐiŶ; Tai, 
thailaŶdaŵide; ϱϵϮ, eŶaĐǇloǆiŶ; Kiƌ, kiƌƌoŵǇĐiŶ; Chi, Đhiǀosazol; Ozŵ, oǆazoloŵǇĐiŶ; Dis, disoƌazol; ‘iz, ƌhizopodiŶ. 
KeǇ to Đoloƌ ĐodiŶg: gƌeeŶ = ƌesidue at hǇdƌophoďiĐ iŶteƌfaĐe iŶ ViƌA CDD−ViƌFG NDD Đoŵpleǆ stƌuĐtuƌe; ďlue = 
iŶtƌadoŵaiŶ hǇdƌophoďiĐ  iŶteƌaĐtioŶ ƌesidue; piŶk =  ƌesidue paƌtiĐipatiŶg  iŶ aŶ eleĐtƌostatiĐ  iŶteƌaĐtioŶ at  the 
doĐkiŶg iŶteƌfaĐe. *This N‐teƌŵiŶal ƌegioŶ iŶĐoƌpoƌates aŶ additioŶal ϲϬ ƌesidues ;Ŷot shoǁŶͿ. 
 

 
 

Taďle SϮ │ PutaƟǀe doĐkiŶg doŵaiŶ faŵilies iŶ trans‐AT PKS. 

I 

C‐teƌŵiŶal 
doŵaiŶ 

N‐teƌŵiŶal 
doŵaiŶ  SǇsteŵs/iŶteƌfaĐes ǁheƌe pƌeseŶta 

ACP  KS 
ChiE/ChiF; KiƌAV/KiƌAVI; OzŵH/J aŶd OzŵN/H; SŶaEϮ/SŶaEϯ; TaiL
;also ACP−ACPͿ/TaiM; ViƌA/ViƌFG; ϱϵϮϭ/ϱϵϮϬ, ϱϵϮϮ/ϱϵϮϭ, 
ϱϵϮϯ/ϱϵϮϮ aŶd ϱϵϮϱ/ϱϵϮϰ 

ACP  C/HC  ChiC/ChjD; DisB/DisC; ‘izC/‘izD; KiƌAII/KiƌAIII; OzŵK/OzŵL; 
TaiD/TaiE 

II 
ACP  KS  ElaK/ElaO; ‘hiC/‘hiD; TdpB/TdpCϭ 
ACP  E‘  BƌǇA/BƌǇB aŶd BƌǇB/BƌǇC; EtŶH/EtŶI 
ACP  C  BaeM/BaeN; Batϭ/BatϮ 

III 
ACP KS ChiB/ChiC; ϱϵϮϬ/ϱϵϭϵ; TaiE/TaiK 
ACP  C  TdpCϭ/TdpDEϭ 

aThe host oƌgaŶisŵs of the seǀeŶ faŵilǇ I sǇsteŵs iŶĐlude tǁo StƌeptoŵǇĐes stƌaiŶs ;StƌeptoŵǇĐes ĐolliŶus Tü ϯϲϱ ;kiƌƌoŵǇĐiŶͿ 
aŶd StƌeptoŵǇĐes alďus JAϰϯϰϱϯ ;oǆazoloŵǇĐiŶͿͿ, thƌee ŵǇǆoďaĐteƌial stƌaiŶs ;SoƌaŶgiuŵ Đellulosuŵ SoĐe ϱϲ ;ĐhiǀosazolͿ, 
SoƌaŶgiuŵ  Đellulosuŵ  SoĐe  ϭϮ  ;disoƌazolͿ  aŶd  Stigŵatella  auƌaŶtiaĐa  Sg  aϭϱ  ;ƌhizopodiŶͿͿ  aŶd  tǁo Buƌkholdeƌia  stƌaiŶs 
;Buƌkholdeƌia thailaŶdeŶsis ;thailaŶdaŵideͿ, aŶd Buƌkholdeƌia aŵďifaƌia AMMD ;eŶaĐǇloǆiŶͿͿ. Thus, these doĐkiŶg doŵaiŶs 
shoǁ a liŵited phǇlogeŶetiĐ distƌiďutioŶ, ďut ŶoŶetheless oĐĐuƌ ǁithiŶ ŵultiple phǇla ;aĐtiŶo‐ aŶd pƌoteoďaĐteƌiaͿ.  

IŶteƌfaĐes deƌiǀed fƌoŵ the saŵe sǇsteŵ aƌe iŶdiĐated ďǇ ŵatĐhiŶg Đoloƌs ;i.e. ƌed foƌ eŶaĐǇloǆiŶͿ. 

 
 

 
Figuƌe Sϯ │ SDS‐PAGE aŶalysis of pƌoteiŶ pƌepaƌatioŶs used iŶ this study. ViƌA CDD ;ĐalĐ͛d: ϰ.ϯ kDaͿ; ViƌFG NDD 
;ĐalĐ͛d: ϰ.ϭ kDaͿ; ViƌFG NDD‐liŶkeƌ ;ĐalĐ͛d: ϳ.Ϯ kDaͿ; ViƌA ACPϱď‐CDD ;ĐalĐ͛d: ϭϰ.ϯ kDaͿ; ViƌA CDD−ViƌFG NDD ;ĐoǀaleŶt 
fusioŶͿ ;ĐalĐ͛d: ϴ.ϰ kDaͿ; ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ ;ĐalĐ͛d: ϭϴ.ϰ kDaͿ; ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD‐
KSϲ ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ ;ĐalĐ͛d: ϴϱ.ϰ kDaͿ. The ŵoleĐulaƌ ǁeights of the ŵaƌkeƌs aƌe iŶdiĐated. 
   

 
 

Taďle Sϯ │ SeƋueŶĐes of ĐoŶstƌuĐts iŶǀestigated iŶ this study. 
Naŵe of ĐoŶstƌuĐt SeƋueŶĐea
ViƌA CDD GPGSYTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRR 

ViƌFG NDD GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPY 

ViƌFG NDD‐liŶkeƌ  GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAA 

GTTVAAEGTAGRP 

ViƌA ACPϱď‐CDD  GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL 

DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPAAAAEPAALPLPV 

ViƌFG NDD‐KSϲ  GPGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAA 

GTTVAAEGTAGRPEPVAVIGYSARFPGAADADTFWQRILDGDDLVTEVPPERWRTEEFYDP 

DPAAEGRSVSRWGAYVADADRFDADFFRMTPREAELTDPQARLFLQEAWRALEHAGRDARS 

LAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMQGNSNSILAARIAYHLDLKGPAVTVDT 

ACSSSLTALHLACQSLWLGETDLTVVGGVTLYLTELPHVFMSAAGMLSPNGRCRPFDAAAD 

GIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNQDRGPQRGITAPSARSQTALVRDTL 

QRFPAVDPAGIDYVECHGTGTPLGDPIEVTALNEAFAGAGLAPASVPIGSVKGNIGHTSAA 

AGLAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQIPFDQGPFTVAGERRELGRPDGGRPRRATVS 

SFGFSGTNAYVVVEQAPEQAARPAGDDGAPPVLVPLSGPARADAPAAHAADLARWLRGPGS 

DASPADVAHTLAVARTHHTYRSALLVSGRDELLESLDLLAAGSADPRRTDTAPDAAAPDAA 

VRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLYTQGHTVDWAAVSPPARHRRLSLPAYPFAP 

HRHYVER 

ViƌA CDD−ViƌFG NDD GPGSYTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRRGGGSGGGSMDAKEILTRFKD 

GGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRP 

ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG NDD GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL 

DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPAAAAEPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRD 

NRLSIEQAVTLLTPRRGGGSGGGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRP 

ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG  NDD‐
KSϲ 

GPGSAVAVDPAPVARALREELARTLYCEPGDIDDEASFNTLGLDSILGVEFVAFVNQTYGL 

DEKAGILYDHPSLAALSRHVAGRAAPVPAAAAEPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRD 

NRLSIEQAVTLLTPRRGGGSGGGSMDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSE 

PAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRPEPVAVIGYSARFPGAADADTFWQRILDG 

DDLVTEVPPERWRTEEFYDPDPAAEGRSVSRWGAYVADADRFDADFFRMTPREAELTDPQA 

RLFLQEAWRALEHAGRDARSLAGTRCGVYAGVMLNDYQDLVERESPYKRLPQVMQGNSNSI 

LAARIAYHLDLKGPAVTVDTACSSSLTALHLACQSLWLGETDLTVVGGVTLYLTELPHVFM 

SAAGMLSPNGRCRPFDAAADGIVPGEGCAVVVLKPLSKALADGDPVHAVIRASGLNQDRGP 

QRGITAPSARSQTALVRDTLQRFAVDPAGIDYVECHGTGTPLGDPIEVTALNEAFAGAGLA 

PASVPIGSVKGNIGHTSAAAGLAGLLKAAGVVRTGLVPPSLHYARANPQIPFDQGPFTVAG 

ERRELGRPDGGRPRRATVSSFGFSGTNAYVVVEQAPEQAARPAGDDGAPPVLVPLSGRRAD 

APAAHAADLARWLRGPGSDASPADVAHTLAVARTHHTYRSALLVSGRDELLESLDLLAAGS 

ADPRRTDTAPDAAAPDAAVRRAQAALLARLVERAGENPGPVELAALAKLYTQGHTVDWAAV 

SPPARHRRLSLPAYPFAPHRHYVER 
a‘ed = seƋueŶĐe iŶtƌoduĐed fƌoŵ the plasŵid; gƌeeŶ = added TǇƌ; ďlue = liŶkeƌ used to fuse the doĐkiŶg doŵaiŶs.  
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Figuƌe Sϰ │ AŶalysis ďy gel filtƌatioŶ of the iŶteƌaĐtioŶ ďetǁeeŶ ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. The iŶdiǀidual doĐkiŶg 
doŵaiŶs ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD ;ďoth at aŶ iŶitial ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϲϳϬ MͿ eǆhiďit elutioŶ ǀoluŵes of ϭϯ.ϳ ŵl aŶd 
ϭϰ.ϱ ŵl, ƌespeĐtiǀelǇ, leadiŶg to MW estiŵates of ϭϭ.ϴ aŶd ϳ.ϰ kDa. WheŶ ĐoŵďiŶed, a Ŷeǁ peak is oďseƌǀed at aŶ 
iŶteƌŵediate elutioŶ ǀoluŵe ;ϭϰ ŵlͿ, tƌaŶslatiŶg iŶto aŶ estiŵated ŵoleĐulaƌ ǁeight of ϵ.ϵ kDa. 
 
   

 
 

a 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;aͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ǁild tǇpe ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;OŶe of thƌee ŵeasuƌeŵeŶts is shoǁŶ, ďut the Kd ǀalue ƌepƌeseŶts the aǀeƌage 
of thƌee iŶdepeŶdeŶt eǆpeƌiŵeŶtsͿ. 
 
 
   

 
 

ď 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;ďͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ǁild tǇpe ViƌA ACPϱď‐CDD aŶd ViƌFG NDD.  
 
 
   

 
 

Đ 

 
 

Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;ĐͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ǁild tǇpe ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD‐liŶkeƌ.  
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d 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;dͿ DilutioŶ aŶalǇsis of ViƌA CDD. 
No fuƌtheƌ ĐhaŶge iŶ heat sigŶal is oďseƌǀed afteƌ ViƌA CDD ƌeaĐhes a ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϯϬ M, iŶdiĐatiŶg that it is 
ĐoŵpletelǇ hoŵodiŵeƌiĐ aďoǀe this ĐoŶĐeŶtƌatioŶ.  
   

 
 

e 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;eͿ DilutioŶ aŶalǇsis of ViƌFG NDD. 
No eǀideŶĐe foƌ hoŵodiŵeƌizatioŶ is oďseƌǀed aĐƌoss the full ƌaŶge of ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ;to ϳϴ MͿ.

 
 

 
 
f 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;fͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ViƌA CDD DϲϵϰϬA aŶd ǁild tǇpe ViƌFG NDD. 
 
   

 
 

g 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;gͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ViƌA CDD DϲϵϰϬ‘ aŶd ǁild tǇpe ViƌFG NDD.  
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h 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;hͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ViƌA CDD NϲϵϰϵK aŶd ǁild tǇpe ViƌFG NDD.  
 
   

 
 

i 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;iͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ViƌA CDD EϲϵϱϰA aŶd ǁild tǇpe ViƌFG NDD.  
 
   

 
 

j 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;jͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ViƌA CDD EϲϵϱϰK aŶd ǁild tǇpe ViƌFG NDD.  
 
   

 
 

k 

 
 
Figuƌe Sϱ │ DeteƌŵiŶatioŶ ďy isotheƌŵal titƌatioŶ Đaloƌiŵetƌy of doĐkiŶg affiŶity. ;kͿ AŶalǇsis of ďiŶdiŶg ďetǁeeŶ 
ViƌA  CDD  DϲϵϰϬA  +  EϲϵϱϰA  aŶd  ǁild  tǇpe  ViƌFG  NDD.  Foƌ  ď−k,  the  iŶdiĐated  eƌƌoƌ  is  that  oŶ  the  iŶdiǀidual 
ŵeasuƌeŵeŶt.  
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Figuƌe Sϲ │ NMR studies of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;aͿ UŶassigŶed [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of ϭϱN ViƌA CDD aloŶe. 
;ďͿ AssigŶed [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of ϭϱN ViƌA CDD iŶ Đoŵpleǆ ǁith ϭϰN ViƌFG NDD. ‘esidues aƌe laďeled aĐĐoƌdiŶg 
to the ĐoŶstƌuĐt Ŷuŵďeƌs ;Fig. ϯaͿ.  
 

 
 

 
 
 

 
 

 
Figuƌe Sϲ │ NMR studies of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;ĐͿ UŶassigŶed [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of ϭϱN ViƌFG NDD aloŶe. 
;d,e,fͿ DǇŶaŵiĐal studies of ViƌFG NDD. ;dͿ ‘efeƌeŶĐe ϭH‐ϭϱN heteƌoŶuĐleaƌ NOE speĐtƌuŵ aĐƋuiƌed at ϲϬϬ MHz. ;eͿ 
Satuƌated ϭH‐ϭϱN heteƌoŶuĐleaƌ NOE speĐtƌuŵ aĐƋuiƌed at ϲϬϬ MHz. ;fͿ ‘esultiŶg ϭH‐ϭϱN heteƌoŶuĐleaƌ NOE ǀalues 
plotted agaiŶ uŶassigŶed peaks.    

 
 

 
 
Figuƌe Sϲ │ NMR studies of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;gͿ UŶassigŶed [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of ViƌFG NDD iŶ Đoŵpleǆ 
ǁith ViƌA CDD. ;hͿ UŶassigŶed [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌuŵ of ViƌFG NDD iŶ Đoŵpleǆ ǁith ViƌA ACPϱď‐CDD.  
 
i 

 
Figuƌe Sϲ │ NMR studies of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;iͿ The fiŶal eŶseŵďle of ϮϬ ĐoŶfoƌŵeƌs that ƌepƌeseŶts the 
solutioŶ stƌuĐtuƌe of ViƌA CDD−ViƌFG NDD. ViƌA CDD is Đoloƌed ƌed aŶd ViƌFG NDD ďlue. The iŶtƌoduĐed liŶkeƌ, N et C‐
teƌŵiŶi aƌe iŶdiĐated. 
   

 
 

j 

 
Figuƌe  Sϲ  │  NMR  studies  of  ViƌA  CDD  aŶd  ViƌFG  NDD.  ;jͿ  Steƌeo‐ǀieǁ  of  a  ƌepƌeseŶtatiǀe  ViƌA  CDD−ViƌFG  NDD 
stƌuĐtuƌe depiĐted as ĐaƌtooŶ. ViƌA CDD is Đoloƌed ƌed aŶd ViƌFG NDD ďlue The iŶtƌoduĐed liŶkeƌ, N et C‐teƌŵiŶi aƌe 
iŶdiĐated. 
 
k 

 
 
Figuƌe Sϲ │ NMR studies of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;kͿ DǇŶaŵiĐal studǇ of ViƌA CDD−ViƌFG NDD ĐoŶstƌuĐt. ϭH‐ϭϱN 
heteƌoŶuĐleaƌ NOE ǀalues aƌe plotted agaiŶst the seƋueŶĐe. The ĐoŶstƌuĐt ƌegioŶs aƌe Đoloƌed as folloǁed : ƌed 
foƌ ViƌA CDD, gƌaǇ foƌ the liŶkeƌ aŶd ďlue foƌ ViƌFG NDD. The N aŶd C‐teƌŵiŶi aƌe highlǇ fleǆiďle as eǀideŶĐed ďǇ 
Ŷegatiǀe ϭH‐ϭϱN heteƌoŶuĐleaƌ NOE. The liŶkeƌ ƌegioŶ foƌ ǁhiĐh ϭH‐ϭϱN heteƌoŶuĐleaƌ NOEs aƌe loǁeƌ thaŶ Ϭ.ϱ is 
also ǀeƌǇ dǇŶaŵiĐ. * = Ŷot possiďle to attƌiďute the aŵide sigŶal.   
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l 

 
Figuƌe Sϲ │ NMR studies of ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD. ;lͿ SupeƌpositioŶ of the [ϭH,ϭϱN]‐HSQC speĐtƌa of ViƌA CDD iŶ 
Đoŵpleǆ ǁith ViƌFG NDD ;ƌedͿ, ViƌFG NDD iŶ Đoŵpleǆ ǁith ViƌA CDD ;ďlueͿ, aŶd assigŶed ViƌA CDD−ViƌFG NDD ;ďlaĐkͿ. 
   

 
 

a 

 
Figuƌe Sϳ │ AŶalysis ďy ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ of ǁild type aŶd ŵutaŶt doĐkiŶg doŵaiŶs. ;aͿ AŶalǇsis of ViƌA CDD at 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶs aďoǀe ;ϭϬϬ MͿ aŶd ďeloǁ ;ϭϬ MͿ the poiŶt at ǁhiĐh it hoŵodiŵeƌizes ĐoŵpletelǇ. The 
peƌĐeŶtage ‐heliǆ is iŶdiĐated iŶ eaĐh Đase. 
 
ď 

 
Figuƌe Sϳ │ AŶalysis ďy ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ of ǁild type aŶd ŵutaŶt doĐkiŶg doŵaiŶs. ;ďͿ AŶalǇsis of ǁild tǇpe 
ViƌFG NDD aŶd foƌ ĐoŵpaƌisoŶ, ViƌA CDD ;ďoth at ϭϬϬ MͿ. The peƌĐeŶtage ‐heliǆ is iŶdiĐated iŶ eaĐh Đase. 
   

 
 

Đ 

 

Figuƌe  Sϳ  │  AŶalysis  ďy  ĐiƌĐulaƌ  diĐhƌoisŵ  of  ǁild  type  aŶd  ŵutaŶt  doĐkiŶg  doŵaiŶs.  ;ĐͿ  EffeĐt  of  ǀaƌious 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of Ϯ,Ϯ,Ϯ‐tƌifluoƌoethaŶol ;TFEͿ oŶ the stƌuĐtuƌe of ViƌFG NDD. The peƌĐeŶtage TFE aŶd ‐heliǆ  is 
iŶdiĐated iŶ eaĐh Đase. 

d 

 
Figuƌe  Sϳ │ AŶalysis ďy  ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ of ǁild  type aŶd ŵutaŶt doĐkiŶg doŵaiŶs.  ;dͿ  SpeĐtƌa  shoǁiŶg Ŷet 
stƌuĐtuƌatioŶ  upoŶ  ĐoŵďiŶiŶg  ViƌA  CDD  aŶd  ViƌFG  NDD.  A  ĐoŵďiŶed  speĐtƌuŵ  ǁas  oďtaiŶed  ďǇ  aŶalǇziŶg 
siŵultaŶeouslǇ isolated ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD ;at ϭϬϬ MͿ. Foƌ ĐoŵpaƌisoŶ, the speĐtƌuŵ of a ŵiǆtuƌe of the tǁo 
doĐkiŶg doŵaiŶs, agaiŶ at aŶ oǀeƌall ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϭϬϬ M. The peƌĐeŶtage ‐heliǆ is iŶdiĐated iŶ eaĐh Đase.  
 

 
 

e 

 
Figuƌe Sϳ │ AŶalysis ďy ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ of ǁild type aŶd ŵutaŶt doĐkiŶg doŵaiŶs. ;eͿ AŶalǇsis of site‐diƌeĐted 
ŵutaŶts of ViƌFG NDD. The iŶtƌoduĐed ŵutatioŶs ƌesulted iŶ suďstaŶtial ĐhaŶges iŶ seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe, as iŶdiĐated 
ďǇ the ĐalĐulated peƌĐeŶtage ‐heliǆ.  
f 

 
 
Figuƌe Sϳ │ AŶalysis ďy ĐiƌĐulaƌ diĐhƌoisŵ of ǁild type aŶd ŵutaŶt doĐkiŶg doŵaiŶs. ;fͿ AŶalǇsis of site‐diƌeĐted 
ŵutaŶts of ViƌA CDD. BǇ aŶd laƌge, these ŵutatioŶs iŶtƌoduĐed ŵiŶiŵal stƌuĐtuƌal peƌtuƌďatioŶ iŶto the doĐkiŶg 
doŵaiŶ.  
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Taďle Sϰ │ Suŵŵaƌy of SAXS data.

CoŶstƌuĐt  ‘g ;GuiŶieƌͿ ;ÅͿ a  ‘g ;GNOMͿ ;ÅͿ a  Dŵaǆ ;GNOMͿ ;ÅͿď  Ϯ ;DAMMINͿ Đ  Ϯ ;C‘YSOLͿ Đ 

ViƌFG NDD  ϭϲ ± ϭ  ϭϲ.ϴϴ ± Ϭ.Ϭϭ  ϲϲ  Ϯ.ϯϮ  ϯϭ.ϱϱ 

ViƌA CDD/ViƌFG NDD 
Đoŵpleǆ  ϭϱ.ϯϱ ± Ϭ.Ϭϭ  ϭϱ.ϳϲ ± Ϭ.Ϭϭ  ϱϲ  ϱ.ϴϴ  Ϯ.ϵϯ 

ViƌA CDD−ViƌFG NDD 
fusioŶ 

ϭϱ.ϭϮ ± Ϭ.Ϭϭ  ϭϱ.ϰϵ ± Ϭ.Ϭϭ  ϲϬ  ϲ.ϭϴ  Ϯ.ϲϭ 

ViƌA ACPϱď‐CDD/ ViƌFG 
NDD Đoŵpleǆ  Ϯϴ.ϯ ± Ϭ.ϯ  ϯϭ.Ϭ ± Ϭ.Ϯ  ϭϮϬ  ϭ.Ϯϵ  Ŷ.d. 

ViƌA ACPϱď‐CDDϮ  ϯϳ.Ϭ ± Ϭ.ϯ  ϯϳ.ϳ  ϭϰϬ  ϭ.Ϯϯϭ  Ŷ.d. 

ViƌA ACPϱď‐CDD−NDD 
ViƌFG fusioŶ  Ϯϳ ± Ϯ  Ϯϵ.ϰϵ ± Ϭ.Ϭϭ  ϭϭϴ  Ϯ.ϰϰ  Ŷ.d. 

ViƌA ACPϱď‐CDD−NDD‐
KSϲ ViƌFG fusioŶ  ϰϴ ± Ϯ  ϱϬ.ϱ ± Ϭ.ϭ  ϮϬϬ  ϭ.ϳϲ  Ŷ.d. 

a‘g is the ƌadius of gǇƌatioŶ deƌiǀed fƌoŵ the atoŵiĐ ŵodels usiŶg the pƌogƌaŵ P‘IMUSϰϳ. Foƌ eǆpeƌiŵeŶtal data, ‘g is giǀeŶ ďǇ the GuiŶieƌ 
appƌoǆiŵatioŶ. 
ďDŵaǆ is the ŵaǆiŵuŵ paƌtiĐle diaŵeteƌ deƌiǀed fƌoŵ the distaŶĐe distƌiďutioŶ fuŶĐtioŶ ;P;ƌͿͿ usiŶg the pƌogƌaŵ GNOMϰϴ. 
ĐϮ  is  the disĐƌepaŶĐǇ ďetǁeeŶ  the eǆpeƌiŵeŶtal SAXS pƌofile aŶd  the theoƌetiĐal Đuƌǀe ĐalĐulated usiŶg the pƌogƌaŵs DAMMINϰϵ oƌ 
C‘YSOLϱϬ. 
Ŷ.d.: Ŷot deteƌŵiŶed. 

 
 

a 

 
Figuƌe  Sϴ  │ AŶalysis  ďy  SAXS  of  the  ǀaƌious  ĐoŶstƌuĐts.  ;aͿ  The  distaŶĐe  distƌiďutioŶ  fuŶĐtioŶ  foƌ  ViƌFG  NDD 
ĐalĐulated ǁith GNOM. The GuiŶieƌ plot is iŶset. 
 
ď 

 
Figuƌe Sϴ │ AŶalysis ďy SAXS of the ǀaƌious ĐoŶstƌuĐts. ;ďͿ ‘epƌeseŶtatiǀe supeƌiŵpositioŶ of the eǆpeƌiŵeŶtal 
SAXS data aĐƋuiƌed oŶ ViƌFG NDD ;ƌed dotsͿ aŶd the theoƌetiĐal Đuƌǀe foƌ ViƌFG NDD ĐalĐulated usiŶg C‘YSOL fƌoŵ 
the ViƌA CDD−ViƌFG NDD NM‘ stƌuĐtuƌe ;solid ďlue liŶeͿ shoǁs that the tǁo diǀeƌge sigŶifiĐaŶtlǇ. Fit ďetǁeeŶ the 
aď iŶitio ŵodel Đoŵputed ǁith DAMMIN ;solid ďlaĐk liŶeͿ ǁith the eǆpeƌiŵeŶtal SAXS data ;ƌed dotsͿ oďtaiŶed oŶ 
ViƌFG NDD. IŶset ;gƌeǇ ŵeshͿ, the aď iŶitio eŶǀelope of ViƌFG NDD ĐalĐulated fƌoŵ DAMMIN. 

 
 

Đ 

 
Figuƌe Sϴ │ AŶalysis ďy SAXS of the ǀaƌious ĐoŶstƌuĐts. ;ĐͿ The KƌatkǇ plot ;ƌed dotsͿ foƌ ViƌFG NDD ĐalĐulated iŶ 
the Ƌ ƌaŶge of Ϭ.ϬϬϬϱ–Ϭ.ϯϱ Å‐ϭ. 
 
d 

 
Figuƌe Sϴ │ AŶalysis ďy SAXS of the ǀaƌious ĐoŶstƌuĐts. ;dͿ The distaŶĐe distƌiďutioŶ fuŶĐtioŶ foƌ ViƌA CDD−ViƌFG 
NDD ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ ĐalĐulated ǁith GNOM. The GuiŶieƌ plot is iŶset. 
   

 
 

e 

 
Figuƌe Sϴ │ AŶalysis ďy SAXS of the ǀaƌious ĐoŶstƌuĐts. ;eͿ The distaŶĐe distƌiďutioŶ fuŶĐtioŶ foƌ ViƌA CDD/ViƌFG 
NDD ;ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt ĐoŵpleǆͿ ĐalĐulated ǁith GNOM. The GuiŶieƌ plot is iŶset. 
 
f 

 
Figuƌe  Sϴ │ AŶalysis ďy  SAXS of  the  ǀaƌious  ĐoŶstƌuĐts.  ;fͿ  The  distaŶĐe distƌiďutioŶ  fuŶĐtioŶ  foƌ ViƌA ACPϱď‐
CDD/ViƌFG NDD ;ŶoŶ‐ĐoǀaleŶt ĐoŵpleǆͿ ĐalĐulated ǁith GNOM. The GuiŶieƌ plot is iŶset. 
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g 

 
Figuƌe  Sϴ │ AŶalysis ďy  SAXS of  the ǀaƌious ĐoŶstƌuĐts.  ;gͿ  The distaŶĐe distƌiďutioŶ  fuŶĐtioŶ  foƌ ViƌA ACPϱď‐
CDD−ViƌFG NDD ;ĐoǀaleŶt ĐoŵpleǆͿ ĐalĐulated ǁith GNOM. The GuiŶieƌ plot is iŶset. 
 
h 

 
Figuƌe  Sϴ │ AŶalysis ďy SAXS of  the ǀaƌious ĐoŶstƌuĐts.  ;hͿ  The distaŶĐe distƌiďutioŶ  fuŶĐtioŶ  foƌ ViƌA ACPϱď‐
CDD−ViƌFG NDD‐KSϲ ;ĐoǀaleŶt ĐoŵpleǆͿ ĐalĐulated ǁith GNOM. The GuiŶieƌ plot is iŶset. 
   

 
 

Taďle Sϱ │ NMR aŶd ƌefiŶeŵeŶt statistiĐs foƌ ViƌA CDD−ViƌFG NDD.  
 
  PƌoteiŶ 
NMR distaŶĐe aŶd dihedƌal ĐoŶstƌaiŶts  ViƌA CDD−ViƌFG NDD 
DistaŶĐe ĐoŶstƌaiŶts  
   Total NOE ϭϯϳϮ 
      IŶtƌa‐ƌesidue ;|i – j| = ϬͿ  ϯϯϴ 
      IŶteƌ‐ƌesidue ;|i – j| ≠ ϬͿ  ϭϬϯϰ 
     SeƋueŶtial ;|i – j| = ϭͿ ϯϳϭ 
     Mediuŵ‐ƌaŶge ;|i – j| < ϰͿ ϯϯϯ 
      LoŶg‐ƌaŶge ;|i – j| > ϱͿ  ϯϯϬ 
    HǇdƌogeŶ ďoŶds  Ϭ 
Total dihedƌal aŶgle ƌestƌaiŶts ϵϴ 
    ϰϵ 
    ϰϵ 

 
StƌuĐtuƌe statistiĐs   
ViolatioŶs ;ŵeaŶ aŶd s.d.Ϳ   
   DistaŶĐe ĐoŶstƌaiŶts ;ÅͿ     Ϭ.ϭϬϱ  Ϭ.ϬϬϴ 
    Maǆ. distaŶĐe ĐoŶstƌaiŶt ǀiolatioŶ ;ÅͿ   Ϭ.ϭϮ 
   Dihedƌal aŶgle ĐoŶstƌaiŶts ;ºͿ Ϭ  Ϭ 
   Maǆ. dihedƌal aŶgle ǀiolatioŶ ;ºͿ     Ϭ 
DeǀiatioŶs fƌoŵ idealized geoŵetƌǇ  
    BoŶd leŶgths ;ÅͿ      Ϭ.Ϭϭϭ  Ϭ.ϬϬϭ 
   BoŶd aŶgles ;ºͿ ϭ.ϵϰϳ  Ϭ.ϬϮϰ 
   Iŵpƌopeƌs ;ºͿ Ŷ.d. 

 
Aǀeƌage paiƌǁise ƌ.ŵ.s. deǀiatioŶ* ;ÅͿ      ViƌA ĐDD ϲϵϯϲ−ϲϵϲϬ,  

ViƌFG NDD ϯ−Ϯϱ 
   HeaǀǇ      Ϭ.ϵϵ   Ϭ.ϭϯ 
   BaĐkďoŶe   Ϭ.ϯϴ   Ϭ.Ϭϵ 

 
*Paiƌǁise ƌ.ŵ.s. deǀiatioŶ ǁas ĐalĐulated usiŶg ϮϬ ƌefiŶed stƌuĐtuƌes. Ŷ.d. = Ŷot  
deteƌŵiŶed. 
 

 

 
 
 

 
 

                              

Taďle Sϲ │ Putatiǀe iŶteƌfaĐe ƌesidues iŶ the ViƌA CDD/ViƌFG NDD doĐkiŶg doŵaiŶ faŵilies. 
  C‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ             N‐teƌŵiŶal doĐkiŶg doŵaiŶ  

IŶteƌfaĐe  ϲϵϯϵ  ϲϵϰϬ  ϲϵϰϯ  ϲϵϰϱ  ϲϵϰϲ  ϲϵϰϵ  ϲϵϱϭ  ϲϵϱϯ  ϲϵϱϰ  ϲϵϱϲ  ϲϵϱϳ  ϲϵϲϬ ϯ  ϰ  ϲ  ϳ  ϭϬ  ϭϭ  ϭϱ  ϭϳ ϭϵ ϮϬ Ϯϯ Ϯϰ
ViƌA/FG  L  D  L  A  V  N  L  I  E  A  V  L A  K  I  L  F  K  L  ‘ A A L L
SŶaEϮ/Eϯ  L  D  L  A  V  N  L  V  E  A  L  L ‘  A  A  L  A  V  V  ‘ E A L L
ChiE/F  L  A  V  ‘  M  −  −  −  A  V  E  L D  Q  L  M  A  K  −  − L S L L
ChiC/D  L  W  L  A  L  −  −  A  E  D  D  L ‘  Y  M  E  V  T  ‘  ‘ L K V F
OzŵN/H  I  E  V  S  L  −  −  −  T  V  D  L A  ‘  L  L  −  −  −  − − − L L
OzŵH/J  L  I  L  ‘  F  G  L  A  A  V  L  L D  ‘  I  L  Y  A  A  A ‘ A L L
OzŵK/L  L  V  I  E  L  −  −  −  D  V  A  L ‘  E  L  A  ‘  K  −  S Q K L L
TaiD/E  A  S  S  S  K  −  −  −  A  L  A  L D  K  I  L  Y  ‘  T  T Q A V L
TaiL/M  L  D  L  ‘  V  G  L  V  E  A  E  L N  ‘  V  L  L  K  P  P K A M L

ϱϵϮϱ/ϱϵϮϰ  L  D  L  E  I  L  −  D  D  L  A  L S  L  ‘  L  L  S  L  L A L K L
ϱϵϮϯ/ϱϵϮϮ  L  F  A  A  A  Q  A  A  A  L  A  I D  K  L  L  S  I  I  I  K L ‘ L
ϱϵϮϮ/ϱϵϮϭ  A  G  V  D  E  ‘  −  L  Q  M  Q  L E  ‘  L  L  ‘  ‘  I  I I G K I
ϱϵϮϭ/ϱϵϮϬ  P  A  L  Q  L  −  −  −  G  L  A  V A  K  L  L  S  I  I  I D Q ‘ I

KeǇ ;as oďseƌǀed iŶ the ViƌA/ViƌFG ĐoŵpleǆͿ: 
GƌeeŶ/GƌeeŶ = iŶteƌ‐doĐkiŶg doŵaiŶ hǇdƌophoďiĐ iŶteƌfaĐe 
Blue/Blue = IŶtƌa‐doĐkiŶg doŵaiŶ hǇdƌophoďiĐ iŶteƌfaĐe 
PiŶk/PiŶk/Puƌple = iŶteƌ‐doŵaiŶ eleĐtƌostatiĐ iŶteƌaĐtioŶs 
‘esiude ϲϵϱϲ paƌtiĐipates iŶ tǁo tǇpes of iŶteƌaĐtioŶs, as iŶdiĐated. 

   

 
 

SuppleŵeŶtaƌy Methods 
 
 

Taďle Sϳ │ Pƌiŵeƌs used iŶ this study. 

CoŶstƌuĐts  Pƌiŵeƌ 
tǇpe  OligoŶuĐleotides ;ϱ′‐ϯ′Ϳa 

ViƌA CDD f TTTCCGGGATCCTATACCGGCGCCGGGGAGCCCTC
ƌ  TTTCGCAAGCTTTCAGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

ViƌFG NDD f TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG
ƌ TTTCCGAAGCTTTCAATACGGGCGCGGTGCGGCCG

ViƌFG NDD‐liŶkeƌ  f  TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
ƌ  TTTCCGAAGCTTTCAGGGCCGGCCGGCCGT 

ViƌA ACPϱď‐CDD f TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG
ƌ TTTCGCAAGCTTTCAGCGCCGCGGGGTGAGCAG

ViƌFG NDD‐KSϲ  f  TTTCCGGGATCCATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
  ƌ  TTTCCGAAGCTTTCAGCGTTCGACGTAGTGGCGGTGCGG 

BaŵHI f GACACGTTCTGGCAGCGCATCCTCGACGGCGAC 
BaŵHI ƌ GTCGCCGTCGAGGATGCGCTGCCAGAACGTGTC 

ViƌA CDD−ViƌFG NDD 
;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ 

f  TTTCCGGGATCCTATACCGGCGCCGGGGAGCCCTC 
ƌ TTTCCGAAGCTTTCACGGGCGCGGTGCGGCCG

Oǀeƌlapϭ GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG
OǀeƌlapϮ  GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG 
NDD ;ĐoǀaleŶt fusioŶͿ 

f  TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG 
ƌ TTTCCGAAGCTTTCACGGGCGCGGTGCGGCCG

Oǀeƌlapϭ GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG
OǀeƌlapϮ  GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

ViƌA ACPϱď‐CDD−ViƌFG 
NDD‐KSϲ ;ĐoǀaleŶt 
fusioŶͿ 

f  TTTCGCGGATCCGCCGTGGCCGTCGACCCCG 
ƌ TTTCCGAAGCTTTCAGCGTTCGACGTAGTGGCGGTGCGG

Oǀeƌlapϭ  GGAGGTAGTGGTGGAGGCAGTATGGACGCGAAAGAGATCCTGACCCGATTCAAG 
OǀeƌlapϮ  GCCTCCACCACTACCTCCCCCGCGCCGCGGGGTGAGCAG 

ViƌA CDD DϲϵϰϬA f TCCCAGGCGGACCTGGCCGCGCTGCTCAGCGCC
ƌ GGCGCTGAGCAGCGCGGCCAGGTCCGCCTGGGA

ViƌA CDD DϲϵϰϬ‘  f  TCCCAGGCGGACCTGCGCGCGCTGCTCAGCGCC 
ƌ  GGCGCTGAGCAGCGCGCGCAGGTCCGCCTGGGA 

ViƌA CDD LϲϵϰϯA f GACCTGGACGCGCTGGCCAGCGCCGTCCGCGAC
ƌ GTCGCGGACGGCGCTGGCCAGCGCGTCCAGGTC

ViƌA CDD NϲϵϰϵA  f  AGCGCCGTCCGCGACGCCCGGCTGTCCATCGAG 
ƌ  CTCGATGGACAGCCGGGCGTCGCGGACGGCGCT 

ViƌA CDD NϲϵϰϵK f AGCGCCGTCCGCGACAAACGGCTGTCCATCGAG
ƌ  CTCGATGGACAGCCGTTTGTCGCGGACGGCGCT 

ViƌA CDD EϲϵϱϰA  f  AACCGGCTGTCCATCGCGCAGGCGGTCACCCTG 
ƌ CAGGGTGACCGCCTGCGCGATGGACAGCCGGTT

ViƌA CDD EϲϵϱϰK f AACCGGCTGTCCATCAAGCAGGCGGTCACCCTG
ƌ  CAGGGTGACCGCCTGCTTGATGGACAGCCGGTT 

ViƌFG NDD KϰA  f  GGATCCATGGACGCGGCAGAGATCCTGACCCGA 
ƌ TCGGGTCAGGATCTCTGCCGCGTCCATGGATCC

ViƌFG NDD KϰE f GGATCCATGGACGCGGAAGAGATCCTGACCCGA
ƌ  TCGGGTCAGGATCTCTTCCGCGTCCATGGATCC 

ViƌFG NDD KϭϭA  f  ATCCTGACCCGATTCGCGGACGGGGGCCTGGAC 
ƌ GTCCAGGCCCCCGTCCGCGAATCGGGTCAGGAT

ViƌFG NDD ‘ϭϳA  f  GACGGGGGCCTGGACGCGGCCGCCGCCCAGGCG 
ƌ  CGCCTGGGCGGCGGCCGCGTCCAGGCCCCCGTC 

ViƌFG NDD ‘ϭϳD f GACGGGGGCCTGGACGACGCCGCCGCCCAGGCG
ƌ CGCCTGGGCGGCGGCGTCGTCCAGGCCCCCGTC

aIŶtƌoduĐed ƌestƌiĐtioŶ sites aƌe uŶdeƌliŶed, ǁhile the added TǇƌ is iŶdiĐated ďǇ ďold letteƌs. 
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SuppleŵeŶtaƌy RefeƌeŶĐes 
 
ϭ.  WhiĐheƌ, J.‘. et al. CǇaŶoďaĐteƌial polǇketide sǇŶthase doĐkiŶg doŵaiŶs: a tool foƌ eŶgiŶeeƌiŶg Ŷatuƌal 

pƌoduĐt ďiosǇŶthesis. Cheŵ. Biol. ϮϬ, ϭϯϰϬ−ϭϯϱϭ ;ϮϬϭϯͿ. 
Ϯ.  DaǀisoŶ, J. et al. IŶsights iŶto the fuŶĐtioŶ of tƌaŶs‐aĐǇl tƌaŶsfeƌase polǇketide sǇŶthases fƌoŵ the SAXS 

stƌuĐtuƌe of a Đoŵplete ŵodule. Cheŵ. SĐi. ϱ, ϯϬϴϭ–ϯϬϵϱ ;ϮϬϭϰͿ. 
ϯ.  ChaŶg, ). et al. BiosǇŶthetiĐ pathǁaǇ aŶd geŶe Đlusteƌ aŶalǇsis of ĐuƌaĐiŶ A, aŶ aŶtituďuliŶ Ŷatuƌal pƌoduĐt 

fƌoŵ the tƌopiĐal ŵaƌiŶe ĐǇaŶoďaĐteƌiuŵ LǇŶgďǇa ŵajusĐula. J. Nat. Pƌod. ϲϳ, ϭϯϱϲ–ϭϯϲϳ ;ϮϬϬϰͿ. 
ϰ.  Paƌtida–MaƌtiŶez, L P. & HeƌtǁeĐk, C. A geŶe Đlusteƌ eŶĐodiŶg ƌhizoǆiŶ ďiosǇŶthesis iŶ ͚Buƌkholdeƌia 

ƌhizoǆiŶa͛, the ďaĐteƌial eŶdosǇŵďioŶt of the fuŶgus Rhizopus ŵiĐƌospoƌus. CheŵBioCheŵ ϴ, ϰϭ–ϰϱ ;ϮϬϬϳͿ. 
ϱ.  El‐SaǇed, A.K. et al. ChaƌaĐteƌizatioŶ of the ŵupiƌoĐiŶ ďiosǇŶthesis geŶe Đlusteƌ fƌoŵ PseudoŵoŶas 

fluoƌesĐeŶs NCIMB ϭϬϱϴϲ. Cheŵ. Biol. ϭϬ, ϰϭϵ–ϰϯϬ ;ϮϬϬϯͿ. 
ϲ.  Edǁaƌds, D.J. et al. StƌuĐtuƌe aŶd ďiosǇŶthesis of the jaŵaiĐaŵides, Ŷeǁ ŵiǆed polǇketide‐peptide 

ŶeuƌotoǆiŶs fƌoŵ the ŵaƌiŶe ĐǇaŶoďaĐteƌiuŵ LǇŶgďǇa ŵajusĐula. Cheŵ. Biol. ϭϭ, ϴϭϳ–ϴϯϯ ;ϮϬϬϰͿ. 
ϳ.  Gaitatzis, N. et al. The ďiosǇŶthesis of the aƌoŵatiĐ ŵǇǆoďaĐteƌial eleĐtƌoŶ tƌaŶspoƌt iŶhiďitoƌ stigŵatelliŶ is 

diƌeĐted ďǇ a Ŷoǀel tǇpe of ŵodulaƌ polǇketide sǇŶthase. J. Biol. Cheŵ. Ϯϳϳ, ϭϯϬϴϮ–ϭϯϬϵϬ ;ϮϬϬϮͿ. 
ϴ.  NguǇeŶ, T. et al. EǆploitiŶg the ŵosaiĐ stƌuĐtuƌe of tƌaŶs‐aĐǇltƌaŶsfeƌase polǇketide sǇŶthases foƌ Ŷatuƌal 

pƌoduĐt disĐoǀeƌǇ aŶd pathǁaǇ disseĐtioŶ. Nat. BioteĐhŶol. Ϯϲ, ϮϮϱ–Ϯϯϯ ;ϮϬϬϴͿ. 
ϵ.  SiŵuŶoǀiĐ, V. et al. MǇǆoǀiƌesĐiŶ A ďiosǇŶthesis is diƌeĐted ďǇ hǇďƌid polǇketide sǇŶthases/ŶoŶƌiďosoŵal 

peptide sǇŶthetase, ϯ‐hǇdƌoǆǇ‐ϯ‐ŵethǇlglutaƌǇl–CoA sǇŶthases, aŶd tƌaŶs‐aĐtiŶg aĐǇltƌaŶsfeƌases. 
CheŵBioCheŵ ϳ, ϭϮϬϲ–ϭϮϮϬ ;ϮϬϬϲͿ. 

ϭϬ.  BuŶtiŶ, K. et al. PƌoduĐtioŶ of the aŶtifuŶgal isoĐhƌoŵaŶoŶe ajudazols A aŶd B iŶ ChoŶdƌoŵǇĐes ĐƌoĐatus 
Cŵ Đϱ: ďiosǇŶthetiĐ ŵaĐhiŶeƌǇ aŶd ĐǇtoĐhƌoŵe PϰϱϬ ŵodifiĐatioŶs. AŶgeǁ. Cheŵ. IŶt. Ed EŶgl. ϰϳ, ϰϱϵϱ–
ϰϱϵϵ ;ϮϬϬϴͿ. 

ϭϭ.  DehŶ, ‘. et al. MoleĐulaƌ ďasis of elaŶsolid ďiosǇŶthesis: eǀideŶĐe foƌ aŶ uŶpƌeĐedeŶted ƋuiŶoŶe ŵethide 
iŶitiated iŶtƌaŵoleĐulaƌ Diels‐Aldeƌ ĐǇĐloadditioŶ/ŵaĐƌolaĐtoŶizatioŶ. AŶgeǁ. Cheŵ. IŶt. Ed EŶgl. ϱϬ, ϯϴϴϮ–
ϯϴϴϳ ;ϮϬϭϭͿ. 

ϭϮ.  Pulsaǁat, N., KitaŶi, S. & Nihiƌa, T. ChaƌaĐteƌizatioŶ of ďiosǇŶthetiĐ geŶe Đlusteƌ foƌ the pƌoduĐtioŶ of 
ǀiƌgiŶiaŵǇĐiŶ M, a stƌeptogƌaŵiŶ tǇpe A aŶtiďiotiĐ, iŶ StƌeptoŵǇĐes ǀiƌgiŶiae. GeŶe ϯϵϯ, ϯϭ–ϰϮ ;ϮϬϬϳͿ. 

ϭϯ.  Mast, Y. et al. ChaƌaĐteƌizatioŶ of the ͚pƌistiŶaŵǇĐiŶ supeƌĐlusteƌ͛ of StƌeptoŵǇĐes pƌistiŶaespiƌalis. MiĐƌoď. 
BioteĐhŶol. ϰ, ϭϵϮ–ϮϬϲ ;ϮϬϭϭͿ. 

ϭϰ.  Peƌloǀa, O., Geƌth, K., Kaiseƌ, O., HaŶs, A. & Mülleƌ, ‘. IdeŶtifiĐatioŶ aŶd aŶalǇsis of the Đhiǀosazol 
ďiosǇŶthetiĐ geŶe Đlusteƌ fƌoŵ the ŵǇǆoďaĐteƌial ŵodel stƌaiŶ SoƌaŶgiuŵ Đellulosuŵ So Đeϱϲ. J. BioteĐhŶol. 
ϭϮϭ, ϭϳϰ–ϭϵϭ ;ϮϬϬϲͿ. 

ϭϱ.  Eƌol, O. et al. BiosǇŶthesis of the ŵǇǆoďaĐteƌial aŶtiďiotiĐ ĐoƌallopǇƌoŶiŶ A. CheŵBioCheŵ ϭϭ, ϭϮϱϯ–ϭϮϲϱ 
;ϮϬϭϬͿ. 

ϭϲ.  )haŶg, F. et al. CloŶiŶg aŶd eluĐidatioŶ of the F‘ϵϬϭϰϲϰ geŶe Đlusteƌ ƌeǀealiŶg a Đoŵpleǆ aĐǇltƌaŶsfeƌase‐
less polǇketide sǇŶthase usiŶg glǇĐeƌate as staƌteƌ uŶits. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϭϯϯ, ϮϰϱϮ–ϮϰϲϮ ;ϮϬϭϭͿ. 

ϭϳ.  Weďeƌ, T. et al. MoleĐulaƌ aŶalǇsis of the kiƌƌoŵǇĐiŶ ďiosǇŶthetiĐ geŶe Đlusteƌ ƌeǀealed ‐alaŶiŶe as 
pƌeĐuƌsoƌ of the pǇƌidoŶe ŵoietǇ. Cheŵ. Biol. ϭϱ, ϭϳϱ–ϭϴϴ ;ϮϬϬϴͿ. 

ϭϴ.  Matilla, M.A., StöĐkŵaŶŶ, H., Leepeƌ, F.J. & SalŵoŶd, G.P. C. BaĐteƌial ďiosǇŶthetiĐ geŶe Đlusteƌs eŶĐodiŶg 
the aŶti‐ĐaŶĐeƌ hateƌuŵalide Đlass of ŵoleĐules: ďiogeŶesis of the ďƌoad speĐtƌuŵ aŶtifuŶgal aŶd aŶti‐
ooŵǇĐete ĐoŵpouŶd, ooĐǇdiŶ A. J. Biol. Cheŵ. Ϯϴϳ, ϯϵϭϮϱ–ϯϵϭϯϴ ;ϮϬϭϮͿ. 

ϭϵ.  )hao, C. et al. OǆazoloŵǇĐiŶ ďiosǇŶthesis iŶ StƌeptoŵǇĐes alďus JAϯϰϱϯ featuƌiŶg aŶ ͚aĐǇltƌaŶsfeƌase‐less͛ 
tǇpe I polǇketide sǇŶthase that iŶĐoƌpoƌates tǁo distiŶĐt eǆteŶdeƌ uŶits. J. Biol. Cheŵ. Ϯϴϱ, ϮϬϬϵϳ–ϮϬϭϬϴ 
;ϮϬϭϬͿ. 

ϮϬ.  WaŶg, C. et al. ThailaŶdepsiŶs: ďaĐteƌial pƌoduĐts ǁith poteŶt histoŶe deaĐetǇlase iŶhiďitoƌǇ aĐtiǀities aŶd 
ďƌoad‐speĐtƌuŵ aŶtipƌolifeƌatiǀe aĐtiǀities. J. Nat. Pƌod. ϳϰ, ϮϬϯϭ–ϮϬϯϴ ;ϮϬϭϭͿ. 

Ϯϭ.  Fukuda, D. et al. A Ŷatuƌal plasŵid uŶiƋuelǇ eŶĐodes tǁo ďiosǇŶthetiĐ pathǁaǇs ĐƌeatiŶg a poteŶt aŶti‐
M‘SA aŶtiďiotiĐ. PloS OŶe ϲ, eϭϴϬϯϭ ;ϮϬϭϭͿ. 

ϮϮ.  MaheŶthiƌaliŶgaŵ, E. et al. EŶaĐǇloǆiŶs aƌe pƌoduĐts of aŶ uŶusual hǇďƌid ŵodulaƌ polǇketide sǇŶthase 
eŶĐoded ďǇ a ĐƌǇptiĐ Buƌkholdeƌia aŵďifaƌia geŶoŵiĐ islaŶd. Cheŵ. Biol. ϭϴ, ϲϲϱ–ϲϳϳ ;ϮϬϭϭͿ. 

Ϯϯ.  Wakiŵoto, T. et al. CalǇĐuliŶ ďiogeŶesis fƌoŵ a pǇƌophosphate pƌotoǆiŶ pƌoduĐed ďǇ a spoŶge sǇŵďioŶt. 
Nat. Cheŵ. Biol. ϭϬ, ϲϰϴ–ϲϱϱ ;ϮϬϭϰͿ. 

 
 

Ϯϰ.  Kaŵpa, A. et al. MetageŶoŵiĐ Ŷatuƌal pƌoduĐt disĐoǀeƌǇ iŶ liĐheŶ pƌoǀides eǀideŶĐe foƌ a faŵilǇ of 
ďiosǇŶthetiĐ pathǁaǇs iŶ diǀeƌse sǇŵďioses. PƌoĐ. Natl. AĐad. SĐi. U. S. A. ϭϭϬ, EϯϭϮϵ–ϯϭϯϳ ;ϮϬϭϯͿ. 

Ϯϱ.  Piel, J. et al. AŶtituŵoƌ polǇketide ďiosǇŶthesis ďǇ aŶ uŶĐultiǀated ďaĐteƌial sǇŵďioŶt of the ŵaƌiŶe spoŶge 
TheoŶella sǁiŶhoei. PƌoĐ. Natl. AĐad. SĐi. U. S. A. ϭϬϭ, ϭϲϮϮϮ–ϭϲϮϮϳ ;ϮϬϬϰͿ. 

Ϯϲ.  Piel, J. A polǇketide sǇŶthase‐peptide sǇŶthetase geŶe Đlusteƌ fƌoŵ aŶ uŶĐultuƌed ďaĐteƌial sǇŵďioŶt of 
Paedeƌus ďeetles. PƌoĐ. Natl. AĐad. SĐi. U. S. A. ϵϵ, ϭϰϬϬϮ–ϭϰϬϬϳ ;ϮϬϬϮͿ. 

Ϯϳ.  FisĐh, K.M. et al. PolǇketide asseŵďlǇ liŶes of uŶĐultiǀated spoŶge sǇŵďioŶts fƌoŵ stƌuĐtuƌe‐ďased geŶe 
taƌgetiŶg. Nat. Cheŵ. Biol. ϱ, ϰϵϰ–ϱϬϭ ;ϮϬϬϵͿ. 

Ϯϴ.  Sudek, S. et al. IdeŶtifiĐatioŶ of the putatiǀe ďƌǇostatiŶ polǇketide sǇŶthase geŶe Đlusteƌ fƌoŵ ͚CaŶdidatus 
EŶdoďugula seƌtula͛, the uŶĐultiǀated ŵiĐƌoďial sǇŵďioŶt of the ŵaƌiŶe ďƌǇozoaŶ Bugula ŶeƌitiŶa. J. Nat. 
Pƌod. ϳϬ, ϲϳ–ϳϰ ;ϮϬϬϳͿ. 

Ϯϵ.  MeŶĐhe, D. et al. SteƌeoĐheŵiĐal deteƌŵiŶatioŶ aŶd Đoŵpleǆ ďiosǇŶthetiĐ asseŵďlǇ of etŶaŶgieŶ, a highlǇ 
poteŶt ‘NA polǇŵeƌase iŶhiďitoƌ fƌoŵ the ŵǇǆoďaĐteƌiuŵ SoƌaŶgiuŵ Đellulosuŵ. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϭϯϬ, 
ϭϰϮϯϰ–ϭϰϮϰϯ ;ϮϬϬϴͿ. 

ϯϬ.  ButĐheƌ, ‘.A. et al. The ideŶtifiĐatioŶ of ďaĐillaeŶe, the pƌoduĐt of the PksX ŵegaĐoŵpleǆ iŶ BaĐillus suďtilis. 
PƌoĐ. Natl. AĐad. SĐi. U. S. A. ϭϬϰ, ϭϱϬϲ–ϭϱϬϵ ;ϮϬϬϳͿ. 

ϯϭ.  Mattheus, W. et al. IsolatioŶ aŶd puƌifiĐatioŶ of a Ŷeǁ kaliŵaŶtaĐiŶ/ďatuŵiŶ‐ƌelated polǇketide aŶtiďiotiĐ 
aŶd eluĐidatioŶ of its ďiosǇŶthesis geŶe Đlusteƌ. Cheŵ. Biol. ϭϳ, ϭϰϵ–ϭϱϵ ;ϮϬϭϬͿ. 

ϯϮ.  Caƌǀalho, ‘., ‘eid, ‘., VisǁaŶathaŶ, N., Gƌaŵajo, H. & JulieŶ, B. The ďiosǇŶthetiĐ geŶes foƌ disoƌazoles, 
poteŶt ĐǇtotoǆiĐ ĐoŵpouŶds that disƌupt ŵiĐƌotuďule foƌŵatioŶ. GeŶe ϯϱϵ, ϵϭ–ϵϴ ;ϮϬϬϱͿ. 

ϯϯ.  Kopp, M., IƌsĐhik, H., Pƌadella, S. & Mülleƌ, ‘. PƌoduĐtioŶ of the tuďuliŶ destaďilizeƌ disoƌazol iŶ SoƌaŶgiuŵ 
Đellulosuŵ: ďiosǇŶthetiĐ ŵaĐhiŶeƌǇ aŶd ƌegulatoƌǇ geŶes. CheŵBioCheŵ ϲ, ϭϮϳϳ–ϭϮϴϲ ;ϮϬϬϱͿ. 

ϯϰ.  Pistoƌius, D. & Mülleƌ, ‘. DisĐoǀeƌǇ of the ƌhizopodiŶ ďiosǇŶthetiĐ geŶe Đlusteƌ iŶ Stigŵatella auƌaŶtiaĐa Sg 
aϭϱ ďǇ geŶoŵe ŵiŶiŶg. CheŵBioCheŵ ϭϯ, ϰϭϲ–ϰϮϲ ;ϮϬϭϮͿ. 

ϯϱ.  CheŶ, X.‐H. et al. StƌuĐtuƌal aŶd fuŶĐtioŶal ĐhaƌaĐteƌizatioŶ of thƌee polǇketide sǇŶthase geŶe Đlusteƌs iŶ 
BaĐillus aŵǇloliƋuefaĐieŶs F)B ϰϮ. J. BaĐteƌiol. ϭϴϴ, ϰϬϮϰ–ϰϬϯϲ ;ϮϬϬϲͿ. 

ϯϲ.  CheŶg, Y.‐Q., TaŶg, G.‐L. & SheŶ, B. TǇpe I polǇketide sǇŶthase ƌeƋuiƌiŶg a disĐƌete aĐǇltƌaŶsfeƌase foƌ 
polǇketide ďiosǇŶthesis. PƌoĐ. Natl. AĐad. SĐi. U. S. A. ϭϬϬ, ϯϭϰϵ–ϯϭϱϰ ;ϮϬϬϯͿ. 

ϯϳ.  SĐhŶeideƌ, K. et al. MaĐƌolaĐtiŶ is the polǇketide ďiosǇŶthesis pƌoduĐt of the pksϮ Đlusteƌ of BaĐillus 
aŵǇloliƋuefaĐieŶs F)BϰϮ. J. Nat. Pƌod. ϳϬ, ϭϰϭϳ–ϭϰϮϯ ;ϮϬϬϳͿ. 

ϯϴ.  IƌsĐhik, H. et al. AŶalǇsis of the soƌaŶgiĐiŶ geŶe Đlusteƌ ƌeiŶfoƌĐes the utilitǇ of a ĐoŵďiŶed 
phǇlogeŶetiĐ/ƌetƌoďiosǇŶthetiĐ aŶalǇsis foƌ deĐipheƌiŶg Ŷatuƌal pƌoduĐt asseŵďlǇ ďǇ tƌaŶs‐AT PKS. 
CheŵBioCheŵ ϭϭ, ϭϴϰϬ–ϭϴϰϵ ;ϮϬϭϬͿ. 

ϯϵ.  Liu, X. et al. GeŶoŵiĐs–guided disĐoǀeƌǇ of thailaŶstatiŶs A, B, aŶd C As pƌe‐ŵ‘NA spliĐiŶg iŶhiďitoƌs aŶd 
aŶtipƌolifeƌatiǀe ageŶts fƌoŵ Buƌkholdeƌia thailaŶdeŶsis MSMBϰϯ. J. Nat. Pƌod. ϳϲ, ϲϴϱ–ϲϵϯ ;ϮϬϭϯͿ. 

ϰϬ.  Moeďius, N. et al. BiosǇŶthesis of the ƌespiƌatoƌǇ toǆiŶ ďoŶgkƌekiĐ aĐid iŶ the pathogeŶiĐ ďaĐteƌiuŵ 
Buƌkholdeƌia gladioli. Cheŵ. Biol. ϭϵ, ϭϭϲϰ–ϭϭϳϰ ;ϮϬϭϮͿ. 

ϰϭ.  Seo, J.‐W. et al. Coŵpaƌatiǀe ĐhaƌaĐteƌizatioŶ of the laĐtiŵidoŵǇĐiŶ aŶd iso‐ŵigƌastatiŶ ďiosǇŶthetiĐ 
ŵaĐhiŶeƌies ƌeǀealiŶg uŶusual featuƌes foƌ aĐǇltƌaŶsfeƌase‐less tǇpe I polǇketide sǇŶthases aŶd pƌoǀidiŶg aŶ 
oppoƌtuŶitǇ to eŶgiŶeeƌ Ŷeǁ aŶalogues. BioĐheŵistƌǇ ϱϯ, ϳϴϱϰ–ϳϴϲϱ ;ϮϬϭϰͿ.  

ϰϮ.  Aƌakaǁa, K., SugiŶo, F., Kodaŵa, K., Ishii, T. & KiŶashi, H. CǇĐlizatioŶ ŵeĐhaŶisŵ foƌ the sǇŶthesis of 
ŵaĐƌoĐǇĐliĐ aŶtiďiotiĐ laŶkaĐidiŶ iŶ StƌeptoŵǇĐes ƌoĐhei. Cheŵ. Biol. ϭϮ, Ϯϰϵ–Ϯϱϲ ;ϮϬϬϱͿ. 

ϰϯ.  Liŵ, S.‐K. et al. iso‐MigƌastatiŶ, ŵigƌastatiŶ, aŶd doƌƌigoĐiŶ pƌoduĐtioŶ iŶ StƌeptoŵǇĐes plateŶsis N‘‘L 
ϭϴϵϵϯ is goǀeƌŶed ďǇ a siŶgle ďiosǇŶthetiĐ ŵaĐhiŶeƌǇ featuƌiŶg aŶ aĐǇltƌaŶsfeƌase‐less tǇpe I polǇketide 
sǇŶthase. J. Biol. Cheŵ. Ϯϴϰ, Ϯϵϳϰϲ–Ϯϵϳϱϲ ;ϮϬϬϵͿ. 

ϰϰ.  ‘oǇeƌ, M. et al. AlďiĐidiŶ pathotoǆiŶ pƌoduĐed ďǇ XaŶthoŵoŶas alďiliŶeaŶs is eŶĐoded ďǇ thƌee laƌge PKS 
aŶd N‘PS geŶes pƌeseŶt iŶ a geŶe Đlusteƌ also ĐoŶtaiŶiŶg seǀeƌal putatiǀe ŵodifǇiŶg, ƌegulatoƌǇ, aŶd 
ƌesistaŶĐe geŶes. Mol. PlaŶt–MiĐƌoďe IŶteƌaĐt. ϭϳ, ϰϭϰ–ϰϮϳ ;ϮϬϬϰͿ. 

ϰϱ.  ‘oss, A.C. et al. BiosǇŶthetiĐ ŵultitaskiŶg faĐilitates thalassospiƌaŵide stƌuĐtuƌal diǀeƌsitǇ iŶ ŵaƌiŶe 
ďaĐteƌia. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϭϯϱ, ϭϭϱϱ–ϭϭϲϮ ;ϮϬϭϯͿ. 

ϰϲ.  MĐGuffiŶ, L.J., BƌǇsoŶ, K. & JoŶes, D.T. The PSIP‘ED pƌoteiŶ stƌuĐtuƌe pƌediĐtioŶ seƌǀeƌ. BioiŶfoƌŵatiĐs ϭϲ, 
ϰϬϰ–ϰϬϱ ;ϮϬϬϬͿ. 

ϰϳ.  KoŶaƌeǀ, P. V., Volkoǀ, V. V., Sokoloǀa, A. V., KoĐh, M. H. J. & SǀeƌguŶ, D. I. PRIMUS : a WiŶdoǁs PC‐ďased 
sǇsteŵ foƌ sŵall‐aŶgle sĐatteƌiŶg data aŶalǇsis. J. Appl. CƌǇstallogƌ. ϯϲ, ϭϮϳϳ–ϭϮϴϮ ;ϮϬϬϯͿ. 

 
 

ϰϴ.  SǀeƌguŶ, D. DeteƌŵiŶatioŶ of the ƌegulaƌizatioŶ paƌaŵeteƌ iŶ iŶdiƌeĐt‐tƌaŶsfoƌŵ ŵethods usiŶg peƌĐeptual 
Đƌiteƌia. J. Appl. CƌǇstallogƌ. Ϯϱ, ϰϵϱ–ϱϬϯ ;ϭϵϵϮͿ. 

ϰϵ.  SǀeƌguŶ, D. I. ‘estoƌiŶg loǁ ƌesolutioŶ stƌuĐtuƌe of ďiologiĐal ŵaĐƌoŵoleĐules fƌoŵ solutioŶ sĐatteƌiŶg usiŶg 
siŵulated aŶŶealiŶg. BiophǇs. J. ϳϲ, Ϯϴϳϵ–Ϯϴϴϲ ;ϭϵϵϵͿ. 

ϱϬ.  SǀeƌguŶ, D., Baƌďeƌato, C. & KoĐh, M. C‘YSOL – a pƌogƌaŵ to eǀaluate X‐ƌaǇ solutioŶ sĐatteƌiŶg of ďiologiĐal 
ŵaĐƌoŵoleĐules fƌoŵ atoŵiĐ ĐooƌdiŶates. J. Appl. CƌǇstallogƌ. Ϯϴ, ϳϲϴ–ϳϳϯ. 

ϱϭ.  DosztáŶǇi, )., Csizŵok, V., Toŵpa, P. & SiŵoŶ, I. IUPƌed: ǁeď seƌǀeƌ foƌ the pƌediĐtioŶ of iŶtƌiŶsiĐallǇ 
uŶstƌuĐtuƌed ƌegioŶs of pƌoteiŶs ďased oŶ estiŵated eŶeƌgǇ ĐoŶteŶt. BioiŶfoƌŵatiĐs Ϯϭ, ϯϰϯϯ–ϯϰϯϰ ;ϮϬϬϱͿ. 

ϱϮ.  DosztáŶǇi, )., MĠszáƌos, B. & SiŵoŶ, I. ANCHO‘: ǁeď seƌǀeƌ foƌ pƌediĐtiŶg pƌoteiŶ ďiŶdiŶg ƌegioŶs iŶ 
disoƌdeƌed pƌoteiŶs. BioiŶfoƌŵatiĐs Ϯϱ, Ϯϳϰϱ–Ϯϳϰϲ ;ϮϬϬϵͿ. 

ϱϯ.  ‘oŵeƌo, P. et al. SeƋueŶĐe ĐoŵpleǆitǇ of disoƌdeƌed pƌoteiŶ. PƌoteiŶs ϰϮ, ϯϴ–ϰϴ ;ϮϬϬϭͿ. 
ϱϰ.  Li, X., ‘oŵeƌo, P., ‘aŶi, M., DuŶkeƌ, A.K. & OďƌadoǀiĐ, ). PƌediĐtiŶg pƌoteiŶ disoƌdeƌ foƌ N‐, C‐, aŶd iŶteƌŶal 

ƌegioŶs. GeŶoŵe IŶfoƌŵ. Woƌkshop GeŶoŵe IŶfoƌŵ. ϭϬ, ϯϬ–ϰϬ ;ϭϵϵϵͿ. 
ϱϱ.  Waƌd, J.J., Sodhi, J.S., MĐGuffiŶ, L.J., BuǆtoŶ, B.F. & JoŶes, D.T. PƌediĐtioŶ aŶd fuŶĐtioŶal aŶalǇsis of Ŷatiǀe 

disoƌdeƌ iŶ pƌoteiŶs fƌoŵ the thƌee kiŶgdoŵs of life. J. Mol. Biol. ϯϯϳ, ϲϯϱ–ϲϰϱ ;ϮϬϬϰͿ. 
ϱϲ.  LiŶdiŶg, ‘. et al. PƌoteiŶ disoƌdeƌ pƌediĐtioŶ: iŵpliĐatioŶs foƌ stƌuĐtuƌal pƌoteoŵiĐs. StƌuĐtuƌe ϭϭ, ϭϰϱϯ–

ϭϰϱϵ ;ϮϬϬϯͿ. 
ϱϳ.  Paǀloǀić–Lažetić, G.M. et al. BioiŶfoƌŵatiĐs aŶalǇsis of disoƌdeƌed pƌoteiŶs iŶ pƌokaƌǇotes. BMC 

BioiŶfoƌŵatiĐs ϭϮ, ϲϲ ;ϮϬϭϭͿ. 
ϱϴ.  Lupas, A., VaŶ DǇke, M. & StoĐk, J. PƌediĐtiŶg Đoiled Đoils fƌoŵ pƌoteiŶ seƋueŶĐes. SĐieŶĐe ϮϱϮ, ϭϭϲϮ–ϭϭϲϰ 

;ϭϵϵϭͿ. 
ϱϵ.  Bƌoadhuƌst, ‘.W., NietlispaĐh, D., WheatĐƌoft, M.P., LeadlaǇ, P.F. & WeissŵaŶ, K.J. The stƌuĐtuƌe of doĐkiŶg 

doŵaiŶs iŶ ŵodulaƌ polǇketide sǇŶthases. Cheŵ. Biol. ϭϬ, ϳϮϯ–ϳϯϭ ;ϮϬϬϯͿ. 
ϲϬ.  BuĐhholz, T. J. et al. StƌuĐtuƌal ďasis foƌ ďiŶdiŶg speĐifiĐitǇ ďetǁeeŶ suďĐlasses of ŵodulaƌ polǇketide 

sǇŶthase doĐkiŶg doŵaiŶs. ACS Cheŵ. Biol. ϰ, ϰϭ–ϱϮ ;ϮϬϬϵͿ. 
ϲϭ.  Sieǀeƌs, F. et al. Fast, sĐalaďle geŶeƌatioŶ of high‐ƋualitǇ pƌoteiŶ ŵultiple seƋueŶĐe aligŶŵeŶts usiŶg Clustal 

Oŵega. Mol. SǇst. Biol. ϳ, ϱϯϵ ;ϮϬϭϭͿ. 
 
 
   

 
 

 
SuppleŵeŶtaƌy Note 

We  aiŵed  to  stƌeŶgtheŶ  the  Đase  that  ouƌ  oďseƌǀatioŶs  ĐoŶĐeƌŶiŶg  the  ViƌA  CDD/ViƌFG  NDD  iŶteƌfaĐe  aƌe 
geŶeƌalizaďle  to  otheƌ  tƌaŶs‐AT  PKSs.  Foƌ  this,  ǁe  ďeŶĐhŵaƌked  seǀeƌal  ǁeď‐ďased  seƌǀeƌs  foƌ  the  iŶ  siliĐo 
ideŶtifiĐatioŶ of IDPs ;IUPƌed/ANCHO‘ϱϭ,ϱϮ, POND‘ϱϯ,ϱϰ, DisoPƌedϱϱ aŶd DisEMBLϱϲͿ agaiŶst ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD, 
to  deteƌŵiŶe  if  theǇ  aĐĐuƌatelǇ  pƌediĐted  theiƌ  ƌespeĐtiǀe  ďehaǀioƌs.  These  appƌoaĐhes  haǀe  ĐoŵpleŵeŶtaƌǇ 
pƌiŶĐiples  of  opeƌatioŶ  ;theǇ  aƌe  ďased  eitheƌ  oŶ  aligŶŵeŶts  of  hoŵologous  pƌoteiŶ  seƋueŶĐes  oƌ  the 
phǇsiĐoĐheŵiĐal pƌopeƌties of aŵiŶo aĐids iŶ pƌoteiŶsϱϳͿ aŶd so a ĐoŵďiŶatioŶ of pƌogƌaŵs should giǀe a ŵoƌe 
ĐoŶfideŶt pƌediĐtioŶ. We also aŶalǇzed the seƋueŶĐes usiŶg a Đoiled‐Đoil pƌediĐtoƌϱϴ, ǁhiĐh ǁe ǀalidated agaiŶst 
the kŶoǁŶ Đoiled‐Đoil ƌegioŶs of seǀeƌal Class ϭ N‐teƌŵiŶal DDsϱϵ,ϲϬ. AŵoŶg these pƌogƌaŵs, IUPƌed/ANCHO‘ aŶd 
POND‘ Ǉielded pƌediĐtioŶ data iŶ gƌeatest agƌeeŵeŶt ǁith the oďseƌǀed ďehaǀioƌ of the Viƌ doĐkiŶg doŵaiŶs. 
Both pƌogƌaŵs ĐoƌƌeĐtlǇ pƌediĐted that the oǀeƌall ViƌA CDD iŶteƌaĐtioŶ ƌegioŶ ;ƌesidues Qϲϵϯϲ−LϲϵϲϬͿ is laƌgelǇ 
stƌuĐtuƌed,  ǁhile  ANCHO‘  ideŶtified  the  tǁo  ‐heliĐes  as  ďiŶdiŶg  ŵotifs  ;data  pƌoǀided  oŶ  pages  ϰϮ−ϰϯͿ. 
Fuƌtheƌŵoƌe, Ŷo Đoiled‐Đoil ǁas pƌediĐted  foƌ the seƋueŶĐe.  IŶ  the Đase of ViƌFG NDD ;ƌesidues Aϯ−AϮϱͿ, ďoth 
IUPƌed/ANCHO‘ aŶd POND‘ pƌediĐted a seƋueŶĐe oŶ the ďoƌdeƌliŶe ďetǁeeŶ stƌuĐtuƌed aŶd disoƌdeƌed, ǁhile 
ANCHO‘  ideŶtified  the  ǁhole  seƋueŶĐe  as  a  ďiŶdiŶg  ƌegioŶ.  AgaiŶ,  the  Đoiled‐Đoil  pƌediĐtioŶ  ǁas  Ŷegatiǀe. 
GƌatifǇiŶglǇ, aŶalogous ƌesults ǁeƌe oďtaiŶed foƌ the ƌegioŶs ĐoƌƌespoŶdiŶg to ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD fƌoŵ the 
hoŵologous pƌistiŶiaŵǇĐiŶ PKS ;SŶaEϮ CDD aŵd SŶaEϯ NDD, ƌespeĐtiǀelǇͿ, despite oǀeƌall loǁ leǀels of seƋueŶĐe 
ideŶtitǇ ďetǁeeŶ the doĐkiŶg ƌegioŶs ;ϱϯ% ďetǁeeŶ ViƌA CDD aŶd SŶaEϮ CDD aŶd ϯϵ% ďetǁeeŶ ViƌFG NDD aŶd 
SŶaEϯ NDDϲϭͿ ;pages ϰϰ−ϰϱ). 
 
We Ŷeǆt eǆteŶded this aŶalǇsis to the ƌeŵaiŶiŶg ϭϰ putatiǀe ViƌA CDD/ViƌFG NDD‐tǇpe doĐkiŶg  iŶteƌfaĐes fƌoŵ 
tƌaŶs‐AT PKSs assigŶed oŶ the ďasis of seƋueŶĐe aŶalǇsis aŶd seĐoŶdaƌǇ stƌuĐtuƌe pƌediĐtioŶ ;data pƌoǀided oŶ 
pages ϰϲ−ϳϵͿ. Foƌ ŶiŶe of these, the pƌediĐtioŶs ǁeƌe iŶ stƌoŶg agƌeeŵeŶt ǁith those foƌ ViƌA CDD aŶd ViƌFG NDD, 
although aŶalǇsis ďǇ IUPƌed iŶdiĐated a ƌelatiǀelǇ higheƌ degƌee of disoƌdeƌ iŶ ĐeƌtaiŶ C‐teƌŵiŶal DDs thaŶ foƌ ViƌA 
CDD itself, ǁhile TaiE appeaƌs sigŶifiĐaŶtlǇ ŵoƌe oƌdeƌed thaŶ ViƌFG NDD. Foƌ the fiǀe iŶteƌfaĐes ǁhiĐh ĐleaƌlǇ did 
Ŷot ĐoŶfoƌŵ ;KiƌAV/KiƌAVI, ϱϵϮϯ/ϱϵϮϮ, ϱϵϮϮ/ϱϵϮϭ, ϱϵϮϭ/ϱϵϮϬ aŶd ‘izC/‘izDͿ, the pƌediĐtioŶ ǁas iŶstead foƌ a 
Đoiled‐Đoil ƌegioŶ ǁithiŶ the N‐teƌŵiŶal DDs. It is peƌhaps Ŷotaďle that thƌee of these iŶteƌfaĐes oĐĐuƌ ǁithiŶ the 
eŶaĐǇloǆiŶ sǇsteŵ, ǁheƌe as a ƌesult of the saŵe Đlass of doĐkiŶg doŵaiŶs opeƌatiŶg at fouƌ juŶĐtioŶs ;all of ǁhiĐh 
aƌe ACP/KS iŶteƌfaĐesͿ the speĐifiĐitǇ deŵaŶds aƌe pƌesuŵaďlǇ higheƌ.  
 
Couples aŶalǇzed: 
ViƌA/ViƌFG 
SŶaEϮ/SŶaEϯ 
KiƌAII/KiƌAIII 
KiƌAV/KiƌAVI 
TaiL/TaiM 
TaiD/TaiE 
ϱϵϮϱ/ϱϵϮϰ 
ϱϵϮϮ/ϱϵϮϭ 
ϱϵϮϭ/ϱϵϮϬ 
ϱϵϮϯ/ϱϵϮϮ 
OzŵK/L 
OzŵH/J 
OzŵN/H ϭ 
ChiC/ChiD 
ChiE/ChiF 
DisB/DisC 
‘izC/‘izD 
 
KeǇ: 
Red = Foƌ ViƌA CDD/ViƌFG NDD oďseƌǀed ‐heliĐes iŶ the Đoŵpleǆ; foƌ all otheƌs, ‐heliĐes pƌediĐted ďǇ PsiPƌed 
Blue = staƌt/eŶd site of eǆpƌessioŶ ĐoŶstƌuĐts foƌ ViƌA CDD/ViƌFG NDD, ƌespeĐtiǀelǇ 
All seƋueŶĐes aƌe Ŷuŵďeƌed staƌtiŶg fƌoŵ ϭ to ŵatĐh the output of the pƌogƌaŵs 
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ViƌA CDD                                                     
                                                        
29           40     46       53 

AGRAAPVPAAAAEPAALPLPVTGAGEPSQADLDALLSAVRDNRLSIEQAVTLLTPRR 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
POND‘ 
 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 

 
 

ViƌFG NDD 
 
   3        11    15         25 

MDAKEILTRFKDGGLDRAAAQALLAGRTPAAAPRPSEPAAAPTRPAVPAVPAVEPAAGTTVAAEGTAGRP 
 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

SŶaEϮ CDD 
 
                      18             30           41 

TSRTAPQPAGAVPAGSVSAADLDALLAAVRDNRLTVEQALALLPQHT 

 
 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 

SŶaEϯ NDD 
 
        7               21                          44            55 

MPAEPDAVDRDRAAALLRAVAGQRGPAAGAATASARPAPGGVDRAEAAALLRAAAGERRPGGDGPAGGSMGRTLPA

EAGSAGRVL 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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KiƌAII CDD                                      
                                                                                                                                                                       
HDKYGPLPATATPEPPPAPVTSSATAPEPTSVPVASSAAAPAPIPAPVAPSAAAPAPVASSAAAPEPPPAPVAADA

VGALLAGLRDGSVTVDDALAELRQGNVR 
   72              85     91         99 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
 
 
 
   

 
 

KiƌAIII NDD 
 
   3          13     18           29 

MSRALRDVLAAVAAGELPDEIAESLLRGLSDPVPEPGPYP 

 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 

 
 

KiƌAV CDD                                                                             
                                33                     52         61    66         

AGRFDGGTGGADDLPALFADFDRLAAGLTEAATDEVFRDRVVERVRGLLTALSPATPEAPPDLFAAATDDEVFALI

DAELGSPVRGQEDR 
  71        79 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

KiƌAVI NDD 
 
    4                               31 

MSSEDKLRDYLRRVTAELQVTRRRLREVESRSG 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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TaiL CDD 
 
ASELALARRRAGGAPLPDAEAASATTATTASASGTAHAPNAAGDAHAPNAAGARAATPAPAENAAGAVHAARAANP

ANPATLANPAPGGGVPLDDVLARVHRGELSVEAAEALLAGALG 
                             93         102 105           117 

 
 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

TaiM NDD 
 
   3              16   20             32 

MERQNLRNVLERLKAAAIGPDEAKRMLSAARAGDAADKPQPGPAAAAPRDA 

 
 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

TaiD CDD 
                                                                                                   ϰϯ                                          
AERIARDGGRRAAEAARAPDAAMASDVAEASVVSEATEASDASEASDASEASEASEASEASKAPADLAALLERFRA

GQMDLDDIVDLV 
     74     81     87 

 
IUPƌed/ANCHO‘   

Suggests that 
the last tǁo ‐heliĐes ;ADLAALLE‘F/LDDIVDLͿ aƌe iŶ faĐt the iŶteƌaĐtioŶ eleŵeŶts, ďeĐause this ďest folloǁs the patteƌŶ ;the fiƌst paƌt of 
the fiƌst ‐heliǆ doesŶ͛t aligŶ ǁell ǁith the fiƌst heliǆ of the otheƌ faŵilǇ ŵeŵďeƌsͿ 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 

 
 

TaiE NDD 
MPRWRPTWLKRLSCPKQPRHPTHPKHPTHPKHPKHPKHPRHPKHPRISRRCSSASARGKWISTTSSTWFDGDHVNK

KDILLAYREGLLDTGSAQRVLDALRERSASAP 
       76              89 91             103 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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ϱϵϮϱ CDD                                                                          
 
                               32      39   43              56 

LAANAPAGSAVAEAASVAPAVEATEPAAAPLDTELSEIEGLQDDDLAALLGKEFIRE 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

ϱϵϮϰ NDD 
 
          11                                 40 

MNKPTSSDGWKDDYLSRLSRLSKNQLMALALKLKQQQLEQGPAA 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

ϱϵϮϮ CDD 
                                                                                                     

                                                                             64 

AARLKALYAAAPAAAGSTGNAGATGATSAFSAADATHPDATDAPPPAGPLAATVSPTASDAAGDAVTDEIERELQT

MQALLEDR 
              83 

IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

ϱϵϮϭ NDD 
 
   4                             29 

MDSKDRELLARQRDAIRQGIQKIQALSARLD 

 
 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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ϱϵϮϭ CDD 
 
                         22       29   33        41 

AGPAQAARAPASASAPTPRAAPADALDQLDEGELADVLDKLL 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

ϱϵϮϬ NDD 
 
  3                            26 

MNDYKALLKSSIRKIQEQDRRIRELESGVD 

   
 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

ϱϵϮϯ CDD 
      3                           26     32               45 48  51 
ARGALAELFAPAIVAAPAQLANAAADASLGDHSAAELARILAHELGGLESRGAL 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 
 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

ϱϵϮϮ NDD 
 
        4                            28 
MTDMDKDLLLQSIQTIRELKTRLAQAEQGHH 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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OzŵK CDD 
 2        8   12       19 

EAELVERIEELPEDTVATLLA 

 

IUPƌed/ANCHO‘ 

 
SeƋueŶĐe is too shoƌt foƌ POND‘/Coiled‐Đoil pƌediĐtoƌ 
 
   

 
 

OzŵL NDD 
 
  3           13  16               29 

MSREDLATSRKARLSPQKRALLEKLSGAARTSGTTRIPR 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
    

 
 

OzŵH CDD 
 
                                 28                43  46               60 

IELVGPDEPTAGSGEEPPADGTGDTAAPDELIAKLEARFAAGELSAAEVLDLLDAELATRERR 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
 
 
 
 
   

 
 

 
OzŵJ NDD 
 
   3              16   20         29 

MSTAEFRDILDRYARGAVGAEQARDLLAARRPAQAPGRPTAPAPSGQDAATGPADRPETL 

 

IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

126

Résultats



 
 

OzŵN CDD 
 
                     22                                     54 

AATGAAGTAAGTAAGPARAAEPEAGIEQLVDSLSDTEVDSLLRQLGSVLQKQEEQR 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

OzŵH NDD 
 

     6                     24 

MRRRSMDDKRALLLKLLASVRQQAAPATAPRRTA 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
Too shoƌt foƌ POND‘ 
 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

ChiC CDD 
 
                                     31                                   62  65 68 

ERDPALAEIKAQVLRAQGAPGPGAPELAVGHDELWRLLGALGDAELDALGDAELDALFNALRSRPELEGMV 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
   

 
 

ChiD NDD 
 
    5                                             43 

MQRPDRGRRLYRMEKAVTDAMFDERSREEKLSVFRALRDRLRRTPPQHGGAADGAGPRAPVLAPDPQNRHRPFP 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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ChiE CDD 
                                                                                    
                                                                  57 

VDHHEAALRASEPPGVGGGGAEPVRPRANPERPERADPPERAGVAPGRRAPSPPAAAVERFDGAVPEDLAGEVARM

SDAEVERLLGWLQGGGAGGAGGAGGAGATNGSSAVRASLDDGQEREAERRRLDRGPSGEWR                   
79                       99     105 108          119 

 

 

IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
 
 

 
 

ChiF NDD 
 
     5                           28 

MAMTLRSQDLMMDAKRESLVRLLHQKKANR  

 

IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

DisB CDD 
 
                   20                              46    51           62 

SRRGARAPESRAKARSGAAGADLSTSLKALSGAVLREQFLAFGHDLAGVPGEELTRLYAILQEE 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
 
 
   

 
 

DisC NDD 
 
      6     11   15                30 

MESAMTIQEFANLSAEEKVQVLRLRDRRASWQAAPEGPAASAQPSLRPVITARPGDRFLPFP 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 
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RizC CDD 
 
                   20         29        37   40 

RALVTEAPPRGATQSANGHALEGMSDGNLEELFARLSGVSSQKGEA 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

RizD NDD 
 
      7                                           42 

MPFKNDSALNEFRLLSREEKLQRIAALIEEKKSSAKSAASSEAFA 

 
IUPƌed/ANCHO‘ 

 
 
 
POND‘ 

 
 
COILED‐COIL P‘EDICTO‘ 

 
   

 
 

CONT‘OL: CLASS ϭA DDs 
 
KeǇ: 
Red = ‐heliĐes oďseƌǀed iŶ the NM‘ stƌuĐtuƌe of the DEBS Ϯ CDD/DEBS ϯ NDD Đoŵpleǆ 
Blue = ‐heliĐes pƌediĐted ďǇ PsiPƌed 
 
DEBS Ϯ CDD 
 
                    ϴ                                   ϮϬ                      Ϯϴ                                        ϰϮ                                                         ϲϭ 
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Partie 2 : Conversion d’un module non-épimérisant en un 

module épimérisant par échange de domaine KR 

(Annaval et al., 2015)99 

 Notre objectif a été de transformer un module non épimérisant en épimérisant 

par échange de KR. L’ensemble des KR épimérisantes, provenant de modules ne 

contenant que des KR et pas d’autres domaines réducteurs (DH et ER), a remplacé la 

KR du module 2 (de type A1) de la PKS DEBS1-TE. La production de polykétide 

découlant des PKS résultantes s’est réalisée in vivo. Après extraction des polykétides, 

la stéréochimie a été analysée par GC-MS. 

Nous avons identifié 16 KR dont les séquences ont été clonées dans le vecteur 

pMU3 contenant la séquence originale DEBS 1-TE provenant du plamide pJLK117. Les 

séquences des KR ont été insérées en premier lieu via deux sites de restriction 

différents en 5, AvrII et BglII, qui ont donné les meilleurs rendements en lactone lors 

de l’étude de Kellenberger et al.68 et via le site NheI en 3. 32 PKS différentes ont ainsi 

été créées. Cependant, au cours de ce travail, les résultats de Zheng et al.,100 ont mis en 

évidence l’existence d’un domaine de dimérisation en amont de chaque domaine KR à 

l’exception des domaines KR des modules 1. Ainsi les séquences de ces 12 domaines 

KR ont été reclonés afin d’inclure le domaine de dimérisation en Nter, mais cette fois-

ci en n’utilisant qu’un seul site restriction en 5, BglII.  

Les lactones ont été produites dans des cellules de S. erythraea JC2 qui est la 

souche délétée dans son génome de la région eryA qui code DEBS (à l’exception de la 

région de eryAIII qui code le domaine TE)36. Les lactones ont été extraites pour être 

ensuite analysées par GC-MS (collaboration C. Paris, LiBio, Université de Lorraine). 

Une méthode de GC a été développée afin que chaque molécule susceptible d’être 

produite (c’est-à-dire les lactones où la stéréochimie change au niveau des deux 

positions contrôlées par la KR (C2 et C3) ainsi que la lactone non-réduite en position 

C3) soit bien séparée, et permettre ainsi de mesurer son temps de rétention et le 

rendement de production. 

Mise à part pour une construction, chaque PKS recombinante a conduit à la 

synthèse d’un produit. Ceci suggère donc que l’échange de domaine KR dans le module 

2 n’affecte pas la fonctionnalité des PKS ainsi générées. L’échange de 9 KR différentes 
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de type A2 au niveau de cette PKS a permis la formation d’un produit épimérisé pour 

7 d’entre elles. Celles-ci ont généré également le produit réduit mais non épimérisé. 

Les rendements les plus élevés en lactone épimérisée ont été dus aux échanges avec 

Amph KR1 et Amph KR11, avec des rendements respectifs de 7 et 14 mg/L. Cependant 

l’échange de 7 KR de type B2 a abouti à la formation d’un produit épimérisé pour 

seulement 2 d’entre elles. À l’exception d’Elai KR4 et de Con KR10, l’ensemble des 

constructions produisait la lactone non réduite en C3, la cétolactone. Ce polykétide est 

produit avec le rendement le plus élévé sauf pour Amph KR1 et Amph KR11. Ce 

rendement variait de traces à 59 mg/L, alors que celui des lactones réduites variait de 

traces à 14 mg/L. Concernant les KR1, le rendement de chaque type de lactone produite 

était légèrement supérieur lorsque leur séquence nucléotidique a été insérée par le 

couple BglII/NheI plutôt que AvrII/NheI, validant le choix de BglII pour le deuxième 

cycle de clonage. 

 



Evaluating Ketoreductase Exchanges as a Means of
Rationally Altering Polyketide Stereochemistry

Thibault Annaval,[a] C¦dric Paris,[b] Peter F. Leadlay,[c] Christophe Jacob,*[a] and
Kira J. Weissman*[a]

Introduction

Complex bacterial polyketides find wide use in clinical therapy,

notably as antibiotics, immunosuppressants, and anti-cancer

agents.[1] There is therefore significant interest in specific tailor-

ing of their structures to generate analogues for evaluation as

drug leads. A complementary approach to conventional chemi-

cal modification (semisynthesis) is to genetically engineer the

underlying biosynthetic pathways.[2] This approach is particu-

larly appealing for this type of polyketide, as the carbon skele-

tons are constructed on modular polyketide synthase (PKS) as-

sembly lines in which each round of chain extension is han-

dled by a specific set (“module”) of enzymatic domains.[1] Mini-

mally, the modules comprise an acyltransferase (AT) for build-

ing-block selection, a ketosynthase (KS) to join the blocks

together, and an acyl carrier protein (ACP) domain, which

serves as a tethering point for the growing chains. There can

be additional catalytic domains that chemically modify the

newly formed intermediates: ketoreductase (KR), dehydratase

(DH), and enoyl reductase (ER) domains. However, the promise

of modular PKS synthetic biology remains hampered by our

limited understanding of the structure and function of these

multienzymes.[3]

Complex polyketides are typically rich in stereocenters, and

the ability to alter the stereochemistry, especially for hydroxy

groups that serve as attachment points for further enzymatic

processing,[4] is a particularly desirable goal in PKS engineering.

Our current model for stereocontrol by a modular PKS is

shown in Scheme 1. The configuration of the hydroxy groups

in a newly added chain-extension unit is established by the

NADPH-dependent ketoreductase (KR) domains acting on the

b-ketoacyl–ACP intermediates.[5] The face of the keto group to

which the 4-pro-S hydride[6,7] is delivered is thought to be de-

termined by the direction of substrate entry into the KR active

site, thereby orienting it with respect to the NADPH cofactor.[8]

Control of the 2-methyl configuration is more complicated, as

it arises from the combined action of multiple domains—the

AT responsible for selection of the methyl-branching extender

unit methylmalonyl-CoA, the KS domains, which catalyze chain

extension, and in many cases, the KR domains. Studies on 6-

deoxyerythronolide B synthase (DEBS, the erythromycin PKS)

revealed that all of the AT domains recruit the 2S and not the

2R isomer of methylmalonyl-CoA,[9, 10] a choice that can be ra-

tionalized by inspecting the crystal structures of individual AT

domains.[11] Based on homology among PKS ATs, it is assumed

that all these domains exhibit the same stereochemical prefer-

ence.

Condensation of the extender unit with the growing chain

by the KS domains then proceeds with inversion of configura-

tion at the methyl center,[12] thereby generating the d-config-
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Modular polyketide synthases (PKSs) are multidomain multi-

enzymes responsible for the biosynthesis in bacteria of a wide

range of polyketide secondary metabolites of clinical value.

The stereochemistry of these molecules is an attractive target

for genetic engineering in attempts to produce analogues ex-

hibiting novel therapeutic properties. The exchange of keto-

reductase (KR) domains in model PKSs has been shown in sev-

eral cases to predictably alter the configuration of the b-hy-

droxy functionalities but not of the a-methyl groups. By sys-

tematic screening of a broad panel of KR domains, we have

identified two donor KRs that afford modification of a-methyl

group stereochemistry. To the best of our knowledge, this pro-

vides the first direct in vivo evidence of KR-catalyzed epimeri-

zation. However, none of the introduced KRs afforded simulta-

neous alteration of methyl and hydroxy configurations in high

yield. Therefore, swapping of whole modules might be neces-

sary to achieve such changes in stereochemistry.
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ured methyl in the resulting ACP-tethered intermediate. Al-

though it was initially proposed that the KS domains were also

responsible for epimerization thus yielding the l-configuration

observed in many polyketides,[13,14] it is now clear that l-

methyl groups arise from the epimerase activity of certain KR

domains, even when the KRs are inactive as ketoreductas-

es.[15–18]

This understanding has led to the classification of modular

PKS KR domains into six types:[15] those catalyzing ketoreduc-

tion but not epimerization (A1 and B1), ketoreduction and epi-

merization (A2 and B2), epimerization but not reduction (C2),

and fully inactive KRs (C1). Furthermore, specific combinations

of KR sequence motifs (“fingerprints”) can be used to assign

the domains to these categories, thus suggesting direct in-

volvement of these residues in stereocontrol.[15] The direction

of ketoreduction seems, therefore, to be an intrinsic property

of the KR. In support of this, in the recently solved cryo-elec-

tron microscopy structure of a PKS module captured just prior

to ketoreduction, the ACP domain carrying the polyketide in-

termediate docks against the KR, which positions the substrate

to enter from either side of the active site.[19] However, al-

though specific mutations of fingerprint residues altered the

direction of reduction of model substrates in vitro,[20,21] the

equivalent changes introduced into the PKS did not produce

the same change in stereochemistry in vivo.[22] Additionally, ex-

tensive comparative analysis of these motifs does not reveal

any obvious acidic or basic residues uniquely associated with

epimerizing (A2/B2) KR domains.[17] Thus, the detailed molecu-

lar basis for stereocontrol by KR domains remains unresolved,

hampering further attempts to alter stereochemistry by site-di-

rected mutagenesis.

An alternative approach for manipulating the KR-catalyzed

reaction involves exchanging one KR domain for another with

intrinsically opposite stereospecificity.[6] In this way, it

is in principle possible to change the stereochemistry

of the C2 methyl, the C3 hydroxy, or both simultane-

ously. This strategy has been previously explored by

an approach termed “reductive loop swapping”[23] by

using a model system derived from the DEBS PKS

(DEBS 1-TE: the first multienzyme DEBS 1 fused to

the chain-terminating thioesterase; Scheme 2).

DEBS 1-TE catalyzes the release of the chain at the tri-

ketide stage, thereby giving a d-lactone, which is

highly amenable to structural analysis by gas chro-

matography–mass spectrometry (GC-MS). In this earli-

er work, the gene encoding KR2 (the non-epimerizing

A1-type KR) from the second module of DEBS 1-TE

was initially replaced with a polylinker containing

a number of restriction sites, thus allowing variation

in the points of fusion between the introduced KR

and the flanking AT and ACP domains of the parent

PKS.[23] Inspection of the high-resolution structures of

AT,[11] KR,[24] and ACP[25] domains confirmed that the

chosen fusion points all lie outside of the conserved

domains within the linker regions. By introducing

genes encoding a range of B1-type (non-epimerizing)

KRs from DEBS and other PKSs into the polylinker, it

was possible to efficiently and predictably alter the stereo-

chemistry of the ketoreduction. However, attempts to change

the methyl stereochemistry (or both the methyl and hydroxy

configurations together) by introducing one A2 and one B2

type KR, respectively, yielded only traces of the expected prod-

ucts.[23] Here, we examined whether the use of a more exten-

sive pool of donor epimerizing KR domains improves the yield

of methyl-epimerized products.

Results and Discussion

In modules that incorporate only KR domains and no other re-

ductive elements (DH or ER), KR epimerase activity can be di-

rectly detected by inspection of the stereochemistry of the cor-

responding methyl center in the final polyketide product (i.e. ,

for a KR to be assigned as epimerizing, both its sequence and

the product polyketide structure must be known). We there-

fore sourced KR domains from modules of this type, a choice

which additionally simplified the definition of the domain

boundaries (the boundaries are shown in Figure S1 in the Sup-

porting Information). We obtained and cloned 14 such epime-

rizing KR domains:[26] eight A2-type KRs (amphotericin (Amph)

KR1 and KR11,
[27] concanamycin (Con) KR4 and KR10,

[28] elaiophy-

lin (Ela) KR4,
[29] oligomycin (Olm) KR5,

[30] pimaricin (PIMS) KR7,
[31]

and candicidin (Can) KR13)
[32] and six B2-type KRs (erythromycin

(DEBS) KR1,
[33] lankamycin (Lkm) KR1,

[34] pikromycin (Pik) KR1,
[35]

lasalocid (Las) KR7,
[36] ECO-02301 (ECO) KR19,

[37] and stambomy-

cin (Sam) KR21).
[38] For KRs that are preceded by a recently

identified dimerization domain,[39] the sequence encoding this

region was also included, as done previously.[23] The fact that

this pool of KR domains operates on chains of vastly different

length (from five-carbon chains in the case of KR1 to a 45-

carbon chain for Sam KR21) allowed us to explore potential

Scheme 1. Unified model for stereocontrol in a modular PKS. The AT domains select

a single isomer (2S) of the extender unit methylmalonate, and transfer it onto the ACP

domain. KS-catalyzed Claisen-type condensation between the extender unit and the

growing polyketide proceeds with inversion of stereochemistry at the methyl center and

gives uniquely the d stereochemistry. The adjacent b-keto group can then be reduced in

either direction by the KR domain to give an overall A1- or B1-type product ; alternatively

the methyl center can be epimerized by the KR domain prior to ketoreduction, thereby

affording the A2- and B2-type configurations.
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links between native substrate size and control of stereochem-

istry during the reduction of a model triketide.

We also cloned the two KRs from the mycolactone (Mls)

PKS: KRA, which is present in identical copies in three modules,

and KRB, which occurs in 13 modules.[40] In its native contexts,

KRA reduces intermediates lacking an a-methyl, but the

domain can act on a-methyl-containing substrates (at least in

vitro), with a preference for those containing an l configura-

tion.[41] In all but one of the modules in which it is active, KRB

does not appear to catalyze methyl-group epimerization; how-

ever, the product of module 2 contains an l-methyl group,

thus suggesting that KRB epimerizes this center.[40] Given these

observations, it was of interest to see how both these KRs

would perform in a non-native context against substrates bear-

ing an a-d-methyl. A detailed comparison of the sequences of

KRB from module 2 with that from module 1 (a putatively non-

epimerizing KRB) revealed three residues that differ,[42] although

they do not account convincingly for why the module 2 KR

should be epimerizing (Figure S2). Nonetheless, we introduced

these three residues into our initially cloned KR-coding se-

quence by site-directed mutagenesis, and simultaneously re-

moved the internal BglII and NheI restriction sites. By compara-

tive sequence analysis (Figure S1), it was clear that the linker

region into which the 5’ splice site should be inserted was up-

stream of the DH domain preceding KRB, and therefore we am-

plified DH2 along with KRB. Sequence analysis (Figure S1) also

suggested that this DH domain should be active, although the

product structure shows that it is not. Given this ambiguity, it

was unclear as to whether DH2 would be functional in its new

context.

Each KR was introduced into the previously described

DEBS 1-TE model system[23] by using 5’ and 3’ polylinker restric-

tion sites (BglII and NheI, respectively; Figure S1); this reprodu-

cibly gave high yields in the initial experiments with a variety

of KR donors. In the case of the KRs sourced from module 1,

we additionally used a 5’ AvrII site, as these KRs were previous-

ly reported not to tolerate substrates larger than diketides,[16]

and so we thought it prudent to choose more than one fusion

point in the target PKS. To facilitate heterologous expression in

Saccharopolyspora erythraea JC2,[43] the original DEBS 1-TE-en-

coding gene was transferred from plasmid pJLK117[23] to plas-

mid pMU3 (Escherichia coli/Streptomyces shuttle vector), which

contains oriT and an attP integration site from bacteriophage

VWB. The KR-modified DEBS 1-TE constructs in pMU3 were

transformed into S. erythraea JC2 by transconjugation with

E. coli ET12567(pUZ8002). JC2 is a derivative of the native

erythromycin-producing strain that lacks the DEBS genes (eryA)

except the region encoding the terminal TE domain.[43] Thus, in

this strain, integration of pMU3-based plasmids encoding

DEBS 1-TE can occur either at the attB site or at the TE gene.

Previous experiments have shown that lactone yields for these

two sites are essentially the same.[44] Following selection of

transformants grown as colony “patches”, identical-size sam-

ples of the transconjugants (at least five clones per plasmid)

Scheme 2. Model biosynthetic system. A) The parent DEBS 1-TE was generated by relocating the C-terminal thioesterase of DEBS 3 to the end of DEBS 1. The

resulting mini-PKS produces a triketide lactone from either acetate or propionate as the starter unit. B) Derivative of DEBS 1-TE amenable to exchange of KR

domains, created by replacing the A1-type KR domain (KR2) with a polylinker. In this work, various A2- and B2-type KR domains were introduced into the poly-

linker at BglII/NheI or AvrII/NheI restriction sites. The resulting triketide lactones were then analyzed by GC-MS to determine the stereochemistry at positions

2 and 3.
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were grown in liquid TSB medium for two days at

30 8C. Equal portions of the cultures were then used

to inoculate SM3 production plates, which were in-

cubated for 14 days at 30 8C. Equal-size portions of

each SM3 plate were removed and analyzed.

In S. erythraea JC2, the mini-PKS uses propionate (a

forms, Table 1) and acetate (b forms) as the starter

unit (Scheme 1, R=Me or Et; a:b ratios in JC2 be-

tween 1:1.6 and 2.6:1). Assignment of product identi-

ty and stereochemistry by GC-MS on an Agilent

7890-5975C was based on the availability of three of

the triketide lactone diastereoisomers at positions 2

and 3 (1–3, Table 1) and the 3-ketolactone 5 ; 4 was

assigned by elimination, as only four reduced prod-

ucts are possible (positions 4 and 5 are determined

by module 1, which was not altered in this experi-

ment). Lactones 1a and 2a were derived by chemical

synthesis[17,45,46] and are additionally generated by

strains JC2/pJLK30 and JC2/pJLK25 along with 1b

and 2b ;[23] 2a was a kind gift from A. Garg and D.

Cane, Brown University, USA); lactones 3a, 3b, and ketolac-

tones 5a and 5b are previously identified products of strains

JC2/pJLK30 and JC2/pJLK35.[23] Strains JC2/pJLK25, JC2/pJLK30,

and JC2/pJLK35 were therefore grown alongside the newly en-

gineered strains to serve as controls. The lactone products 1–5

were well resolved, gave similar retention times as observed

previously (Figure 1 and Table 1),[23,45] and exhibited masses

and fragmentation patterns consistent with their structures

(Figure S3).[47] To quantify product yields, we generated a stan-

dard curve from a sample of 2a. This showed an essentially

linear increase in peak area in the resulting chromatograms for

concentrations of product between 6 and 100 mgL¢1 (Fig-

ure S4), thus allowing determination of product yields in this

range either by direct analysis of the biosynthetic sample or

after suitable dilution (yields below 6 mgL¢1 are therefore esti-

mates). Two clones of each construct were analyzed (Table 2;

a representative analysis of each construct is provided in Fig-

ure S5).

All KR domains were introduced at the same two restriction

sites (BglII and NheI) within the polylinker. The fact that all but

one (Ela KR4) of the resulting multienzymes produced at least

one lactone in yields comparable to the earlier swap experi-

ments (traces–59 mgL¢1 vs. 5.5–27 mgL¢1)[23] validated this

choice, and demonstrated that all these engineered PKSs were

functional. Nonetheless, the yields were uniformly lower than

those obtained from the parent DEBS 1-TE multienzyme

(100 mgL¢1), thus showing that KR swaps compromise enzyme

activity.[23] Use of the alternative 5’ AvrII site to insert the KR1s

uniformly lowered yields, thus again showing that splice site

selection is a crucial parameter in these experiments. For all

nine constructs in which the introduced KRs were active for

reduction, only the correct sense of hydride delivery was ob-

served (A-type for A2 KRs, B-type for B2 KRs). These data are

Table 1. Possible products resulting from introduction of A2- and B2-

type KRs into DEBS 1-TE.

tR [min]

Catalytic events Product R=Et

(a)

R=Me

(b)

epimerization/B-type reduction 15.2 n.d.

no epimerization/A-type reduc-

tion
15.7 14.7

no epimerization/B-type reduc-

tion
15.9 14.9

epimerization/A-type reduction 16.1 15.1

no reduction 14.3 13.3

epimerization/B-type reduction/

dehydration
14.1[a] 12.4[a]

[a] Analysis by UHPLC-MS following methylation; all others by GC-MS.

n.d. : not detected.

Figure 1. GC-MS identification of the lactones. Standards for lactones 1–3 and 5 were

obtained from previously investigated strains:[23] A) 2a, 2b from JC2/pJLK25; 1a, 3a, 3b

from JC2/pJLK30; B) 5a, 5b from JC2/pJLK35. Lactones 1a and 2a were verified by com-

parison to synthetic standards. The identities of lactones 4a and 4b (shown here, JC2/

Amph KR1) were assigned by elimination.
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consistent with the idea that the direction of ketore-

duction is a fundamental property of the KR active

site,[5, 19] thus explaining why the majority of KRs

tested were shown to generate the anticipated hy-

droxy configurations in new contexts.[5, 14]

In total, nine of the 16 KR exchanges resulted in

product with a C2-epimerized methyl group, consis-

tent with the intrinsic epimerase activity of this panel

of KRs. Yields ranged from trace amounts up to 7

and 14 mgL¢1 (Amph A2-type KRs 1 and 11 respec-

tively; Table 2), a significant improvement over previ-

ous attempts.[23] These data also demonstrate that

the TE domain can, as predicted, efficiently release

diastereomeric product from the engineered multien-

zyme.[48] Nonetheless, that nearly half of the donor

KRs did not switch the product configuration shows

that a detailed understanding of the molecular basis

for epimerization remains elusive. Interestingly, Mls

KRA, which normally reduces a Ca-methylene product,

was found to epimerize an adjacent methyl center,

albeit inefficiently.

The B2-type Lkm KR1 and Sam KR21 only performed

ketoreduction when the adjacent methyl center was

epimerized, and gave exclusively 1. In contrast, all

the A2-type KRs produced trace quantities of 2 incor-

porating a non-epimerized methyl group in addition

to 4, in which the methyl is epimerized, thus showing

that epimerization is not an absolute prerequisite for

ketoreduction by these KRs. As A2-type KRs normally

generate a single (epimerized) product, these data

argue that the context in which the KR operates can

have an effect on the stereochemical outcome. This

observation hints that the mechanism of epimeriza-

tion depends not only on the KR but additionally on

an inherent property of the host module (e.g. , pro-

viding water access to the KR active site). Indeed, it

has been observed previously that the DEBS

module 2 studied here is substantially more resistant

to proteolysis than the upstream module 1, in which

programmed epimerization occurs, thus implying

that module 2 adopts a more compact architec-

ture.[49] This factor may further complicate attempts

to rationally introduce epimerized methyl groups

into specific positions of designed polyketides by

domain swapping.

In three cases of introduced A2-type KRs (Amph

KR1 (BglII/NheI), Amph KR11, and Con KR10), the epi-

merized lactone 4 was the major product. In contrast,

in the remaining six experiments in which reduced

lactones were produced, the predominant product

was the unreduced ketolactone (Table 2), thus dem-

onstrating that these introduced A2- and B2-type KRs

operated inefficiently in this context relative to their

A1- and B1-type counterparts (yields 25–

100 mgL¢1).[23] No obvious correlation was seen be-

tween the efficiency of ketoreduction and chain

length of the native substrate of each KR, as Amph

Table 2. Results of introduction of A2- and B2-type KRs into DEBS 1-TE.

Introduced Type Chain

length

Products and yields [mgL¢1][a]

KR of native

substrate

Amph KR1 A2 C4

B/N : 6

A/N : 5

B/N : 7

A/N : ~0.5

B/N : traces

A/N : traces

Con KR4 A2 C10

29 traces traces

Ela KR4 A2 C10 no product

Olm KR5 A2 C12

52

PIMS KR7 A2 C16

18 ~2 traces

Con KR10 A2 C22

traces traces

Amph KR11 A2 C24

~3 14 traces

Can KR13 A2
C26+amino

benzoyl

~5 ~3 traces

Mls KRA A C4, C6, C12

~3 traces traces

DEBS KR1 B2 C5

B/N : 59

A/N : 6
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KRs 1 and 11 gave the highest yields of reduced relative to

ketolactone products.

For the remaining six constructs (A-type KR Olm KR5 and B-

type KRs DEBS KR1, Pik KR1, Las KR7, ECO KR19, and Mls KRB)

only the ketolactone product 5 was observed, thus showing

that although the overall multienzyme was operational, the

KRs did not work in their new positions. It has previously been

suggested that KR1 domains are poor choices for exchange

into later modules as they cannot tolerate substrates longer

than their native diketides.[45] Although this idea tallies with

some of the results obtained here, the substrates of Olm KR5,

Las KR7, ECO KR19, and Mls KRB are substantially longer, and

Amph and Lkm PKS KR1s were both functional in their new

contexts (Table 2). That Mls KRB failed to act was particularly

surprising, given its broad substrate tolerance and the fact that

it can function as both a B1- and B2-type KR. To address the

possibility that the DH upstream of the introduced

Mls KRB was in fact active and so catalyzing dehydra-

tion of the initially formed hydroxy group to the pre-

dicted trans double bond, we methylated the initial

extracts of the strain with trimethylsilyl diazomethane

(TMS-diazomethane). We then reanalyzed for the

presence of the predicted open chain methyl ester 6

(Table 1) by comparison with extracts of the previous-

ly described 6-producing strain, JC2/pJLK29:[23] 6 was

present in extracts of JC2/pJLK29 (Figure S5), but was

not detected in extracts of Mls KRB. We could there-

fore conclude that Mls KRB was indeed non-functional

in its new context. Taken together, these experiments

revealed that five of the six inactive KRs were B-type,

and suggest that these KRs are inherently less ame-

nable to relocation (at least into an A1 context) than

their A-type counterparts.

Conclusion

In previous experiments, exchange of KR domains

has proved a robust approach for predictably altering

the stereochemistry of ketoreduction within a target

module.[5, 23] Out of a total of eight screened KR do-

mains, we have identified two A2-type KR domains

(Amph KRs 1 and 11) that, when introduced through

validated splice sites into an A1-modular context,

afford modification of methyl group stereochemistry

at moderate to good efficiency. Given this hit rate, it

seems likely that further A2-type KRs amenable to

such relocation will be identified by ongoing

genome-sequencing efforts. In contrast, the Amph

KRs produced mixtures that included non-epimerized

lactone and substantial quantities of unreduced keto-

lactone. Furthermore, B2-type KRs, which would

permit simultaneous alteration of both methyl and

hydroxy configurations, appear to have generally low

portability into an A1 modular context. Taken togeth-

er, these results suggest that to obtain both efficient

ketoreduction and a change in methyl group stereo-

chemistry will require swapping complete modules

between PKS systems instead of just the responsible KR do-

mains.

Experimental Section

Materials, DNA isolation, and DNA manipulation: Streptomyces

strains, cosmids, BACs and plasmids used in this study to source

the DNA encoding the introduced KR domains are provided in

Table S1. Standard procedures for DNA isolation and manipulation

were performed.[50,51] Isolation of DNA fragments from agarose gel

and purification of PCR products were carried out with a Nucleo-

Spin Extract II kit (Macherey–Nagel, Hoerdt, France). Standard PCR

reactions were performed with Phusion high-fidelity DNA poly-

merase (Thermo Scientific) in a Mastercycler Pro (Eppendorf, Wes-

seling-Berzdorf, Germany). Synthetic oligonucleotides were pur-

chased from Sigma–Aldrich, and DNA sequencing was carried out

by GATC Biotech (Mulhouse, France). The three residues that differ

Table 2. (Continued)

Introduced Type Chain

length

Products and yields [mgL¢1][a]

KR of native

substrate

Pik KR1 B2 C5

B/N : 37

A/N : 22

Lkm KR1 B2 C6

B/N : 6

A/N : ~2

B/N : traces

A/N : traces

Las KR7 B2 C16

8

ECO KR19 B2 C42+NH2

11

Sam KR21 B2 C45

22 traces

Mls KRB

B1/

B2

C4, C6, C8,

C10,

C12, C14, C16,

C18,

C20

20 n.d.

[a] Combined yield of a and b forms. n.d. : not detected.
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between the two KRBs from modules 1 and 2 of the mycolactone

PKS were mutated by standard PCR site-directed mutagenesis:

A5459, Q5515, and H5550 (numbering according to GenBank

CAE46851) were mutated to V, L, and R respectively (oligos in

Table S2). In addition, single internal BglII and NheI restriction sites

in KRB were eliminated by standard PCR site-directed mutagenesis

without introducing changes at the amino acid level (Table S2). All

mutations were confirmed by sequencing.

Bacterial strains and culture conditions: E. coli DH5a was used in

all standard cloning procedures and was grown in LB medium;

E. coli ET12567 (pUZ8002)[52] was used in transconjugation experi-

ments with S. erythraea JC2. S. erythraea mutant strain JC2 NCIMB

40802 (in which the eryA genes are deleted, apart from the thioes-

terase domain) has been described previously.[44] ABB13 growth

medium: bacto soytone (5 g), soluble starch (5 g), CaCO3 (3 g),

MOPS (2.1 g), and agar (20 g) in 1 L (pH 7.2). After autoclaving, thi-

amine (1%, 1 mL), FeSO4·7H2O (1.2%, 1 mL) and MgCl2 (10 mm)

were added. Screening medium 3 (SM3): glucose (4 g), MD30

(40 g), soya flour (20 g), beet molasses (2.4 g), KH2PO4 (0.20 g), and

CaCO3 (2 g), in 1 L (pH 7.0).

Construction of pMU3-DEBS 1-TE expression plasmids contain-

ing alternative KR domains: The DEBS 1-TE-encoding insert from

pJLK117[23] was excised as an NdeI/XbaI fragment and ligated into

NdeI/XbaI-digested pMU3[43] to give pMU3-DEBS 1-TE. Each KR

domain was amplified from cosmid or genomic template by using

appropriate pairs of synthetic oligonucleotide primers (Table S1)

that introduced flanking restriction sites for direct cloning into

pMU3-DEBS 1-TE. KR domains from module 1 were amplified as

both AvrII/NheI and BglII/NheI fragments; the remaining KR do-

mains were amplified only as BglII/NheI fragments.

Transformation of S. erythraea JC2 by transconjugation, and

growth for triketide lactone production: The 19 expression plas-

mids were used to transform E. coli ET12567 (pUZ8002). The plas-

mids were then introduced into S. erythraea by transconjugation.[43]

Transconjugants were selected by resistance to apramycin (ac-

quired upon integration of the plasmid into the S. erythraea chro-

mosome). After 13 days, single transformants were picked and

grown as patches for 13 days on ABB13 plates supplemented with

apramycin and naladixic acid. Identically sized samples of the trans-

conjugants (at least five clones per plasmid) were then grown in

liquid TSB for two days at 30 8C. Equal portions of the cultures

were then used to inoculate SM3 production plates, which were

incubated for 14 days at 30 8C. Equally sized portions of each SM3

plate (2.2 cm2) were removed and frozen so that all samples could

be analyzed together.

Extraction of triketide lactones: Extraction of triketides was done

by the “lactonex” procedure: the excised 2.2 cm2 pieces of myceli-

um were chopped into pieces and transferred into 2 mL Eppendorf

tubes. Ethyl acetate (1.2 mL) and formic acid (20 mL) were added

with mixing. The tubes were incubated at 50 8C for 15 min, and

then vortexed for 30 min. The mixtures were centrifuged (20000g,

1 min), and the supernatants were placed into 1.5 mL Eppendorf

tubes. After evaporation to dryness under reduced pressure, the

residue in each tube was dissolved in ethyl acetate (50 mL), centri-

fuged (20000g, 1 min), and the supernatant was transferred to a

GC-MS vial for analysis.

Analysis of triketide fermentation products by GC-MS and LC-

MS: GC-MS was performed on a model 7890A-5975C system (Agi-

lent Technologies) equipped with a J&W DB 5 MS column (30 mÕ

0.25 mmÕ0.25 mm; Agilent Technologies) in EI mode: 40 8C for

2 min; 10 8Cmin¢1 to 250 8C; 25 8Cmin¢1 to 300 8C. The quantities

of all lactones present in each sample were determined by integra-

tion of the respective peaks and comparison to the standard curve

(Figure S4). The identities of lactones 1–3 and 5 were confirmed in

each case by comparison of the observed retention times and

mass spectra with those of synthetic[45, 46] and/or biosynthetic

standards;[23] the identity of 4 was assigned by elimination. Follow-

ing methylation of extracts of JC2/pJLK29, Mls KRB, and Mls KRA

(negative control) with TMS-diazomethane, LC-MS was performed

on a Dionex UltiMate 3000-LTQ UHPLC-MS system (Thermo Scien-

tific) equipped with an Alltech Alltima C18 column (150Õ2.1 mm;

5 mm) at 25 8C (flow-rate, 0.2 mLmin¢1). Metabolites were eluted

over 20 min with a linear gradient: 5–95% phase B (acetonitrile

containing HCOOH (0.1%, v/v)) in phase A (water containing

HCOOH (0.1%, v/v)). The products were analyzed by ESI-MS in posi-

tive-ion MS mode, in both the full-scan MS mode and by MS2 of

m/z 187.
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1. Supplementary Figures 
 
Figure S1, A) 
 

 

               AT                                         BglII    AvrII                           Dimerization 

Mls_KRA    280 ------EPTVSVSALSTDKPESVAVLRAAARLSTSGIPVDWQSVFDGRSTQTVNLPTYAFQRQRFWLDANRIGQGDPASQPQAQNVESRFWEAVEREDVD 

DEBS_KR1   291 -----GADLSAIHSLRRGDGSLADFGEALSRAFAAGVAVDWESVHLGTGARRVPLPTYPFQRERVWLEPKPVARR------------------------- 

Lkm_KR1    293 -----GADLAAVGTLRRGQGGAEDFAHALATAWAAGVPVRWESVFLGTAARAVPLPTAPFQRERHWLEPAPQATA------------------------- 

Pik_KR1    286 ------------GTLRREQGGQERLVTSLAEAWVNGLPVAWTSLLPAT-ASRPGLPTYAFQAERYWLENTPAA--------------------------- 

Sam_KR21   283 -----GLRASVLCTLRRGEGGVRRWLTAVAEAHVHGVRVDWAAVYAGRGGTRVELPTYAFQRRRYWLDTLELEP------PAVDRPQDWFWSAVEQEDLP 

Olm_KR5    283 -----GAEPVVTGTLRRDEGGLKRVRTALAELWTHGVPVDWTPAFPGRHGTPVELPAYPFQRTRYWPAARP--------AVAQDPQDERFWQAVDQQDLP 

Amph_KR1   285 -----GVVGVASGTLRRDNGGLDRFLLSAAQVFVRGVQVDWAPLFEGTGATRVDLPTYAFQHERYWNDRAVVD-R-----SASAPMDAEFWAAVEQADVS 

Amph_KR11  286 -----GVAGVASGTLRRDNGGLDRFLLSAAEVFVRGVQVDWAAVFEGTGASRVDLPTYAFQHENLWAMAAAPEAV-----TAADPEDAAFWTAVEDGDVS 

Can_KR13   285 -----GRPAAAVGTLRREQGGTARFLTSLAEQWVRGGRADWNAVYADTGARRTPLPTYAFQREHLWAVSARPQGS-----GDGDPADAEFWAEVEQEDAE 

PIMS_KR7   285 -----GAAAAVLGTLRRDTGATDRFLASLAEAFVRGADADWSAVFAGTGARRVPLPTYAFQREHLWAIPERSPDR-----PEADPADAEFWTAVEEEDVE 

Las_KR7    284 -----GSDARVTGTLRRDHGDLTQLHTALATAWTHGIDVDWTAVLG-DRRTPFELPTYAFQRQRYWLEPGAG----VGVPVGGTSAEARFWDAVEDEDLE 

ECO_KR19   286 -----GREAAVLGSLRRGEGGLERFWLSLGEAWVRGVAVDWHAVFAGTGARRVDLPTYAFQQEHYWLESGTAEDV-TATAHPVDAVEARFWEAVERQDVA 

Con_KR10   286 AESAEAPRTVVTGTLRRDEGGLARALTSAAELWVRGVPVLWPVLFEGTGARRTDLPTYPFEHRRYWLQSAEPAAP-SGTADETDAVDSAFWRLVERGDAA 

Con_KR4    281 ----EESDAVAVGTLRRDQGGLDRFLLSLAEAHTGGLAPEWDTLLAGHPGDTVDLPTYPFQRRRYWLER--PSAH-AEDTAATDPADAAFWESVGGQDLP 

Ela_KR4    280 -----VEDAVVVGSLRRDEGGPERLLASLGEAFVRGVAVDWAAVFAGLGASVVQLPTYAFQRQRYWLEQ--PPAP-AAA-TGGDPVDAEFWDAVEREDLA 
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                                                       ΨKR 
Mls_KRA    374 GLADSIGVTA----SAMQTVLPALSSWRRAERTQSELDSWRYQVTWLSSPATP---SSITLSGIWLLIVPSELAKT------------------------ 

DEBS_KR1   361 ------------------------------STEVDEVSALRYRIEWRPTGAGE---PARL-DGTWLVAKYAGTAD------------------------- 

Lkm_KR1    363 ----------------------------PSGTAHDAADALRYRIDWQRISAPE---PAATGPRRWLLVRYDGAAE------------------------- 

Pik_KR1    346 ---------------------------------LATGDDWRYRIDWKRLPAAE-GSERTGLSGRWLAVTPEDHSA------------------------- 

Sam_KR21   372 ALQRMLDVSGR---TPLEEALTALSAWHRRDRERSRIESWRYRTAWTPAALPA-----GRLDGRWVVAVPPDHQA------------------------- 

Olm_KR5    370 TLAGTLGLADE---QPLRELVPALSAWRRDRKERAAVESWRYRIEWRRLPEPE----RRTLPGTWLLVVPTGTGTTDEPLTGTGTTDEPVTGATTGGTAD 

Amph_KR1   374 ALTEALGTDE----ESVAAILPGLASWRRTRGERSTVDSWRYRVVWEPLAQIP----RATLDGTWLLVSAGGVDD------------------------- 

Amph_KR11  376 ALTAALGTDE----DSVAAVLPALSSWRRARKERSTVDSWRYRPTWKPVTKLP----QRTLDGTWLLVSADGVDD------------------------- 

Can_KR13   375 SLASRLELDR----EALAPLLPALSTWRRGRRDRSTVGSWRYRATWKPLGALP----SATLDGTWLLVTAEGTDP------------------------- 

PIMS_KR7   375 ALASRLRLDR----TSLAPVLPALSHWRKRRRELSTVDSWRYRATWKPLTGLP----AAALTGTWLVVAPEGADT------------------------- 

Las_KR7    374 ALVAAIGADGD--DASWAGVLPALAGWRRRQREQSALDDLRYKVTWKPTAVAD----GASATGTWLVVVPESLAG------------------------- 

ECO_KR19   380 ALTAELDVDEN---ENLTALLPALSSWRRQSRERSAVDGWRYRVTWKPAPEPT----TARLSGTWLVAVAEGAPG------------------------- 

Con_KR10   385 EAAGDLAVDA----ETLGTVLPALNAWRRRQREGAAVDTWRYRVDWQPVPDPP----AASLSGTWLVVLPEGHDDAPG---------------------- 

Con_KR4    374 ALTTTLGVRPE---DPLTVVLPALADWRRRRDERATVDSWRYRVDWRPLADAPAGRTAAAPNGTWLVAVTDGTEG------------------------- 

Ela_KR4    371 ALTAALEVDADEERSSLRTVLPALSSWRRGSRERSVLDSWRYHVTWNRVPDPA----SAALTGTWLLVAPAGRPA------------------------- 
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Mls_KRA    443 -DPVIGCAAALEAHGALVTIITIFE-PDFNRSLMGASLKDI---GSHISGVISFLGIHGSEF------SDSGAVKTLNLVQAMGDVHLDVPLWCLTQGAV 

DEBS_KR1   402 -ETSTAAREALESAGARVRELVVDA--RCGRDELAERLRSV----GEVAGVLSLLAVDEA-EPEEAPLALASLADTLSLVQAMVSAELGCPLWTVTESAV 

Lkm_KR1    407 -PAARAARAALEVAGATVTDLVVAG--APAPDALALELLRAA-EGADRIGVLSLLAVDERGEGAATPLGLPSLGGTVALARALAGSGLDGLLWCLTEDVQ 

Pik_KR1    387 --QAAAVLTALVDAGAKVEVLTAG--ADDDREALAARLTALT-TGDGFTGVVSLLD---------------GLVPQVAWVQALGDAGIKAPLWSVTQGAV 

Sam_KR21   439 HPLVTAVSAALAEAGAAPEPLPVSH--RDERGALAERLRGAS-------GVLSLLFLAEGSV-PEHPATPVAFAAALTLLHAVHDTGEPLRLWCATSGAV 

Olm_KR5    463 DPVTAAVTALLRERAEQLVVLAVD--PGSDPTTLATALRGAL-GGTEPAGVVSLTGIDGSPH-PERPVVPAGAALSLALLRALADARVTAPLWCLTHGAV 

Amph_KR1   441 --D---VAEVLEAGGAEVRRLVLDE-TCTDPAVLREHLTDTDGL----TGIVSVLADAE-EGCVRHPGLTLGLALSVSLAQALGEADVTAPLWFLTCGAF 

Amph_KR11  443 -TD---VAEALETGGAEVRRLVLDE-SCTDRAVLRERLTDADGL----TGIVSVLAGAERTGAVPGTGLVLGVALTVALVQALGDAGIDTPLWALTRGAV 

Can_KR13   442 -EYAAAVAEQLTAHGARTVPLALTG-ADADRAALTERLRDLPEP-A---AVVSLLADDESTG-AAHPVLTTGLALSVTLTQALGDAGIEAPLWALTRGAV 

PIMS_KR7   442 -DTLT---GVLAAHGAGTRTLVLDD-SCADRATLTARLTGLDGA-ADLTGVVSLPAPADEAS-ATHPTLSRAVTLTVALVQALGDAGIDAPLWCLTQGAV 

Las_KR7    443 GGWPVVVARAVDQAGGRPVVLSVDAADGADRSRLGLRIHEALGEGPVPDAVVSLLALDPSAL-PGLPDVPQALASTAALVQALLDLGLEARLWCVTSGAV 

ECO_KR19   448 DEWTSAVLRTLAEHGADVRQITVAR-TEDTRAGLAERIRDVLADGPAVSGVLSLLTPAGADE-PFQVSAPGGVITTLSLVQALGDAEVAAPLWCVTRGAV 

Con_KR10   455 APLARDSVTALTEAGADVVTVRLTD-ADADRATLGERLTTAL-EGRTPQGVLSLLAIAGRPH-PDHPAVSAGSALTLVLVQALGDLGVEAPLWCATHGAV 

Con_KR4    446 DPAREAAVRALREAGAVPVPVVLTE-AHTDRATLTAHLSEAS-TG-PVHGVLSLVALDERPH-PSHPHLPLGLALTLTLVQALGDAGVTAPLWCATRGAV 

Ela_KR4    442 AEFIDAVRDGLETHGATVVT--VEA-AEADRAAVAARLAEAT-AGDTPAGVLSLLGLADAPH-PGHAGVPMGLALTLALVQALGDTGVAAPLWLATRGGV 
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                                                                                                                KR 

Mls_KRA    532 SISADDLIRCSSAALVWGLGRVVALEHPGSWG-GLVDLPES--PDDAAWERLCALLAQP-TDEDQFAIRPSGVFLRRLIHAPATTTSKSSTAWAPRGTVL 

DEBS_KR1   494 ATGPFERVRNAAHGALWGVGRVIALENPAVWG-GLVDVPAG--SVAELARHLAAVVSGG-AGEDQLALRADGVYGRRWVRAAAP---ATDDEWKPTGTVL 

Lkm_KR1    503 VTSADERPGDPAREALWGLGRVIALEHPGLWG-GLIDVPAG--STAELTRSLAGVLTGG-SGEDQLALRPAGVFARRWKRAAPR---TAPGGWEPTGTAL 

Pik_KR1    467 SVGRLDTPADPDRAMLWGLGRVVALEHPERWA-GLVDLPAQ--PDAAALAHLVTALSGA-TGEDQIAIRTTGLHARRLARAPLHG-RRPTRDWQPHGTVL 

Sam_KR21   529 AAAPGDTVTHPDQALAWGLGRVAAHEY-TQWG-GLVDLPAA--PEPRALARLATVLAGT--DEDQTAIRATGIFVPRLRRAEPA---APRGMWRPSGTVL 

Olm_KR5    559 TTDDDAGPVHPEQAAVWALGRVAALEFPGTWG-GLVDLPDP--LDDRTADRLAAVLAGL-DGEDQVALRPSGVFGRRLVRATPR--ATAGTGWRPRGTVL 

Amph_KR1   530 STGPSDTVTRPLQSQIAGLGWTVAVEHPHRWG-GGVDLPEA--LDARAAQRLVAALAGALGDDDQLAVRPAGVLARRIVRASGDT-RRKARSWKPRGTTL 

Amph_KR11  534 STGRSDKVTAPVQAQVTGIGWTAALECPGRWG-GVVDLPET--LDARAGQRLAAVLAGALGDDDQIALRSSGVFTRRIVRADAAP-DGSARDWKPRGTTL 

Can_KR13   535 STGRADRLTRPAQALVQGFGWTAALEHPDRWG-GTVDLPET--LDRRAGERLAAVLSGTTGE-DQLAVRASGVLARRVSPA--PA-PTGTGRWSPRGTVL 

PIMS_KR7   535 STGRADRLTRPDQAQILGLGWTAALEHPQRCGAGLVDLPEE--LDRRAGERLAAVLTGRSGE-DQLAVRSSGVFARRVVRAAPAD-PAPARPWTPRGTTL 

Las_KR7    542 SVSGADGPSAPEQAAVWGFGRVAGLEHPHLWA-GLVDLPPE--ADERTAARLVGVLAGA-GGEDQVALRSSGVFVRRLVRAPASE-VPAVRSWKPGGTVL 

ECO_KR19   546 ATGRSEQVADPAQAPVWGLGRVTALEHGERWG-GLIDLPGTDAVDDRALARLAGVLAGD-AAEDQVAVRASGLFVRRLVRVRLAE-TPVVREWRPQGTTL 

Con_KR10   552 TTGDTDTLSAPDQALIWGTGMVAALEHPTRWG-GLVDLPPS--LNSLSRDRLRAILAGA-TGEDQLAVRSVGLLGRRLVRAPRP--SGTRPAWKPRGTVL 

Con_KR4    542 TTGRDDAVTSPGQHMVWGLGRCAALEHPQRWG-GLVDLPDT--LDERAAARLCGILAGR-DDEDQVAVRPSGAYGRRLVRARPAD-PARADAWQPRGTVL 

Ela_KR4    537 SVGGTDVLDSPAQAAVWGLGRVAALEHPQRWG-GMIDLPGT--VDGRVTTRLCGALAGRLGDEDQLALRPSGVFTRRLVRAAGH--RGSGASWTPEGTVL 
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Mls_KRA    628 ITGGTGALGAHVARWLAHKYESVDLLLTSRRGMAADGATELVDDLRTAGASVTVHACDVTDRTSVEAAIAG-----KSLDAVFHLAGRHQPTLLTELEDE 

DEBS_KR1   587 VTGGTGGVGGQIARWLARRG-APHLLLVSRSGPDADGAGELVAELEALGARTTVAACDVTDRESVRELLGGIGDDV-PLSAVFHAAATLDDGTVDTLTGE 

Lkm_KR1    596 VTGGTGGIGRNVARWLAQHG-APHIVLVSRSGPEAPGAGELAAELRALGSAVTLAACDVTDREALRSLLAALPADQ-PLTSVFHTAATLDDGTLDTLTGE 

Pik_KR1    562 ITGGTGALGSHAARWMAHHG-AEHLLLVSRSGEQAPGATQLTAELTASGARVTIAACDVADPHAMRTLLDAIPAET-PLTAVVHTAGALDDGIVDTLTAE 

Sam_KR21   620 VTGGTGGIGAHVARWLAASG-AEHLLLLSRRGPEAPGAKELVAELRESGTDVTVAAVDAADHDALAAVLADLPAAQ-PLTAVFHAAGIVDSSILDSLTPD 

Olm_KR5    653 VTGGTGALGRRVARWLAREG-AEHLVLTSRRGPLAPGADALVTELTGLGVKVTLLSCDLADPAQVTAMVAEAQRDGDPIGAVVHTAGGGGLGPLAEAGPD 

Amph_KR1   626 VTGGSGTLAPGLARHLAAQG-AEHLVLLSRRGADAPGAAELAAELQAAGTEVRFAACDITDPDAVAALLADLKAEGRTVRTVVHTAAVIELAALADTTVD 

Amph_KR11  630 VTGGSGTLAPHLARWLAEQG-AEHLVLVSRRGPEAPGAAELRAELAERGTETTLAACDITDRDAVAALLESLKAEGRTVRTVVHTAATIELHTLDATTLD 

Can_KR13   628 VTGGTGTLGPHLARWLADQG-ARDLVLTSRRGADAPGAAELAAELGERGCRVTVAACDVTDREAVAALLDGLTAEGRTVRSVFHTAAVIELQSIEETSLD 

PIMS_KR7   631 VTGGTGTLAPHLARWLAQQG-AEHIVLTSRRGPAAPGAAELVQELAELGCQAEAVACDLTDRDAVAQMLAALRAEGRTVRTVVHTAVTIELAPLDETTLD 

Las_KR7    637 VTGGTGGLGRQVARWLARGG-ADHLLLVSRRGVDAPGADELVDELTDLGARVTVAACDVADRDAVQRLLSEQVPSDAPLTAVIHTAAVLDDGVIDSLSPE 

ECO_KR19   643 VTGGTGALGAHVARWLAENG-AEHLLLTSRRGPDAPGAAALRDELTALGAQVTIAACDVSDRDAVAALIAAVPADQ-PLTAVVHTAAVLDDGVIEALTPE 

Con_KR10   646 VTGGTGALGPHVARWLARGG-AEHLVLPGRRGADVPGADELRAELAELGTELSLPACDVADRDQIAGLLAGLEEQGTPVTAVFHAAAYIQLASLDDTPLD 

Con_KR4    637 VTGGTGGVGAHLARWLAKGG-AEHLVLVGRRGADTPGAADLTAELTALGTRVTVAACDVADRDRLAELVAGLEQDGPPIRTVIHAAGTGLLVPLSDTDPD 

Ela_KR4    632 LTGGTGGVGAQIARRLAQAG-AEHLVLTSRRGPEAPGADKLKAELTELGAKVTVAACDVADRAALEALVREVEAEGPPIRSVLHIAGAGVLVPLADTDLA 
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Mls_KRA    723 SFSDELAPKVHGAQVLSDITSNLTLSAFVMFSSVAGIWGGKSQGAYAAANAFLDSLAEKRRTLGLPATSVAWGLWAGG---GMGDRP----SASGLNLIG 

DEBS_KR1   685 RIERASRAKVLGARNLHELTRELDLTAFVLFSSFASAFGAPGLGGYAPGNAYLDGLAQQRRSDGLPATAVAWGTWAGS---GMAEGP-VAD---RFRRHG 

Lkm_KR1    694 RIEQAGRAKTLGARNLHELTADAPLTAFVLFSSFASAFGAPGLGCYAPGNAYLDGLARRRRADGLPATSVAWGTWAGS---GMAEGP-VAE---RFRRHG 

Pik_KR1    660 QVRRAHRAKAVGASVLDELTRDLDLDAFVLFSSVSSTLGIPGQGNYAPHNAYLDALAARRRATGRSAVSVAWGPWDGG---GMAAGDGVAE---RLRNHG 

Sam_KR21   718 RVETVLRAKVAGALTLHRATADLDLSAFVLFSSLAGVFGSAGEGNYAPGNAFLDAFAQYRRAQGLVATSVAWGSWAGA---GMAEGD-FGD---VLERHG 

Olm_KR5    752 DLAEAMAAKVTGIAHLEAALDPEQLDAVVYFSSISASWGAGDHGVYAAANGVLDARAEARSAAGVHTVSLAWAPWAGG---GMADDP-VFD---TLSRKG 

Amph_KR1   725 AFADVVHAKVTGARILDELLDDEELDDFVLYSSTAGMWGSGVHAAYVAGNAYLSALAEQRRARGARATSIHWGKWPDDLERELA-------DPHQIRRSG 

Amph_KR11  729 DFDRVLAAKVTGAQILDELLDDEELDDFVLYSSTAGMWGSGAHAAYVAGNAYLAALAEHRRARGLTALSLSWGIWADDLQLGRV-------DPQMIRRSG 

Can_KR13   727 AFAKVVHAKTAGAAHLDELLDDDQLDAFVLYSSTAGMWGSGRHAAYVAANAHVNALAEHRCARGAHGTAVSWGIWADDMKLGRV-------DPGQIRRSG 

PIMS_KR7   730 DFAKVMDAKVIGARHLDELLGD-DLDAFVLYSSTAGMWGSGAHAAYVAGNAYLNALAEHRRARGARATAVSWGIWADDLKLGRV-------DPGQIRRSG 

Las_KR7    736 RMEQVLRVKVGGAVHLYELTRESDLSAFVLFSSFGSTFGLPGLGNYAPGNAALEALAEQWRAEGRPATAVGWGTWAGG---GMADGG-VGE---RGRTHG 

ECO_KR19   741 QIERVLRVKVDATLHLHELTRELDLSAFVFFSSFAATFGAPGQGNYAPGNAFLDAFAEYRRASGLPATSIAWGPWGDG---GMAEGA-VGD---RMRRHG 

Con_KR10   745 AFAEVVAAKAEGARHLDELLDR-ELDAFVLFSSVAGVWGSSNHAAYTAGNAYLDALAEHRRARGLSATTVDWGVWSAANPWAVRETV-DESDFYRVQKQG 

Con_KR4    736 EFADTLYAKVAGAENLDAVFDRDDLDTFVLFSSISGVWGSGDHGAYAAANAHLDALADRRRARGRTATSVVWGIWDPEGGAGMAANL-VEE---QLRGRG 

Ela_KR4    731 EFADTAEAKVAGAANLDALFDRDTLDSFVLFSSISAVWGSGEHGAYAAANAYLDGLAENRRARGLTATSVVWGIWSPEEG-GMAANL-AEE---QLRGRG 

consensus  801  .  ....*. ..  *...  . .*...*..** ....*......*...*......*..... *. .....*. *..    ....     .    ....* 

 

                                                                                              NheI     ACP 

Mls_KRA    816 LKSMSADLAVQALSDAIDRPQATLTVASVNWDRFYPTFALARPRPFLHEITEVMAYRESMRSSS-------ASTATLLTSKLAGLTATEQRAVTRKLVLD 

DEBS_KR1   778 VIEMPPETACRALQNALDRAEVCPIVIDVRWDRFLLAYTAQRPTRLFDEIDDARRAAPQA-------------AAEPRVGALASLPAPEREKALFELVRS 

Lkm_KR1    787 VVEMAAPEALDALRTALDRAEVCPVIIGVDWERFLLAYTAQRPTRLFDALPEARHAHEALRRAH--------GAPAGPAGGLAELPAAERGRALLDLVRR 

Pik_KR1    754 VPGMDPELALAALESALGRDETAITVADIDWDRFYLAYSSGRPQPLVEELPEVRRIIDARDSATSGQGGSSAQGANPLAERLAAAAPGERTEILLGLVRA 

Sam_KR21   811 IHRMEPEHALAGLRTALEGDETTLALADIRWDVFSWFFTATHPSRLLDELPDVRKLRQPAQQGP-AQGSAADQESLSPAQRLAGASEAERNRFLLDLVRD 

Olm_KR5    845 LPLIDPDLAVSALAAVLAEGESSLLLVDVDWERFTPQFTFERPTRLLTELPEARPEPATDDTAP-D------TAASPLAQRLAALTGPQRTAALRDLVRE 

Amph_KR1   818 LEYLDPELAMTALTRVMEDDETVIGLMDIDWGTYHDVFTAGRPSHLFDRIPEVARLLADRAAP----AAT-AVATSGLAARLQGVSAAEQDRIVLSVVRE 

Amph_KR11  822 LEFMDPQLALSGLKRALDDDEQVIAVADVDWETYHPVYTSARPTPLFDEVPEVQRLTAAAEQS----AGD-P-ARGEFAAALLALPAAEQHRKLLETVRT 

Can_KR13   820 LEFMDPRLALAGLRQVLDGDQGAVAVADVDWDRYHPVFTSSRPTELFENVPEVRRLTEQQEAR----AG----EAGEFTHRLRSLPAGEQDRLLLELVRS 

PIMS_KR7   822 LVFMDPQLALTGLRQALDDEETHLAVADVDWGRYYPVFTAARPTRLFEDLPEVRQLAQESAEV----TD----SGSEFATRLDGLAAVEQDRLLLDLVRT 

Las_KR7    829 IHELEPALATAALEQALERDESSPVIIDIDWERFAVAFHAKRPTRGFELVPEAQAALEAADGGP-GPDGG-AGDPSELLDRLAALPDAERDRALLEVVRG 

ECO_KR19   834 VIEMSPERAVAALQHALDRDETTLTVADMEWKRFVLAFTSGRARPLLHDLPEAREVMDAT-RTE-AAEDT-G-SAAALAQQLTGRPEAEQERLLLELVRT 

Con_KR10   843 LPLIEPDLALAGLQQALDDDETVIALANVDWEQFAAVFGSVRPSRLLTGVPEARRQLEEA-ATP-GASAA-TPASDVLRERLTGLAEAEQRRVTLDLVRT 

Con_KR4    832 IPFMAPQVALTGLQQVLTDDETVVLVTAVDWDRFAPVFTSARPSPLIGDLPEVRRALAEE-TAP-AQDGD-D-TASSLRDRIADLPPADRDRLLTDLVRG 

Ela_KR4    826 IPFMTPRLAIDAFWQVMDGDETVVVVADVDWERFVPVFTSARPSPLIGQVPDVARILAAD-ADT-GADAT-G-ESSSLRDRLADLAPADRQAAVLSLVRS 

consensus  901 .  .....*. ..  ... ... . .....*...   .. ................            .     .  .. ..... .... . ......  

 

 

B) 
 
Mls KRB 

 
 AvrII           Inactive DH 

  DLPTYAFQ HQRYWLLPTA GDFSGANTHA MHPLLDTATE LAENRGWVFT GRISPRTQPW 

LNEHAVESAV LFPNTGFVEL ALHVADRAGY SSVNELIVHT PLLLAGHDTA DLQITVTDTD 

DMGRQSLNIH SHPHIGHDNT TTGDEQPEWV LHASAVLTAQ TTDHNHLPLT PVPWPPPGTA 

AIEVDDFYDD LAAQGYNYGP TFQGVQRIWR DHATPDVIYA EVELPEDTDI DGYGIHPALF 

DAALHPLLAL TQPPTNDTDD TNTADTGDQV RLPYAFTGIS LHATHATRLR VRLTRTGADA 

ITVHTSDTTG APVAIIDSLI TRPLTTATGS APATTAAGLL HLSWPPHPDT TTDTDTDTDA 

 ΨKR 
LRYQVIAEPT QQLPRYLHDL HTSTDLHTST TEADVVVWPV PVPSNEELQA HQASDTAVSS 

RIHTLTRQTL TVVQDWLTHP DTTGTRLVIV TRHGVSTSAH DPVPDLAHAA VWGLIRSAQN 

EHPGRFTLLD TDDNTNSDTL TTALTLPTRE NQLAIRRDTI HIPRLTRHSS DGALTAPVVV 

    KR 

DPEGTVLITG GTGTLGALFA EHLVSAHGVR HLLLTSRRGP QAHGATDLQQ RLTDLGAHVT 

ITACDISDPE ALAALVNSVP TQHRLTAVVH TAAVLADTPV TELTGDQLDQ VLAPKIDAAW 

QLHQLTYEHN LSAFIMFSSM AGMIGSPGQG NYAAANTALD ALADYRHRLG LPATSLAWGY 

WQTHTGLTAH LTDVDLARMT RLGLMPIATS HGLALFDAAL ATGQPVSIPA PINTHTLARH 

ARDNTLAPIL SALITTPRRR AASAATDLAA RLA 

                                 NheI 

 

Figure S1. Determination of splice sites for introducing the A2- and B2-type KRs and the Mls 
KRs into the DEBS 1-TE-derived model system. A) Multiple alignment of all KRs with the 
exception of Mls KRB. The boundaries of the conserved upstream (AT)[1] and downstream 

(ACP)[2] domains as well as those of the KR structural (ΨKR) and catalytic (KR) sub-
domains,[3] and where applicable, dimerization domain,[4] are indicated, as are the positions 
of the introduced 5′ restriction sites BglII and AvrII and the 3′ site, NheI. Key: Mls, 
mycolactone; DEBS, erythromycin; Lkm, lankamycin; Pik, pikromycin; Sam, stambomycin; 
Olm, oligomycin; Amph, amphotericin; Can, candicidin; PIMS, pimaricin; Las, lasalocid; ECO, 
ECO-02301; Con, concanamycin; Ela, elaiophylin. B) Sequence of the introduced Mls DH°-
KRB didomain, color coded as in A). The linker region homologous to those in A) into which 
the AvrII site was introduced was located upstream of the DH° domain, prompting cloning of 
KRB along with this upstream region. The single active site mutation which is presumed to be 
responsible for inactivation of the domain[5] (it is G in active versions of the Mls DH) is 
indicated in bold.  
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Figure S2 
 
                                             KR start 

MlsKRB_M2    1 ALRDMS-QARHTGKIV---LTAPVVVDPEGTVLITGGTGTLGALFAEHLVSAHGVRHLLLTSRRGPQAHGATDLQQRLTDLGAHVTITACDISDPEALAA 

MlsKRB_M1    1 TIHIPR-LTRHSSDGA---LTAPVVVDPEGTVLITGGTGTLGALFAEHLVSAHGVRHLLLTSRRGPQAHGATDLQQRLTDLGAHVTITACDISDPEALAA 

DEBS_KR1     1 ALRADGVYGRRWVRAAA--PATDDEWKPTGTVLVTGGTGGVGGQIARW-LARRGAPHLLLVSRSGPDADGAGELVAELEALGARTTVAACDVTDRESVRE 

Pik_KR1      1 AIRTTGLHARRLARAPLHGRRPTRDWQPHGTVLITGGTGALGSHAARW-MAHHGAEHLLLVSRSGEQAPGATQLTAELTASGARVTIAACDVADPHAMRT 

consensus    1 ...  .. .*......   ...... .*.****.*****..*...*  .. ..* .**** ** *..*.**..*.  *. .**..*. ***..*.... . 

 

                              LDD loop                                        Catalytic region                

MlsKRB_M2   97 LVNSVPTQHRLTAVVHTAVVLADTPVTELTGDQLDQVLAPKIDAAWQLHQLTYEHNLSAFIMFSSMAGMIGSPGLGNYAAANTALDALADYRHRLGLPAT 

MlsKRB_M1   97 LVNSVPTQHRLTAVVHTAAVLADTPVTELTGDQLDQVLAPKIDAAWQLHQLTYEHNLSAFIMFSSMAGMIGSPGQGNYAAANTALDALADYRHRLGLPAT 

DEBS_KR1    98 LLGGIGDDVPLSAVFHAAATLDDGTVDTLTGERIERASRAKVLGARNLHELTRELDLTAFVLFSSFASAFGAPGLGGYAPGNAYLDGLAQQRRSDGLPAT 

Pik_KR1    100 LLDAIPAETPLTAVVHTAGALDDGIVDTLTAEQVRRAHRAKAVGASVLDELTRDLDLDAFVLFSSVSSTLGIPGQGNYAPHNAYLDALAARRRATGRSAV 

consensus  101 *........ *.**.*.*..* * .*  **.....  .  *...*..*. ** .  *.**..***.. ..*.** *.** .*  **.**..*...*..*. 

 

                  Lid region 

MlsKRB_M2  197 SLAWGYWQTRTGLTAHLTDVDLARMTRLGLMPIATSHGLALFDAALATGQPVSIPAPINTHTLARHARDNTLAPILSALITTPR 

MlsKRB_M1  197 SLAWGYWQTHTGLTAHLTDVDLARMTRLGLMPIATSHGLALFDAALATGQPVSIPAPINTHTLARHARDNTLAPILSALITTPR 

DEBS_KR1   198 AVAWGTWAGSGMAEG-A---VADRFRRHGVIEMPPETACRALQNALDRAEVCPIVIDVRWDRFLLAYTAQRPTRLFDEIDDARR 

Pik_KR1    200 SVAWGPWDGGGMAAGDG---VAERLRNHGVPGMDPELALAALESALGRDETAITVADIDWDRFYLAYSSGRPQPLVEELPEVRR 

consensus  201 ..***.*. .   .......  .*. . *.....  ....  ..**. . .... . ..    .   ...  ..... .... * 

 

 

Figure S2. Multiple alignment of the putatively-epimerizing Mls KRB (from module 2) with that 
from module 1 (non-epimerizing), alongside the epimerizing KRs 1 from DEBS and Pik. The 
three residues which differ are highlighted in red. Although they are located in three 
sequence regions (the LDD loop, catalytic and lid regions) which correlate with 
stereocontrol,[6,7] the observed amino acid differences do not clearly account for why the 
module 2 KRB should be epimerizing and the module 1 KRB not. Specifically, the module 1 
KRB incorporates an A in the LDD loop, but an A is also present in the epimerizing DEBS 
KR1, both L and Q within the catalytic region are found in the epimerizing KRs from DEBS 
and Piks, and the alternative R/H within the lid region are both positively charged residues. 
Globally, this analysis suggests that epimerization activity is not linked to the specific KR 
sequences, but occurs in response to the particular structure of the intermediate or an overall 
architectural feature of module 2. 
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Figure S4  

 

 
 
Figure S4. Calibration of lactone yields using standard 2. A) Calibration curve for the 
concentration of triketide lactone (mg L-1) vs. relative GC-MS peak area. B) Equation used to 
determine lactone yields in biological samples based on the approximately linear region of 
A). 
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2. Supplementary Tables 
 
Table S1. Sources of DNA used in this work 
 

KR domain Source of DNA 

Amph KR1 
Streptomyces nodosus strain obtained from Prof. P. Caffrey (UCD, Dublin, 
Ireland) 

Lkm KR1 Cosmid 14F1 obtained from Prof. K. Arakawa (Hiroshima University, Japan) 

Can KR13 
Streptomyces griseus strain obtained from Prof. J. A. Gil (University of León, 
Spain) 

DEBS KR1 Plasmid pIB023
[9]

 

Pik KR1 
Streptomyces venezuelae strain obtained from Prof. Y. J. Yoon (Ewha 
Womans University, Seoul, Republic of Korea) 

PIMS KR7 
Streptomyces natalensis strain obtained from Prof. J. F. Aparicio (University 
of León, Spain) 

Las KR7 Streptomyces lasaliensis
[10]

  

Con KRs Streptomyces neyagawens
[11]

 

MLS KRs BAC Mu0022B04
[5]

 

Eco KR19 
Streptomyces aizunensis strain obtained from USDA, ARS culture collection 
(Peoria, USA) 

Ela KR4 Streptomyces sp. DSM 4137
[12]

   

Sam KR21 Genomic DNA obtained from  Prof. B. Aigle (University of Lorraine, France) 

Olm KR5 Streptomyces avermitilis strain obtained from the DSMZ (Germany) 
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Table S2. Oligonucleotide primers used in this work 
 

KR domain 
Introduced 

restriction site 
Oligonucleotide 

Amph KR1 

AvrII 5'-CCTAGGCACCGGCGCGACCCGGGTCG-3' 

BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGCAC-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGGCGGCCAGGCCGCTGGTG-3' 

Lkm KR1 

AvrII 5'-CCTAGGCACGGCGGCCCGCGCGGTGCCGCTG-3' 

BglII 5'-AGATCTGCCCACCGCGCCGTTCCAGCGCGAACGCC-3' 

NheI 5'-GCTAGCCCGCCGGCCGGGCCCGCGGGTGCG-3' 

DEBS KR1 

AvrII 5'-CCTAGGCACCGGAGCACGCCGGG-3' 

BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACCCGTTCCAGCGCGAGCGCGTCTGG-3' 

NheI 5'-GCTAGCGCGCCCACCCGCGGTTC-3' 

Pik KR1 

AvrII 5'-CCTAGGCACGGCCTCCCGCCCCGGTCTGCCC-3' 

BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGGCCGAG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCCCTGGGCGGAGCTCCCGCCCTGTCCGGACG-3' 

Amph KR11 
BglII 5'-AGATCTGCCCACCTATGCCTTCCAGCACGAGAACC-3' 

NheI 5'-GCTAGCGCGGCGGCGAACTCGCCCCGGG-3' 

Can KR13 
BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGCGTGAGCACCTG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGTGGATGAACTCTCCGGCCTCGCCGG-3' 

PIMS KR7 
BglII 5'-AGATCTGCCCACGTACGCCTTCCAGCGCGAGCACCTGTGGG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGGTGGCGAACTCGCTGCCGG-3' 

Las KR7 
BglII 5'-AGATCTGCCGACGTACGCCTTCCAGCGTCAGCG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGTCGAGGAGTTCCGAC-3' 

Con KR10 
BglII 5'-AGATCTCCCCACCTACCCCTTCGAACACCGG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGCTCGCGCAGCACGTCGGAGGCCG-3' 

Con KR4 
BglII 5'-AGATCTGCCCACGTACCCCTTCCAGCGGCGC-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGTCGCGCAGCGAGGAGGCGGTGTC-3' 

Mls KRA 
BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGCGGC-3' 

NheI 5'-GCTAGCTTGCTCGTCAGGAGCGTCGC-3' 

Mls KRB 
BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCTTTCCAGCATCAGCGTTACTGGCTGCTG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGGCAGCGAGATCGGTTGCGGCAGAGGC-3' 

Eco KR19 
BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGCAGGAG-3' 

NheI 5'-GCTAGCTGCTGGGCCAGCGCGGCG-3' 

Ela KR4 
BglII 5'-AGATCTTGCCGACGTACGCCTTCCAGCGGCAGCGCTACTGGC-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGGTCGCGCAGCGAGGAGG-3' 

Sam KR21 
BglII 5'-AGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGCGTCGC-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGCTGGGCCGGCGAGAGGC-3' 

Olm KR5 
BglII 5'-AGATCTGCCCGCCTACCCCTTCCAGCGCACCCGCTACTGG-3' 

NheI 5'-GCTAGCCGTTGGGCGAGCGGGGAGGCGGCG-3' 

Mls KRB 
A5459V 

F 5'-TAGTGCACACCGCCGTGGTATTGGCCGACAC-3' 

R 5'-GTGTCGGCCAATACCACGGCGGTGTGCACTA-3' 

Mls KRB 
Q5515L 

F 5'-TAGGCAGTCCCGGTCTGGGTAACTACGCGGC-3' 

R 5'-GCCGCGTAGTTACCCAGACCCGGACTGCCTA-3' 

Mls KRB 
H5550R 

F 5'-GCTACTGGCAGACTCGCACCGGTCTCACCGC-3' 

R 5'-GCGGTGAGACCGGTGCGAGTCTGCCAGTAGC-3' 

Mls KRB BglII 
site removal 

F 5'-CTAACCGATGTAGACCTAGCCCGCATGAC-3' 

R 5'-GTCATGCGGGCTAGGTCTACATCGGTTAG-3' 

Mls KRB NheI 
site removal 

F 5'-CGGATTTGTCGAGCTGGCGCTGCATGTCGCT-3' 

R 5'-AGCGACATGCAGCGCCAGCTCGACAAATCCG-3' 
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Partie 3 : Essai de résolution de la structure d’une KR 

épimérisante 

I. Clonage et purification des KR 

 Les séquences codant la KR1 de la PKS lankamycine (Lank KR1), la KR1 de la PKS 

pikromycine (Pik KR1) et la KR6 de la PKS virginiamycine (Vir KR6) ont été amplifiées 

à partir du cosmide 14F1, de l’ADN génomique de S. venezuelae et de l’ADN génomique 

de S. virginiae, respectivement. Elles ont été clonées dans le vecteur pBG-106. Les 

vecteurs, dont la KRA clonée dans le pVB (Pr Leadlay, Université de Cambridge, UK), 

ont ensuite été utilisés pour transformer des cellules BL21(DE3) d’E. coli. La 

production des KR recombinantes a été réalisée en milieu ZYM 5052. Les cellules ont 

ensuite été lysées et le surnageant a été purifié en plusieurs étapes. La première étape 

a consisté en une colonne de Nickel-Sépharose. L’échantillon protéique obtenu a 

ensuite été dialysé en présence de protéase PreScission ou TEV pour la KRA afin de 

cliver le tag histidine, puis déposé sur une nouvelle colonne de Nickel-Sépharose. La 

purification s’est terminée par une colonne de filtration sur gel. La pureté des protéines 

a été vérifiée par gel SDS-PAGE 12,5 % (Figure 57). Les protéines ont été congelées 

dans l’azote liquide puis stockées à 80 °C. Le rendement global était de 22 mg de Lank 

KR1/L de culture, 7 mg de Pik KR1/L de culture, 14 mg de Vir KR6 /L de culture pour la 

et 8 mg deMls KRA /L de culture. 

 

Figure 57 : Gel SDS-PAGE 12,5 % des Lank KR1 (52,6 kDa), Pik KR1 (51,4 kDa), Vir KR6 (47,2 kDa) et Mls KRA (50,3 kDa) après 

purification. 
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 Les quatre protéines ont ensuite été analysées par DLS pour vérifier que les 

protéines ne s’agrègent pas dans le tampon de stockage ou de filtration su gel. Pour 

chacune des KR purifiées, l’analyse a montré un indice de polydispersité (PdI) inférieur 

à 10 % et un seul pic qui indiquent que les protéines ne sont pas agrégées (Figure 58).  

A 

 
B 
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C 

 

D 

 

Figure 58 : Données DLS obtenues sur les quatre KR après purification. A : Lank KR1. B : Pik KR1. C : Vir KR6. D : Mls KRA. 
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II. Cristallisation des KR 

II.1 Etapes de criblage et d’amélioration des premiers 

cristaux 

 Les premiers essais de cristallisation en nanogoutte ont été effectués sur les 

quatre protéines en utilisant les screens PACT premier, JCSG-plus, Morpheus, Wizard, 

SaltRX, PGA Screen, PEG/Ion Screen, JBS Screen, Index, Crystal Screen et HR. La 

présence de substrat modèle (trans-1-décalone), de cofacteur (NADPH), d’analogue 

inactif (NADPH3), de mélange trans-1-décalone/NADPH3 ou de TCEP (tris(2-

carboxyethyl)phosphine) a été testée. La concentration en protéine a été ajustée 

suivant l’aspect des gouttes de cristallisation. Ainsi, lorsque les gouttes étaient trop 

claires, la concentration en protéine a été augmentée tandis que lorsque les gouttes 

contenaient des précipités importants, la concentration en protéine a été diminuée. 

Pourtant, aucun cristal n’a été obtenu pour les Pik KR1, Vir KR6 et Mls KRA. Cependant 

un cristal était présent pour la Lank KR1 concentrée à 16 mg/mL auquel est ajouté 2 

mM de TCEP dans la condition 2 M de sulfate d’ammonium, 0,1 M de Tris-HCl pH 8,5. 

La condition a été reproduite en boîte Linbro en faisant varier la concentration en 

sulfate d’ammonium (agent précipitant) de 1,4 à 2,4 M par incrément de 0,2 M, et en 

absence et présence d’agent réducteur (TCEP, DTT (dithiothréitol), -ME (-

mercaptoéthanol)). Des cristaux ont été obtenus pour la protéine avec 2 mM TCEP et 

à 1,6 M de sulfate d’ammonium avec un mélange de 2 L de solution de précipitation 

et 1 L de protéine (Figure 59). 

 

Figure 59 : Premiers cristaux obtenus de la Lank KR1. 

 Les cristaux ont par la suite été améliorés en changeant la valeur du pH ainsi 

que la nature de la molécule tampon. Les valeurs de pH testées étaient comprises entre 

100 M 
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6 et 9 en utilisant du MES (acide 2-(N-morpholino) éthane sulfonique), de l’HEPES 

(acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1- pipérazine éthane sulfonique), du Bis-Tris et du Tris-HCl 

en tant que molécule tampon à une concentration de 0,1 M. Des cristaux ont été 

obtenus avec le tampon Tris-HCl pH 8. Après optimisation, il a été possible de réduire 

le nombre de cristaux par goutte de cristallisation ; cependant tous les cristaux obtenus 

montraient des macles, c’est-à-dire l’association de plusieurs cristaux orientés 

différemment. Les plus beaux cristaux obtenus sont montrés en Figure 60. Les spectres 

de diffractions enregistrés sur la ligne de lumière PROXIMA II du synchrotron SOLEIL 

montrent un désordre cristallin à basse résolution sur les 74 cristaux que nous avons 

testés. Nous avons interprété cela comme un désordre cristallin à longue distance, ce 

qui est cohérent avec la manière dont pousse les cristaux (formation de macle). Il nous 

a été impossible d’indexer les clichés de diffraction. 

  

Figure 60 : Cristaux obtenus avec la solution de cristallisation 1,6 M de sulfate d’ammonium, 0,1 M de Tris-HCl pH 8. 

II.2 Utilisation d’additifs 

 Afin d’empêcher la formation de macles, nous avons réalisé une gamme de 

sulfate d’ammonium de 1,3 à 1,6 M en ajoutant 0,5 à 10 % de dioxane ou 1 à 10 % de 

glycérol. La cristallisation a alors été inhibée avec l’obtention de gouttes claires à faible 

concentration de ces deux molécules et des gouttes précipitées à haute concentration. 

Nous avons également utilisé le kit des 96 additifs Hampton afin de contrecarrer ce 

phénomène. Ils ont été ajoutés dans la goutte de cristallisation à des concentrations de 

5 et 10 %. Cependant aucun cristal n’a été obtenu dans ces conditions. 

300 M 

300 M 
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II.3 Micro-ensemencement 

 Pour tenter d’obtenir des cristaux uniques et non pas associés, nous avons utilisé 

la technique du micro-ensemencement à partir de cristaux maclés broyés. Trois 

cristaux maclés de Lank KR1 ont été lavés plusieurs fois dans la solution de 

cristallisation afin d’éliminer les précipités. Ils ont été ensuite placés dans 100 L de la 

solution de cristallisation légèrement plus concentrée en agent précipitant (1,7 M de 

sulfate d’ammonium) puis broyés à l’aide de billes. Plusieurs dilutions des cristaux 

broyés ont été effectuées (1/10ème, 1/100ème, 1/1000ème). Les gouttes ont été faites avec 

un mélange de différents ratios en broyat de cristaux et protéine et ont ensuite été 

placés au-dessus des puits contenant du sulfate d’ammonium de 0,8 à 1,3 M et 0,1 M 

Tris-HCl pH 8. Des cristaux ont été obtenus pour les gouttes suspendues au-dessus du 

puits contenant 1,2 M de sulfate d’ammonium. Les cristaux étant en nombre trop 

important, ils ont été reproduits avec le broyat dilué au 1/1000ème. Les cristaux obtenus 

étaient de plus petite taille (50100 m) mais unique sous loupe binoculaire (Figure 

61). 

A  

B  

Figure 61 : Cristaux de Lank KR1 obtenus avec le broyat de cristaux dilués au A : 1/100ème et B : 1/1000ème . 

300 M 

100 M 
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 Ces cristaux ont été congelés sous flux d’azote, puis stockés en attendant la 

mission synchrotron. 

III. Enregistrement et traitement des données diffraction 

 Plusieurs jeux de données ont été enregistrés sur différents cristaux de la Lank 

KR1 sur la ligne PROXIMA I du synchrotron SOLEIL. Les clichés ont été enregistrés 

sur 360° avec une image par degré. Les données ont été indexées puis intégrées avec 

XDS92. XSCALE a été utilisé pour la mise à l’échelle92. Un exemple de la qualité d’un 

jeu de données est représenté dans le Tableau 4. Les cristaux contiennent 40% de 

solvant pour un coefficient de Matthews de 2,08 Å3/Da101. 

Groupe d’espace P21 

Paramètres de maille a, b, c (Å) 

 (°) 

69,7 47,3 70,6 

90,0 118,3 90,0 

Résolution (Å) 50-1,90 

I/(I) 13,51 (2,54) 

Rmerge (%) 8,2 (67,9) 

CC (1/2) (%) 99,8 (89,3) 

Complétude (%) 95,8 (85,2) 

Tableau 4 : Qualité des données de diffraction après mise à l’échelle. 

IV. Phasage 

IV.1 Remplacement moléculaire 

 Les structures des domaines KR1 de DEBS43, KR1 de la PKS tylosine60, KR2 de la 

PKS amphotéricine102, KR3 de la PKS pikromycine103 et KR1 de la PKS 

phoslactomycine65 ont déjà été résolues et leurs séquences partagent environ 60 % 

d’identité avec celle de la Lank KR1. 

Dans ce contexte, le remplacement moléculaire est une méthode de choix pour 

le phasage. Les coordonnées h, k et l ainsi que le fichier PDB de la structure d’un 

domaine homologue ont été utilisés par les logiciels Phaser93 et MolRep94. En utilisant 

ces deux programmes, la fonction de rotation est contrastée ; par contre, la fonction de 

translation ne l’est pas. Ceci est typique d’une erreur dans le choix du groupe d’espace. 

Les données ont donc été retraitées et un grand soin a été porté à la détermination de 
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la maille et du réseau cristallin notamment en termes de réflexions indexées et rejetées. 

Les deux groupes d’espace possibles de plus hautes symétries, monoclinique centré et 

orthorhombique centré, montrent une mauvaise qualité d’ajustement lors de 

l’indexation. De plus, les facteurs Rmerge avoisinent les 40% après intégration. 

L’existence d’une pseudo symétrie a donc été émise. Les données ont donc aussi été 

traitées en P1. Que ce soit en P1 ou en P21, la fonction de translation n’est pas contrastée 

et les solutions obtenues montrent de nombreux « clashes » stériques entre 

symétriques (protéines liées par symétrie), quels que soit les modèles utilisés. Nous 

avons également utilisé un modèle qui contient uniquement les structures secondaires 

pour s’affranchir des éléments mobiles tels que les boucles, mais sans succès. Il semble 

donc que le faible pourcentage de solvant soit responsable de l’exclusion de la bonne 

solution lors de l’étape de translation. Nous avons aussi joué sur le diamètre 

d’intégration, sans succès.  

IV.2 Obtention de dérivés lourds 

 D’autres méthodes existent pour résoudre le problème de la phase, par exemple 

le SAD ou le MAD. Ces méthodes utilisent le signal anomal d’un élément présent dans 

le cristal. Une des méthodes les plus utilisées est de produire une protéine séléniée. 

Cependant le domaine KR de Lank KR1 possède deux méthionines pour 488 résidus 

alors qu’un minimum d’une méthionine pour 100 résidus est préconisé. Nous avons 

donc décidé d’écarter cette approche et d’utiliser plutôt les lanthanides afin d’essayer 

de phaser. Pour obtenir des cristaux en présence de ces éléments (Gd, Eu, Yb), nous 

avons soit co-cristallisé la protéine en présence des différents lanthanides, soit trempé 

les cristaux dans une solution contenant l’atome lourd. Des cristaux ont été obtenus 

par co-cristallisation en présence de 10 mM de Gd, Eu-DOTA, Yb-DOTA, Eu-HPDO3A 

et Yb-HPDO3A. 

Les cristaux ont ensuite été trempés dans la solution de cristallisation afin 

d’éliminer les traces de lanthanides à la surface des cristaux puis congelés. Sur la ligne 

Proxima I, les spectres de fluorescence n’ont pas mis en évidence la présence d’Yb, d’Eu 

et de Gd dans les cristaux. Toutefois un jeu de données a été enregistré à partir des 

cristaux obtenus par co-cristallisation en présence de Gd. Après intégration, aucun 

signal anomal n’a pu être mis en évidence. 
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Les tentatives pour obtenir des cristaux de dérivés lourds plus classiques, en 

présence de platine (Pt) ou mercure (Hg) par exemple, se sont aussi avérées 

infructueuses par trempage. En effet, les spectres de fluorescence n’ont pas mis en 

évidence la présence de Pt ou Hg dans les cristaux. La présence de sels d’atome lourds 

« classiques » dans les conditions de cristallisations conduit à l’obtention de cristaux 

inorganiques en raison de la présence de TCEP dans les conditions de cristallisation. 
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Partie 4 : Etude de la stabilisation de la stéréochimie du C 

I. Clonage et purification de PIKS ACP1, KS1-AT1 et KR1 

I.1 Clonage et purification du domaine ACP1 

Pour ce projet, tous les domaines du module 1 de la PKS pikromycine ont été 

sous-clonés et purifiés : le domaine ACP1, le didomaine KS1-AT1 et le domaine KR1. Le 

gène codant l’ACP1 est synthétique et a été commandé chez DNA 2.0. Il a été sous-cloné 

dans le vecteur pET28b par le Dr C. Jacob. La séquence optimisée pour une expression 

chez E. coli de l’ACP1 ainsi que la méthode de clonage sont basées sur la publication de 

Valenzano66. Le vecteur pET28b-ACP1 a ensuite été utilisé pour transformer des 

cellules BL21 (DE3) d’E. coli rendues compétentes. La production de la protéine est 

réalisée en milieu LB kanamycine pour la protéine non marquée ou en milieu M9 

kanamycine supplémenté en 15NH4Cl avec et sans glucose 13C pour la protéine marquée 

isotopiquement 13C/15N et 15N respectivement. Les cellules ont été lysées par 

sonication, et après centrifugation le surnageant a été chargé sur une colonne de 

Nickel-Sépharose. Les fractions éluées contenant l’ACP1 ont été assemblées et dialysées 

sur la nuit en présence de thrombine afin de cliver le tag histidine. Ensuite, cet 

échantillon a été injecté à nouveau sur une colonne de Nickel-Sépharose et la fraction 

non-retenue contenant la protéine a été collectée et injecté sur une colonne de filtration 

sur gel. L’ACP1 ne possède aucun résidu aromatique, les différentes fractions d’élution 

ont donc été déposées sur gel SDS-PAGE 12,5% afin d’identifier celles où la protéine 

était présente. La protéine obtenue est pure (Figure 62). La concentration en protéine 

a ensuite été mesurée par la méthode du dosage selon Bradford. Une courbe étalon a 

été réalisée grâce à une gamme de concentration de BSA (albumine de sérum bovin) 

(Figure 63) qui nous a permis de déterminer la concentration en protéines et donc les 

rendements de purification. Ces derniers sont de 2 mg d’ACP1 non marqué/L de 

culture, 1,45 mg d’ACP1 15N/L de culture et de 0,72 mg d’ACP1 13C 15N/L de culture. Les 

solutions protéiques non concentrées ont ensuite été congelées dans l’azote liquide 

puis conservées à 80°C. L’ACP1 15N et l’ACP1 13C 15N ont été purifiés par A. Naretto 

durant son stage de M1 co-encadrée par le Dr C. Jacob et moi-même. 
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Figure 62 : Gel SDS-PAGE 12,5 % de l’ACP1 (10,6 kDa) non marqué après purification. 

 

  Figure 63 : Courbe étalon du dosage protéique selon la méthode de Bradford. 

I.2 Clonage et purification du didomaine KS1-AT1 

 Le clonage est réalisé par ligation du gène synthétique codant le didomaine KS1-

AT1 dans le vecteur pET28b. Il a été effectué par le Dr C. Jacob. Le protocole est ensuite 

similaire à celui de la purification du domaine ACP1. Le vecteur a été utilisé pour 

transformer dans des cellules compétentes BL21 (DE3) d’E. coli. La production de la 

protéine s’est faite en milieu LB supplémenté en kanamycine. Les cellules ont été lysées 

puis le surnageant a été centrifugé. La protéine a été purifiée sur une colonne de Nickel-

Sépharose. L’éluat a ensuite été dialysé en présence de thrombine afin de cliver le tag 

histidine. Cette étape a été suivie par une seconde colonne de Nickel-Sépharose. Les 

fractions non-retenues par la colonne (contenant la protéine) ont été concentrées et 

injectées sur une colonne de filtration sur gel. La pureté de l’échantillon protéique a été 
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contrôlée par gel SDS-PAGE 12,5% (Figure 64). La protéine a été concentrée et 

congelée dans l’azote liquide pour être stockée à 80 °C. Le rendement de purification 

est de 64 mg de protéine/L de culture. 

 

Figure 64 : Gel SDS-PAGE 12,5 % du didomaine KS1-AT1 (98,2 kDa) après purification. 

I.3 Clonage et purification du domaine KR1 

 La séquence codant la KR1 a été amplifiée à partir de l’ADN génomique de 

S. venezuelae. Elle a été clonée dans le vecteur pBG106. Le vecteur a été utilisé pour 

transformer dans des cellules compétentes BL21 (DE3) d’E. coli. La production 

protéique a été réalisée en milieu ZYM 5052. Les cellules ont ensuite été lysées et le 

surnageant a été purifié en plusieurs étapes. La première étape a consisté en une 

colonne de Nickel-Sépharose. L’échantillon protéique obtenu a ensuite été dialysé en 

présence de protéase PreScission afin de cliver le tag histidine, puis déposé sur une 

nouvelle colonne de Nickel-Sépharose. La purification s’est terminée par une colonne 

de filtration sur gel. La pureté a été contrôlée par gel SDS-PAGE 12,5% (Figure 65). La 

protéine a été congelée dans l’azote liquide et stockée à 80 °C. Le rendement de 

purification est de 7 mg de KR1/L de culture. 

 

Figure 65 : Gel SDS-PAGE 12,5 % de la KR1 (51,4 kDa) après purification. 
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II. Attribution de la chaîne principale de l’ACP1 

 Afin d’observer par RMN une éventuelle interaction entre le domaine ACP1 et le 

dikétide, il était indispensable d’attribuer les déplacements chimiques du spectre 1H-

15N HSQC de l’ACP1 (c’est-à-dire, d’attribuer les NH de la chaîne principale). En effet, 

la comparaison des pics des spectres 1H-15N HSQC de l’ACP1 apo, holo ou acylé avec le 

dikétide permet d’observer des variations de déplacements chimiques dues à des 

éventuelles interactions entre l’ACP1 et le bras phosphopantéthéine ou le dikétide.  

 Pour faire ces attributions, l’ACP1 doublement marqué et sous forme apo a été 

concentré à 1 mM. Les déplacements chimiques des spectres 1H-15N HSQC, HNCACB, 

HNCA, HNCO, HNHA et CBCACONH ont été enregistrés et attribués grâce au logiciel 

Sparky par le Dr. B. Chagot.  

 L’ensemble des fonctions NH de la protéine a été attribué, mises à part celle de 

la sérine portant le bras phosphopantéthéine, qui ne présentait pas de pic au niveau du 

spectre 1H-15N HSQC, mais également celles des Gly16, Arg18 et Thr19 (Figure 66). 

Cette région a pu être manquante du fait du pH non optimal d’enregistrement (7,5). Le 

proton amide de la sérine est sans doute échangé avec le solvant et est donc invisible. 

 

Figure 66 : Spectre 1H-15N HSQC de l’ACP1 apo attribué. 
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III. Formation de la forme holo de l’ACP1 et analyse de la 

modification 

III.1 Réaction de modification 

 Dans le but de modifier le domaine ACP1, deux phosphopantéthéinyl 

transférases (PPTases) différentes ont été utilisées, la Sfp et la Svp, afin d’observer si 

une des deux était plus réactive. La Sfp a été purifiée par le Dr. B. Chagot tandis que la 

Svp par A. Naretto. Le milieu réactionnel de modification était identique pour les deux 

PPTases : 100 µM d’ACP ont été mélangés à 3 µM de Sfp ou Svp, 5 mM de CoA, 10 mM 

de MgCl2, 5 mM de DTT, et complétés à 300 µL avec du tampon phosphate 100 mM, 

pH 7,5. La réaction s’est déroulée sur la nuit à température ambiante. Enfin, l’ACP1 a 

été purifié par filtration sur gel pour le séparer du CoA et de la Sfp ou de la Svp. 

 Afin de vérifier si la réaction de modification a eu lieu, des expériences de 

spectrométrie de masse ont été réalisées sur le produit des deux réactions. 

 

III.2 Confirmation de la modification par spectrométrie de 

masse  

 En collaboration avec le Dr. H. Mazon, l’ajout du bras phosphopantéthéine a été 

confirmé par une expérience ESI-Q-TOF en condition dénaturante. Les masses de 

l’ACP1 apo ainsi que l’ACP1 modifié par la Sfp ont été analysées. Le spectre de masse de 

l’ACP1 apo a présenté un pic à 10600,8 Da correspondant bien à la masse attendue de 

la protéine (masse théorique = 10601,2 Da). Quant à l’ACP1 qui a été modifié, le spectre 

de masse a présenté un pic à 10941,0 Da. L’ACP1 modifié présente donc une 

augmentation de masse de 340,2 Da. Sachant que le bras phosphopantéthéine possède 

une masse de 340,3 Da et donc que la protéine holo a une masse théorique de 10941,5 

Da, nous avons donc pu confirmer que l’ACP1 était bien sous forme holo (Figure 67) 
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Figure 67 : Spectres de masse déconvolués de l’ACP1 apo (a) et holo (b) modifié par la Sfp. L’augmentation de masse entre les 
deux formes correspond à la masse du bras phosphopantéthéine (340,3 Da). 

  

 La même expérience a été réalisée avec l’ACP1 modifié par la Svp. Les spectres 

de masse de l’ACP1 apo et modifié ont été analysés. Le spectre de l’ACP1 apo a présenté 

un pic de masse à 10600,7 Da alors que celui de l’ACP1 modifié a présenté un pic à 

10941,2 Da. Il y a donc une augmentation de masse de 340,5 Da, confirmant que la 

modification de l’ACP1 a bien été réalisée (Figure 68). 

 

Figure 68 : Spectres de masse déconvolués de l’ACP1 apo (a) et holo (b) modifié par la Svp. L’augmentation de masse entre les 
deux formes correspond à la masse du bras phosphopantéthéine. 
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III.3 Analyse de la position de modification de l’ACP1 

 Dans le même temps, une autre technique de spectrométrie de masse a été 

utilisée afin de vérifier si l’ajout du bras phosphopantéthéine a eu lieu sur la sérine 

conservée. Cette vérification qui pourrait se faire par RMN, via l’analyse du 

déplacement chimique de la fonction NH de la sérine, est impossible puisque celle-ci 

n’est pas visible. Des études de séquençage par technique d’empreinte peptidique ont 

alors été réalisées sur l’ACP1 apo et holo en collaboration avec le Dr J. B. Vincourt. Au 

préalable, les protéines ont été digérées à la trypsine dans le but de générer des 

peptides qui ont ensuite été analysés. Des différences sont visibles entre les spectres 

provenant des digestions de l’ACP1 apo et l’ACP1 modifié par la Sfp et ou la Svp. Un pic 

avec une masse de 1737.9 Da est présent pour le spectre de l’ACP1 apo et absent pour 

les deux spectres des ACP1 holo, tandis qu’un pic avec une masse de 2135 Da est présent 

pour les deux spectres des ACP1 holo mais absent pour le spectre de l’ACP1 apo (Figure 

69). La différence de masse de 397,1 Da est supérieure à la masse du bras. Ceci est dû 

à l’étape de carbamidométhylation réalisée dans le but de bloquer les fonctions thiols 

des cystéines avant la protéolyse. Cette réaction s’effectue également sur la fonction 

thiol de la phosphopantéthéine, entraînant cette augmentation de masse de 57 Da. 

Cette différence de pic, observée entre les spectres de masse de l’ACP1 apo et holo tend 

donc à suggérer que ce peptide est celui qui porte le bras phosphopantéthéine.  
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Figure 69 : Séquençage par technique d’empreinte de l’ACP1 apo (a) et holo modifiés par la Sfp (b) et la Svp (c). 

 De plus, le logiciel Mascot qui permet d’identifier la séquence d’un peptide 

correspondant à un pic de masse, a reconnu la séquence suivante comme étant celle 

modifiée : AFKDIGFDSLAGVELR. Ce résultat est confirmé par la présence dans cette 

séquence du motif consensus DSL qui entre en jeu dans la reconnaissance ACP/PPTase 

et porte la sérine (S) sur laquelle la modification par la phosphopantéthéine a lieu104.  

 L’identification du résidu modifié est confirmée par le fait que le peptide a été 

fragmenté. Ceci permet ainsi de reconstituer sa séquence grâce aux masses des 

différents fragments engendrés (Figure 70). 
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III.4 Analyse des modifications par RMN en utilisant la Sfp  

 A partir de l’analyse des modifications par spectrométrie de masse, seule la Sfp 

a été utilisée pour modifier l’ACP1, puisqu’aucune différence n’a été observée entre la 

modification par la Sfp et celle par la Svp. 

Ainsi, l’ACP1 15N a été convertie en forme holo par la Sfp suivant le protocole 

décrit précédemment, puis la protéine a été purifiée par un passage sur une colonne de 

filtration sur gel (séparation du CoA, de ,la Sfp et de l’ACP1) et concentrée à 100 µM. 

Un spectre 1H-15N HSQC a ensuite été enregistré en utilisant l’ACP1 holo ainsi obtenu. 

Un autre spectre 1H-15N HSQC a également été enregistré avec de l’ACP1 apo. La 

différence de déplacements chimiques entre les deux spectres a été quantifiée de 

manière à distinguer les résidus dont l’environnement a changé sous l’effet de la 

modification avec le bras phosphopantéthéine (Figure 71). Plusieurs résidus sont 

affectés par la modification : les résidus Ile21, Phe53, asp54, Leu56, Gly58, Val59, 

Glu60, Thr66, Gly 70, Leu73, Thr76, Leu77, Val78, Phe79, Asp80 et His81. Ces résidus 

subissent un changement au niveau de leur déplacement chimique, probablement 

provoqué par une perturbation de l’environnement due à l’ajout du bras. Un modèle 

de l’ACP1 est généré par I-TASSER afin de placer ces résidus dans la structure105. Ces 

résidus se situent à proximité de la sérine conservée et donc à proximité du bras (Figure 

72). La sérine conservée de la phosphopantéthéine n’est pas visible mais elle aurait dû 

présenter un décalage du déplacement chimique.  

Figure 70 : Reconstitution de la séquence du peptide modifié par spectrométrie de masse après fragmentation. 
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Figure 71 : Différences de déplacement chimique entre l’ACP1 apo et holo pour chaque résidu. 

 

Figure 72 : Modèle de la structure de l’ACP1. Les résidus en bleu subissent une modification de leur déplacement chimique après 
la modification. Ils se situent à proximité de la sérine conservée en rouge. 
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IV. Acylation de l’ACP1 par le CoA-dikétide et analyse de la 

modification 

 Ayant établi les conditions pour la modification efficace de l’ACP1 avec le bras 

phosphopantéthéine, la prochaine étape sera de le dérivatiser avec du dikétide qui est 

l’intermédiaire naturel généré par la réaction de condensation au sein du module 1. 

Cette réaction se fera à partir de dikétide-CoA (produit par voie enzymatique à partir 

de dikétide-pantéthéine synthétique) en employant la Sfp comme PPTase. Celle-ci va 

permettre, par la suite, de voir s’il y a des interactions entre le dikétide et l’ACP1 et donc 

si l’ACP1 est bien capable de stabiliser la configuration du dikétide comme proposé 

précédemment66,72. Dans un premier temps, l’ACP1 15N sera modifié par du dikétide 12C 

et un spectre 1H-15N HSQC sera enregistré. Ce dernier sera comparé avec les spectres 

1H-15N HSQC des ACP1 apo et holo déjà acquis afin d’observer s’il y a des changements 

dans les déplacements chimiques qui résulteraient d’une interaction entre le dikétide 

et l’ACP1. Dans un second temps, c’est une étude avec le dikétide 13C qui permettra de 

confirmer les conclusions. Des spectres 1D carbone et COCA seront enregistrés avec la 

pantéthéine-diketide 13C et CoA-dikétide 13C seuls et également avec l’ACP1 12C 14N 

modifié avec le dikétide 13C afin d’observer s’il y a des changements dans les 

déplacements chimiques du dikétide qui sont cohérents avec une interaction 

dikétide/ACP1 (Figure 73). 

 

Figure 73 : Expériences à réaliser dans le but de déterminer si la stabilisation du dikétide est induite par son interaction avec 
l’ACP1. 
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IV.1 Synthèse des substrats 

IV.1.1 Purification des enzymes de synthèse du substrat 

 La synthèse du substrat CoA-dikétide, qu’il soit isotopiquement marqué ou non, 

est réalisée par les trois enzymes PanK (pantothénate kinase), PPAT 

(phosphopantéthéine adényltransférase) et DPCK (déphospho-CoA kinase)90. Les 

plasmides codant les trois protéines ont été fournis par le Pr. P. F. Leadlay (Université 

de Cambridge, UK). Les plasmides ont été utilisés pour transformer des cellules 

compétentes BL21(DE3) d’E. coli. La production des enzymes est réalisée en milieu LB 

supplémenté en kanamycine pour PanK et PPAT et en ampicilline pour DPCK. Les 

cellules ont été lysées par sonication puis le surnageant centrifugé a été chargé sur une 

colonne de Nickel-Sépharose. Les fractions éluées contenant la protéine d’intérêt ont 

été déposées sur gel SDS-PAGE 12,5 % et assemblées (Figure 74). Le tout a été 

concentré et congelé dans l’azote liquide puis stocké à 80°C. Les rendements de 

purification sont de 60 mg de PanK /L de culture, 40 mg de PPAT /L de culture et 45 

mg de DPCK /L de culture. 

Figure 74 : Gel SDS-PAGE 12,5 % de PanK (36,4 kDa), PPAT (17,6 kDa) et DPCK (23,9 kDa). 

IV.1.2 Synthèse du substrat 

 La phosphopantéthéine-dikétide 12C ou 13C (synthétisé par l’équipe du Pr. A. 

Kirschning, Université de Hannovre) a été mis en solution avec un mélange des trois 

protéines de modification (PanK, PPAT et DPCK) ainsi que de l’ATP. La réaction s’est 

déroulée pendant 3 h à 30 °C, puis le mélange a été lyophilisé. Le substrat (13 mM) a 

été repris dans un mélange eau 95 %/acétonitrile 5% en supposant que la réaction a été 

totale au vu de la quantité de substrat ajoutée au début de la réaction. 

PanK  PPAT 
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IV.1.3 Analyse par spectrométrie de masse de l’obtention 

des CoA-dikétides 

 Afin de vérifier que la réaction de synthèse s’est correctement déroulée et qu’elle 

est totale, des expériences de spectrométrie de masse ont été réalisées sur les produits 

de la synthèse du CoA-dikétide 12C et CoA-dikétide 13C, en collaboration avec C. Paris 

(LIBio, Université de Lorraine). Concernant le CoA-dikétide 12C, la chromatographie 

en phase liquide donne un pic qui présente un temps de rétention de 2,71 min. L’entité 

présente à ce temps de rétention possède un spectre de masse avec un pic de masse 

majoritaire à 880,2 Da correspondant à la masse du CoA-dikétide. (Figure 75). 

 Pour le CoA-dikétide 13C, la chromatographie en phase liquide donne un pic qui 

présente un temps de rétention de 2,71 min, c’est-à-dire précisément au même temps 

de rétention que l’expérience avec le substrat 12C. Cependant, le spectre de masse ne 

A 

B 

Figure 75 : Analyse par LC-MS du CoA-dikétide 12C synthétisé. A : partie chromatographie en phase liquide. B : 
spectrométrie de masse. 
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correspond pas à celui du substrat où un pic de masse à 883 Da est attendu (Figure 

76). Nous pouvons cependant émettre l’hypothèse que le substrat est bien synthétisé 

au vu du temps de rétention du seul pic observé, mais qu’il y a eu un problème au 

niveau de la mesure du spectre de masse. Une nouvelle analyse est à envisager afin de 

confirmer que le CoA-dikétide 13C a été correctement synthétisé. 

 

Figure 76 : Analyse par LC-MS du CoA-dikétide 13C synthétisé. A : partie chromatographie en phase liquide. B : spectrométrie de 
masse. 

IV.2 Modification de l’ACP1 par le CoA-dikétide et analyse par 

spectrométrie de masse 

IV.2.1 Modification de l’ACP1 

 Le CoA-dikétide 12C a été utilisé pour modifier l’ACP1 13C 15N, tandis que le CoA- 

dikétide 13C a été utilisé pour modifier l’ACP1 non marqué. Le protocole a été le même 

que celui utilisé pour les modifications avec le CoA. La protéine et ses substrats ont été 

A 

B 
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placés en présence de Sfp, MgCl2 et DTT. Les réactions se sont déroulées sur la nuit. 

Les deux types d’ACP1 modifiés ont été par la suite purifiés par filtration sur gel. 

IV.2.2 Vérification de la modification par spectrométrie 

de masse 

 Les analyses de spectrométrie de masse ont été à nouveau réalisées en 

collaboration avec C. Paris. Concernant l’ACP1 modifié avec le CoA-dikétide 13C, pour 

la partie chromatographie il n’y a qu’un seul pic avec un temps de rétention de 

13,27 min. Pour la partie spectrométrie de masse, deux entités sont visibles. Les pics 

de masse à 1515,50 et 1767,92 m/z correspondent à une masse de 10601 Da (la masse 

de l’ACP1 sous forme apo) à un état de charge +6 et +7. Les pics de masse à 1564,17 et 

1824,67 m/z correspondent à une masse de 10941 Da (l’ACP sous forme holo mais non 

acylé) à un état de charge +6 et +7. Ces résultats suggèrent à la fois que la réaction de 

modification n’est pas totale et que lors de la modification, il y a eu lyse de l’acyle lié au 

bras phosphopantéthéine (Figure 77).  

 

Figure 77 : Analyse par LC-MS de l’ACP1 modifié avec le CoA-dikétide 13C. A : partie chromatographie en phase liquide. B : 
spectrométrie de masse. 

 Concernant l’ACP1 13C 15N modifié avec le CoA-dikétide 12C, pour la partie 

chromatographie il n’y a qu’un seul pic avec un temps de rétention de 13,21 min. Ce 
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temps de rétention est proche de celui de l’ACP1 12C modifié avec le CoA-dikétide 13C. 

Pour la partie spectrométrie de masse, il y a un pic de masse majoritaire à 1919,67 m/z 

correspondant à un état de charge +6 de la protéine marquée liée au bras 

phosphopantéthéine (Figure 78). Ces résultats suggèrent que la protéine est bien 

modifiée, mais que le dikétide est lysé. 

 

Figure 78 : Analyse par LC-MS de l’ACP1 13C 15N modifié avec le CoA-dikétide 12C. A : partie chromatographie en phase liquide. 
B : spectrométrie de masse. 

 Deux problèmes ont donc été rencontrés durant la modification de l’ACP1 avec 

les CoA-dikétides. Tout d’abord, il s’avère que les ACP1 ont pu être modifiés, mais 

seulement avec le bras phosphopantéthéine, la partie dikétide a été lysée. La lyse 

pourrait être la conséquence de la présence de DTT dans le mélange réactionnel de la 

modification, qui aurait attaqué la fonction thiol du bras phosphopantéthéine, libérant 

ainsi le dikétide. Ensuite, le deuxième problème provient de l’analyse de l’ACP modifié 

avec le CoA-dikétide 13C. En effet il y avait une population d’ACP non modifié et donc 

sous forme apo. Ceci pourrait être provoqué par une surestimation de la concentration 

en CoA-dikétide 13C synthétisé. 

Nous avons voulu, par la suite, contrôler l’intégrité des substrats pantéthéine-

dikétide synthétiques (13C et 12C) afin de nous assurer que les problèmes rencontrés 

avec le CoA-dikétide lysé ne proviendraient pas du produit de départ. La pantéthéine-
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dikétide 12C a été analysé en premier et le chromatogramme montre deux pics avec des 

temps de rétention de 3,82 min et 5,47 min. Le chromatogramme suggère dans un 

premier temps qu’il y a deux populations de molécules. Un spectre de masse a été 

obtenu pour chacun des deux pics. Le spectre de masse de l’espèce à 3,82 min possède 

deux pics de masse principaux : un à 521 Da et l’autre à 261 Da. La masse à 261 Da 

correspond à la masse de la pantéthéine-dikétide auquel il manque l’acide pantoïque. 

La masse à 521 Da correspond à la forme dimérique de cette molécule. Le spectre de 

masse de l’espèce à 5,47 min possède également deux pics à 391,33 Da et 780,83 Da. 

Celui à 391,33 Da correspond à la masse de la pantéthéine-dikétide et celui à 780,83 

Da à la forme dimérique du substrat. A noter qu’un pic à 373,50 Da est également 

présent. Cette masse est celle du substrat déshydraté (Figure 79).  

 

Figure 79 : Analyse par LC-MS de la pantéthéine-dikétide 12C. A : Chromatogramme. B : Spectre de masse du pic à 3,82 min. C : 
Spectre de masse du pic à 5,47 min. 
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 Concernant la pantéthéine-dikétide 13C, son chromatogramme montre 

également deux pics à des temps de rétention de 3,86 min et 5,50 min, similaires à 

ceux du substrat non marqué. Le spectre de masse du premier pic d’élution montre 

deux pics principaux avec une masse de 264,17 Da et 526,92 Da. La première masse 

correspond à la masse de la pantéthéine-dikétide marqué auquel il manque l’acide 

pantoïque et la deuxième masse correspond au dimère de cette molécule lysée. Le 

spectre de masse du deuxième pic présente quant à lui, un pic majoritaire à une masse 

de 376,33 Da qui correspond à la masse de la pantéthéine-dikétide 13C (Figure 80).  

 

Figure 80 : Analyse LC-MS de la pantéthéine-dikétide 13C. A : Chromatogramme. B : Spectre de masse du pic à 3,86 min. C : 
Spectre de masse du pic à 5,50 min. 
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 L’analyse par spectrométrie de masse des deux substrats pantéthéine-dikétides 

montre que ceux-ci sont dégradés. La proportion intacte de pantéthéine-dikétide 12C 

est de 28%, alors que celle de pantéthéine-dikétide 13C n’est que de 19%. Le reste est 

donc la forme avec l’acide pantoïque en moins (Figure 81). La pantéthéine-dikétide 

étant le seul substrat de l’enzyme PanK pour la première étape de synthèse du CoA-

dikétide, le rendement de la réaction est réduit du fait de sa faible proportion. Par 

conséquent, il sera nécessaire d’augmenter la quantité de CoA-dikétide ajouté pendant 

la réaction de dérivatisation, afin de modifier l’ensemble des ACP1. 

 

Figure 81 : Structure du substrat pantéthéine-dikétide et de sa forme tronquée de l’acide pantoïque. 
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Discussion/perspectives 

Caractérisation d’une nouvelle classe de domaine de docking chez les PKS 

trans-AT 

 Les travaux de Davison et al. ont suggéré que les extrémités Cter de VirA et Nter 

de VirFG étaient des DD29. Sachant qu’à ce jour les DD caractérisés proviennent de 

PKS de type cis-AT, nous avons donc décidé d’obtenir la structure des DD d’une PKS 

trans-AT et de caractériser leur interaction. Dans un premier temps, nous avons voulu 

prouver que VirA CDD et VirFG NDD entraient bien en interaction. Cela a été confirmé 

par filtration sur gel. En effet, les volumes d’élution de VirA CDD, de VirFG NDD et des 

deux DD dans un mélange équimolaire sont tous les trois différents. Les poids 

moléculaires de chaque protéine ont été estimés avec le volume d’élution : celui de VirA 

CDD à 11,8 kDa (poids d’un monomère : 4,3 kDa), celui de VirFG NDD à 7,4 kDa (poids 

d’un monomère : 4,1 kDa) et le complexe VirA CDD/ VirFG NDD à 9,9 kDa (poids du 

complexe hétérodimérique : 8,4 kDa). Ces données suggèrent que lorsque VirA CDD 

est isolé il est sous forme oligomérique, alors que VirFG NDD isolé est monomérique 

même si son poids moléculaire est supérieur à celui d’un monomère. En effet, le poids 

moléculaire est surestimé à cause de l’élution précoce de VirFG NDD due à sa forme 

allongée. Pris ensemble, ils forment un complexe 1:1. L’affinité de l’interaction entre 

les deux partenaires a également été mesurée par ITC et le Kd obtenu a été de 5,8 ± 

0,2 M. Il se situe dans la gamme de Kd obtenue pour les DD de classe 1 et 2 (de 4 à 20 

µM)80,81,84. La mesure d’affinité a également été effectuée avec VirA ACP5b-CDD et 

VirFG NDD et également VirA CDD et VirFG NDD lié à la séquence linker en aval allant 

jusqu’au KS6 (VirFG NDD-linker). Les Kd sont respectivement de 4 et 5,5 µM et 

indiquent que l’ACP5b ainsi que le linker ne sont pas impliqués dans l’interaction.  

 Les DD isolés ont ensuite été caractérisés par RMN et par SAXS. Un spectre 1H-

15N HSQC de VirA CDD marqué 15N a été enregistré. La faible proportion de pics visibles 

(15 pics ont été observés sur les 37 attendus) est due vraisemblablement à un équilibre 

entre dimères non-spécifiques de VirA CDD. Ceci est en accord avec les données SAXS 

qui montrent que ce domaine est homodimérique106. Le fait que VirA CDD se dimérise 

est confirmé par des études par ITC qui donnent également une estimation de la 
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concentration au-dessus de laquelle la protéine est complétement homodimérique (30 

M). En ajoutant VirFG NDD non marqué, VirA CDD forme un complexe 

hétérodimérique stable. En effet, le nombre de pics passe à 36 sur le spectre 1H-15N 

HSQC enregistré.  

A l’inverse, un spectre 1H-15N HSQC de VirFG NDD marqué 15N a été enregistré. 

Les pics attendus sont tous visibles mais ils présentent une faible dispersion de 

déplacements chimiques, suggérant que VirFG NDD n’est pas structuré. En ajoutant 

VirA CDD non marqué il y a des changements de déplacements chimiques et une 

dispersion globale des pics. Ces résultats laissent donc penser que VirFG NDD seul n’est 

pas structuré, alors qu’il l’est en présence de son partenaire. Ces données indiquent 

que VirFG NDD est une protéine intrinsèquement désordonnée. Cette observation est 

soutenue par des données de CD, où le pourcentage de structures secondaires pour la 

protéine seule augmente en présence de TFE (trifluoroéthanol). De plus, les données 

par SAXS montrent que VirFG NDD est une protéine partiellement structurée avec un 

Dmax de 66 Å et que la protéine n’est pas globulaire au vu de l’allure du Kratky plot. A 

ce jour, cette protéine est un bon candidat pour être la première IDP participant au 

métabolisme secondaire bactérien. Cependant il aurait fallu confirmer (par CD par 

exemple) que le domaine KS n’induit pas le repliement du VirFG NDD en utilisant la 

protéine VirFG NDD-KS6. Néanmoins, jusqu’à présent, la protéine VirFG NDD-KS6 s’est 

toujours agrégée lors des essais de purification. 

 Afin d’obtenir la structure des DD en interaction, nous avons fusionné les DD 

par un linker composé de deux répétitions GGGS. Ce linker est le même que celui utilisé 

lors de l’étude des DD de classe 280. La structure, qui a été obtenue par RMN, a montré 

que chaque DD est composé de deux hélices . La structure globale des DD en 

interaction forme, quant à elle, un fagot de 4 hélices . Contrairement aux DD de classe 

1 et 2 pour lesquels l’interaction se fait entre deux homodimères, l’interaction des sous-

unités de ce système est composée d’une seule copie du DD Cter et Nter. Etant donné 

que les PKS sont dimériques, l’interface est formée de deux complexes de DD bien 

distincts. Cette classe de DD provenant d’un système trans-AT, est donc différente de 

celles identifiées jusqu’à présent au sein des systèmes cis-AT et représente notamment 

un nouveau type d’interaction protéine-protéine. La validité de la structure a été 

confirmée par SAXS. En effet, la courbe de diffusion générée par CRYSOL à partir de 

la structure RMN se superpose parfaitement à celle obtenue par SAXS.  
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 La structure du complexe est maintenue grâce à des interactions hydrophobes 

au niveau de l’interface des deux DD, mais également entre les deux hélices  de chaque 

DD. Trois interactions polaires sont également présentes à l’interface. Nous avons testé 

la pertinence de la structure des DD fusionnés en mesurant l’interaction entre les 

protéines discrètes. Pour cela, nous avons muté des résidus présents à l’interface des 

deux DD afin de quantifier leur impact sur l’affinité. Nous nous sommes concentrés sur 

des mutants VirA CDD, puisque VirFG NDD n’étant pas structuré seul, il est impossible 

de savoir si les mutants impactent son interaction avec VirA CDD ou son repliement 

induit. Une fois les résidus D6940, N6949 et E6954 mutés, l’affinité d’interaction 

mesurée par ITC est diminuée, ce qui implique que les interactions polaires sont 

importantes pour l’assemblage des DD. Ces résidus ne sont pas strictement conservés 

d’un couple de DD à l’autre chez un même système de PKS, ce qui permet une 

spécificité d’interaction et donc d’assurer l’ordonnancement de la synthèse du 

polykétide. De plus, au niveau de ces DD, l’identité de séquence est plus faible que pour 

le reste de la sous-unité, ce qui suggère que c’est le caractère de l’acide aminé qui est 

primordial et non pas une séquence d’acides aminés spécifique. 

 Par la suite, nous avons voulu déterminer si les domaines ACP et KS situés de 

part et d’autres influent sur l’interaction, comme c’est le cas pour les cis-AT PKS81. 

L’analyse par SAXS de la fusion VirA ACP5b-CDDVirFG NDD montre que l’ACP n’entre 

pas en contact avec les DD en interaction. Les calculs de forme ab initio obtenus par 

SAXS pour VirA ACP5b-CDD et VirFG NDD-KS6 fusionnés montrent que le linker situé 

entre la KS6 et le VirFG NDD est structuré. Ce linker pourrait être une IDP dans son 

contexte modulaire. 

 Nous avons caractérisé dans cette étude la première structure de DD d’un 

système trans-AT et définit ainsi une quatrième classe de DD. Celle-ci est composée 

d’hélices qui dévoilent une nouvelle topologie. Un des deux DD est probablement 

une IDP dont le repliement est induit par son partenaire. Il s’agit de la première IDP 

décrite chez les protéines responsables de la biosynthèse de métabolite secondaire 

bactérien. L’utilisation d’une IDP permet d’assurer une haute spécificité d’interaction 

tout en présentant une faible affinité. Ceci permet d’assurer l’ordonnancement de la 

synthèse tout en facilitant le renouvellement d’une sous-unité défectueuse. 



Discussion/perspectives 

202 

 

 Grâce aux données SAXS obtenues sur la fusion VirA ACP5b-CDDVirFG NDD-

KS6 nous avons pu reconstruire l’interface entre deux sous-unités de PKS trans-AT. En 

effet, l’ACP5b de la structure du module 5 se superpose parfaitement avec celui de la 

fusion29. Le module 5 possède une structure ouverte mais l’interaction avec la KS6 

suivante (grâce aux DD) ferme cette structure, afin de former une chambre de réaction. 

Cependant la distance entre l’ACP5b et la KS6 de 80 Å est trop importante pour un 

transfert de chaîne entre les deux domaines. Un changement de conformation est donc 

essentiel à cette interaction. Celui-ci pourrait être induit par l’acylation du domaine 

ACP, comme au niveau du module 5 de la PKS Pik54. Ces changements seraient 

orchestrés grâce à la flexibilité des linkers entre les domaines. Des études futures 

devront consister à modifier l’ACP5b et de résoudre la structure du module 5 fusionné 

au module 6 par SAXS afin d’observer ces changements conformationnels. 

 Enfin, toujours dans une optique de biologie synthétique, l’utilisation de cette 

classe de DD pour créer une nouvelle interface nécessitera l’échange d’un couple de 

DD. Sachant qu’il n’est pas possible de prédire l’impact sur la structuration d’une IDP 

lorsqu’un résidu est muté, il est préférable d’échanger entièrement les couples de DD 

de cette classe plutôt qu’effectuer des mutations ponctuelles. De plus, d’après la 

structure SAXS, les ACP et KS n’interagissent pas, ce qui permettra en principe de créer 

de nouvelles interfaces par simple échange de domaine DD à condition que la 

spécificité de substrat du KS en aval soit respectée24,31. 

 

L’échange de domaine KR comme moyen d’altérer la stéréochimie 

 Nous avons voulu insérer une épimérisation au niveau d’un polykétide par 

simple échange de KR. Nous avons donc échangé, au sein de la PKS modèle DEBS 1-

TE, la KR de type A1 du deuxième module par l’ensemble des KR épimérisantes 

caractérisées à ce jour et qui sont retrouvées au niveau de modules ne comprenant que 

ce domaine de réduction. Par cette technique, nous avons réussi à modifier la 

stéréochimie en introduisant une épimérisation. 

Dans un premier temps, l’obtention de trikétide pour 14 constructions sur 16 

suggère que le choix des sites de restriction utilisés pour insérer les séquences codant 

les KR a été judicieux. L’insertion des séquences codant les KR1 en utilisant les sites de 

restriction BglII/NheI semble être une meilleure solution (avec des rendements 
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globaux plus importants) qu’avec le couple de sites de restriction AvrII/NheI. 

L’obtention de produits met également en avant que le domaine TE est capable de 

libérer un produit avec des changements de stéréochimie. De plus, les rendements 

globaux allant de traces à 59 mg/L sont semblables à ceux obtenus lors d’études 

antérieures qui allaient de 5,5 à 27 mg/L68. L’ensemble de ces faits met en avant que 

l’échange de domaines KR n’a pas altéré le bon fonctionnement de la PKS.  

Des KR aux substrats très variés ont été insérées dans la PKS modèle. 

Cependant, aucune corrélation n’a pu être mise en place entre les rendements obtenus 

ou encore l’efficacité de réduction et la longueur de chaîne du substrat natif de chaque 

KR. En effet, les Amph KR 1 et 11 présentent les rendements les plus élevés en 

polykétide épimérisé. Cependant, alors que ces deux domaines possèdent comme 

substrat dans leur contexte natif un dikétide et un dodécakétide, respectivement, le 

substrat dans la PKS modèle est un trikétide. Puisque les domaines KR semblent 

présenter une large spécificité de substrat, leur interconversion reste possible dans le 

cadre d’études de biologie synthétique. 

En échangeant 9 KR de type A2, nous avons pour 7 des PKS résultantes, 

l’obtention d’une lactone épimérisée. L’identification de la lactone épimérisée implique 

que l’échange de KR permet de modifier la stéréochimie des C Cependant, cette 

lactone est obtenue sous forme de traces pour 5 des PKS et à des concentrations de 7 

et 14 mg/L lors de l’échange des deux KR Amph KR 1 et 11. Ainsi, l’échange de KR non-

épimérisantes par des KR épimérisantes permet de modifier la stéréochimie des C 

mais de manière peu efficace. La lactone non épimérisée, correspondant au produit 

natif de la PKS modèle, est également co-obtenue ainsi que la cétolactone qui est le 

produit non réduit, pour 7 de ces 9 KR échangées. Le fait d’obtenir un produit réduit 

mais non-épimérisé suggère que l’épimérisation n’est pas une condition absolue pour 

la réduction par ce type de KR. De plus, les KR ne génèrent normalement qu’un seul 

produit qui doit être épimérisé. L’obtention de plusieurs produits tend donc à 

confirmer que le module entier a un effet sur la stéréochimie des produits. La présence 

de la cétolactone signifie, quant à elle, que la PKS est fonctionnelle malgré l’échange de 

domaine, mais que la KR n’est pas toujours très efficace dans ce module de type A1. 

 En échangeant 7 KR de type B2, seulement 2 constructions ont donné un produit 

épimérisé. Cette faible proportion est vraisemblablement due au fait que les KR de ce 
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type doivent épimériser mais également modifier le sens de réduction par rapport à 

celui du module natif. De plus le produit attendu est uniquement obtenu sous forme 

de traces. Néanmoins l’ensemble des PKS a produit la cétolactone. Ces deux points 

montrent que les KR de type B2 sont peu efficaces dans ces types de module. 

 Dans le détail, les KR de type A2 montrent une portabilité accrue par rapport 

aux KR de type B2 dans ces modules de type A1. Cependant, plus de KR de type B2 

devraient pouvoir réduire les polykétides puisque le sens de réduction est intrinsèque 

à la KR. La différence de portabilité entre les deux types de KR est due à la réaction 

d’épimérisation. En effet, cette réaction dépend non seulement de la KR mais aussi du 

contexte modulaire. En effet le contexte modulaire est essentiel pour l’épimérisation, 

dans le sens où la réaction peut être liée à l'accessibilité de la molécule d’eau, impliquée 

potentiellement dans le mécanisme, au site actif de la KR. De plus, des études de 

protéolyse limitée sur la PKS modèle ont mis en avant que le module 2 est plus résistant 

à la protéolyse que le module 1 (qui est un module épimérisant)107. Ces résultats 

tendent à montrer que le module 2 est plus compact que le module 1 (de type B2). Cette 

architecture et ce changement d’environnement modulaire peuvent apporter une 

difficulté supplémentaire afin de modifier la stéréochimie par changement de 

domaine. 

De plus, hormis pour deux KR de type A2, l’épimérisation se fait de manière peu 

efficace au vu des rendements obtenus. Il en est de même avec la réaction de réduction 

caractérisée par la présence quasiment omniprésente de la cétolactone. De surcroît, à 

l’exception de trois KR, chaque fois que la cétolactone est synthétisée, il s’agit du 

produit majoritaire. Alors que, lors de l’insertion dans ce même module de plusieurs 

KR non épimérisantes, de type A1 et même B1, les produits de stéréochimie en lien avec 

les propriétés de la KR, avaient été obtenus majoritairement et ce avec des rendements 

élevés allant de 25 à 100 mg/L68. 

 Cette étude a montré que peu de KR sont capables d’épimériser efficacement 

lorsqu’elles sont introduites dans un contexte non-épimérisant. Pour généraliser ces 

données, une stratégie serait d’identifier et de tester de nouvelles KR épimérisantes 

grâce au séquençage et l’analyse des génomes. Bien que notre méthode permette 

d’arriver à un produit de stéréochimie souhaitée, d’autres produits sont synthétisés par 

les différentes PKS hybrides. Ces produits n’ont pas une stéréochimie corrélée avec les 

propriétés intrinsèques des domaines KR mais plutôt avec le contexte modulaire. Ainsi, 
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la stratégie future serait d’échanger des modules complets contenant des KR 

épimérisantes afin de s’affranchir des contraintes du contexte modulaire. Cette 

stratégie aura pour but de modifier plus efficacement la stéréochimie des carbones  

et  par rapport au simple changement de domaines KR. 

 

Essais de résolution de la structure d’une KR épimérisante 

 Il a été clairement identifié que les KR réalisent la réaction d’épimérisation, 

effectuée au niveau des C en plus de leur activité de réduction46,60. Cependant les 

résidus réalisant cette réaction ne sont pas encore identifiés. Plusieurs structures de 

domaines KR ont été résolues, mais elles n’ont pas permis d’identifier le résidu (ou les 

résidus) catalysant l’épimérisation, contrairement à ceux intervenant dans la 

réduction. Nous avons donc décidé de tenter de résoudre la structure d’une KR 

épimérisante d’un premier module d’une PKS en présence de son substrat natif 

dikétide lié à la pantéthéine/phosphopantéthéine, ou d’un analogue (la trans-1-

décalone), et du cofacteur réduit NADPH3, afin d’obtenir un complexe ternaire. 

Auparavant, notre équipe s’était penchée sur la DEBS KR1 (H. Le Cordier, données 

non-publiées). En effet, la structure de cette KR a été résolue en présence de cofacteur 

mais pas de substrat43. Ainsi, notre équipe a tenté de reproduire les conditions de 

cristallisation publiées pour ensuite réaliser le trempage du cristal en présence du 

substrat et du cofacteur réduit. Malheureusement, la protéine n’a pas pu être 

cristallisée. Nous nous sommes donc intéressés à d’autres KR : les KR1 des PKS 

pikromycine et lankamycine. En plus des KR1, nous avons voulu résoudre la structure 

de la KRA de la PKS mycolactone, qui possède une large spécificité de substrat108 mais 

également la KR6 de la PKS virginiamycine afin d’obtenir la structure d’une KR d’une 

PKS trans-AT. 

 Nous avons ainsi tenté de cristalliser ces quatre KR grâce aux différents kits de 

cristallisation. Nous n’avons obtenu des cristaux que pour la KR1 de la PKS 

lankamycine en présence de TCEP et en absence de substrat et de NADPH3. Nous 

avons reproduit les cristaux pour cette KR, mais ceux-ci étaient toujours maclés. Pour 

pallier ce problème, des cristaux ont été produits par micro-ensemencement. Ainsi les 

cristaux obtenus sont au préalable trempés ou non dans une solution contenant les 

substrats et le cofacteur inactif, puisque la co-cristallisation a inhibé la formation de 
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cristaux, puis ils sont congelés. Afin d’avoir des cristaux pour les autres protéines, nous 

avons réalisé des tests en faisant varier la nature et la concentration de l’agent 

précipitant, la nature et le pH du tampon, et la nature des sels. Malgré cela, nous 

n’avons pas pu avoir de cristaux pour ces trois protéines. 

 La résolution de la structure a donc échoué. En effet, la faible proportion de 

solvant dans les cristaux est un frein pour phaser par remplacement moléculaire, 

d’autant que la qualité de l’empilement cristallin est médiocre. Nous avons alors décidé 

d’utiliser le signal anomal des lanthanides. Aucun atome n’a diffusé dans les cristaux 

par trempage et aucun dérivé n’a été obtenu par co-cristallisation malgré les fortes 

concentrations utilisées (jusqu’à 100mM). Ce résultat peut être expliqué par le faible 

pourcentage de solvant à l’intérieur des cristaux (40 %). De nombreux essais de 

cristallisation ont été menés pour avoir une autre forme cristalline, sans succès. Donc 

pour résoudre le problème de la phase avec ces cristaux, deux voies sont encore 

possibles. La première consisterait à introduire des méthionines par mutagenèse 

dirigée et ensuite de cristalliser la protéine sélénométhionylée, tout en espérant que la 

protéine ainsi modifiée cristallise toujours. La seconde, plus difficile, consisterait à 

utiliser les dommages d’irradiation induits par l’exposition aux rayons X109. 

 

Etude de la stabilisation de la stéréochimie du C 

 L’objectif de ce projet était d’identifier le domaine, au sein d’un module modèle, 

responsable de la stabilisation de la configuration du C entre les réactions de 

condensation et de réduction.  

 Dans un premier temps, nous avons attribué la chaîne principale de l’ACP1 de  la 

PKS Pikromycine afin d’identifier les résidus dont l’environnement chimique est 

potentiellement perturbé par l’ajout du substrat. L’ensemble des NH a été attribué, à 

l’exception de 4 résidus invisibles dont la sérine qui porte le bras phosphopantéthéine. 

La sérine étant invisible, nous ne pouvions pas observer l’ajout du bras directement. 

Cependant l’environnement chimique d’autres résidus était perturbé par la présence 

du bras. 

 Ensuite, nous devions nous assurer que l’ACP1 pouvait être modifiée. Pour cela, 

nous avons utilisé deux PPTases, la Sfp et la Svp, et le CoA seul comme substrat. Nous 
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avons confirmé par spectrométrie de masse que l’ACP1 a été modifiée par les deux 

enzymes et que l’ajout du bras a été réalisé sur la bonne sérine. Par RMN, nous avons 

comparé les spectres de l’ACP1 sous forme apo et holo et identifié les résidus dont 

l’environnement est perturbé. 

 Nous avons ensuite synthétisé les CoA-dikétides marqués 13C ou non. L’ACP1 

marqué 15N ou non a donc été modifié, et les spectres 1H-15N HSQC et COCA ont ensuite 

été enregistrés. Aucune variation au niveau des spectres 1H-15N HSQC de l’ACP1 

modifié avec le CoA ou le CoA-dikétide n’est visible. De plus, les pics des trois carbones 
13C ne sont pas visibles sur le spectre COCA. Nous avons tout d’abord vérifié par 

spectrométrie de masse que les substrats sont intègres. Par contre, en présence de CoA-

dikétide, l’ACP1 est soit modifiée par le CoA sans dikétide ou soit retrouvée sous forme 

apo. Concernant l’ACP1 modifiée uniquement par le CoA, il y a eu lyse du dikétide. 

Sachant que lors de leur analyse, les deux CoA-dikétides étaient intègres (pas de CoA 

ou de dikétide seul identifié), la lyse s’est probablement produite lors de l’étape de 

modification. Nous devrons recommencer la réaction de modification en absence de 

DTT qui peut être la cause de la lyse. Concernant l’ACP1 retrouvée sous forme apo, il 

pourrait découler d’une concentration en substrat plus faible que celle calculée 

initialement. Nous avons décidé donc dans un premier temps d’analyser les produits 

de départ : les pantéthéine-dikétides 12C ou 13C. L’analyse par spectrométrie de masse 

a révélé que les deux substrats étaient dégradés à hauteur de 80 %. Ainsi lors de la 

réaction de modification, seulement 20 % de la concentration en substrat était du CoA-

dikétide. Lors des modifications futures, afin d’obtenir quasiment 100 % d’ACP1 

modifiée, nous devrons augmenter la concentration en substrat ajouté. Une autre 

solution sera de reconstituer les pantéthéine-dikétides dégradés. Pour ce faire, la 

protéine PanC (fournit par le Pr C. Abell, Cambridge) intervenant dans la voie de 

biosynthèse du CoA, devrait permettre de reconstituer la liaison lysée de la 

pantéthéine-dikétide. 

 En respectant ces conditions, nous devrions pouvoir réaliser la modification de 

l’ACP1 de manière efficace et ainsi pouvoir apporter la confirmation que le domaine 

ACP ne stabilise pas la stéréochimie du C. Pour arriver à cette conclusion nous devons 

comparer les spectres 1H-15N HSQC du Pik ACP1 15N apo et Pik ACP1 15N holo acylé avec 

le dikétide afin d’observer si des déplacements de pics ont lieu. Nous devons également 

comparer les spectres 1D carbone et COCA du CoA-dikétide 13C seul et lié à l’ACP1 afin 
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d’observer des déplacements de pics éventuels. Par la suite, il sera intéressant de 

déterminer s’il y a des interactions entre le di-domaine KS1-AT1 de Pik et le C du 

substrat. Pour cela, nous modifierons dans un premier temps l’ACP1 avec le CoA-

dikétide 13C. La protéine modifiée sera placée dans du D2O et des spectres 1D 13C-édité 

1H seront enregistrés afin de mesurer la vitesse d’échange entre le deutérium et 

l’hydrogène lié au C. Cette vitesse sera mesurée par la perte du signal de l’hydrogène. 

La même expérience pourra être réalisée en ajoutant un excès de di-domaine KS1-AT1. 

Si la vitesse d’échange est identique, alors le di-domaine KS1-AT1 n’interagit pas avec 

le substrat, alors que si elle est moindre, cela suggèrera que le di-domaine KS1-AT1 est 

en contact avec le substrat et qu’il stabilise sa stéréochimie. Cette même expérience 

sera réalisée en utilisant le CoA-dikétide deutéré en C et en mesurant alors la vitesse 

d’échange via l’apparition d’un pic correspondant à l’hydrogène lié au C. 

 Le même type d’expérience sera réalisé avec l’ACP1 CoA-dikétide deutéré en C, 

le di-domaine KS1-AT1 et la Pik KR1. Les vitesses d’échange seront mesurées via 

l’apparition ou la disparition du pic correspondant à l’hydrogène en C en absence et 

présence de NADPH3 afin d’identifier si le domaine KR est l’agent stabilisateur de la 

stéréochimie.  
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 Les polykétides sont des composés naturels synthétisés par les bactéries, champignons et plantes. Ces composés 
possèdent des rôles thérapeutiques variés tels que antifongiques, antibiotiques, anticancéreux, immunosuppresseurs ou 
encore anticholestérolémiques. Ils représentent donc un important intérêt médical mais également économique. Par 
conséquent, la recherche de nouvelles structures possédant des bioactivités diverses se révèlent être intéressante. Une 
stratégie prometteuse pour créer des nouveaux polykétides est l’ingénierie génétique des enzymes synthétisant ces 
molécules, les polykétide synthases modulaires (PKS), une approche désignée sous le terme de « biologie synthétique ». 
Pourtant, pour que cette approche soit efficace, il faut comprendre de façon détaillée le fonctionnement de ces systèmes 
multienzymatiques. Plusieurs points restent à éclaircir, dont : i) les interactions entre le domaine acyl carrier protein 

(ACP) porteur de la chaîne acyle en cours de synthèse et les domaines catalytiques, ainsi que la manière avec laquelle 
les domaines agissent ensemble au sein d’un module pour contrôler la stéréochimie du polykétide ; et ii) la façon dont 
les sous-unités présentes au sein de chaque PKS arrivent à communiquer entre elles de façon efficace et spécifique, ce 
qui implique l’étude des « domaines de docking » essentiels à ces interactions. 

Lors de ma thèse, j’ai identifié deux kétoréductases (KR) qui, introduites dans un contexte modulaire 
intrinsèquement non-épimérisant, sont capables d’épimériser le méthyle en C de façon efficace. J’ai mis en évidence 
que la modification de la stéréochimie du polykétide ne dépend pas exclusivement des propriétés intrinsèques de la 
kétoréductase (KR) mais qu’il faut prendre en compte le contexte modulaire dans lequel la KR se situe. J’ai également 
obtenu des cristaux de la KR1 de la PKS lankamycine (une KR modèle épimérisante) afin de résoudre sa structure et 
d’identifier le ou les résidus catalytiques impliqués dans la réaction d’épimérisation. Cependant le problème de la phase 
n’a pas été résolu, ce qui n’a pas permis d’aboutir à la structure. Enfin, je me suis efforcé à identifier le domaine 
responsable de la stabilisation de la configuration du C de la chaîne en cours de synthèse. L’objectif initial était de 
confirmer, que le domaine acyl carrier protein (ACP) n’est pas impliqué puis d’évaluer l’implication du domaine 
kétosynthase (au niveau d’un di-domaine kétosynthase-acyl transférase (KS-AT)) et de la KR. 

J’ai également contribué à la réalisation d’un second projet, pour lequel notre équipe a mis en évidence une 
nouvelle classe de DD présent chez les PKS de type trans-AT. Les résultats montrent que l’un des DD étudié est une 
protéine intrinsèquement désordonnée (IDP) dont le repliement est induit par son partenaire, ce qui représente la première 
IDP décrite pour les protéines de métabolite secondaire bactérien. De plus, la structure RMN des deux partenaires 
fusionnés a mis en évidence une nouvelle topologie pour une interaction protéine-protéine. Enfin, par diffusion des 
rayons X aux petits angles (SAXS), nous avons pu visualiser l’interface complète entre deux sousunités de PKS de 
type trans–AT, révélant une chambre de réaction protégée dans laquelle les chaînes de polykétide peuvent croître. 
 
Mots-clés : polykétide, polykétide synthase, kétoréductase, stéréochimie, domaine de docking  
 
Polyketides are natural products assembled by bacteria, fungi and plants which exhibit a variety of therapeutic activities, 
including anti-fungal, antibiotic, anti-cancer, immunosuppressant and anti-cholesterolemic properties. Given their 
medical and economic importance, there is significant interest in identifying new structures with novel biological 
activities. A promising strategy to create such analogues is to genetically engineer the enzymes responsible for 
synthesizing these molecules, the modular polyketide synthases (PKSs), an approach referred to as ‘synthetic biology’. 
However, in order to increase the efficacy of this approach, we must understand in detail how the PKS multienzymes 
function. A number of issues remain to be clarified, including: i) how the ACP which carries the growing chain interacts 
with all of the catalytic domains, as well as the way in which the domains act together to control stereochemistry; and, 
ii) the means by which the multiple subunits present within each PKS manage to communicate with each other in an 
efficient and specific way; here, the focus is on the ‘docking domains’ which are essential to these interactions. 
 During my thesis, I identified two ketoreductase (KR) domains which when introduced into an intrinsically 
non-epimerizing modular context, were able to efficiently epimerise at the C of a model polyketide. I also showed that 
the modular context in which the KR functions has an influence on the ultimate stereochemical outcome, which must be 
taken into account in future attempts to alter this critical aspect of PKS structure. I also succeeded in crystallizing a 
model epimerizing KR (KR1 of the lankamycin PKS) with the aim of solving its structure in order to identify the catalytic 
residue (or residues) responsible for the epimerization. However, we could not overcome the phasing problem, which 
hampered resolution of the structure. Finally, I carried out experiments aiming to identify the domain within the PKS 
modules responsible for stabilizing the stereochemistry at the C position of the polyketide chains. The initial objective 
was to confirm that the acyl carrier protein (ACP) domain of a model module is not implicated, and then to assess the 
involvement of the ketosynthase (within the context of a ketosynthase-acyl transferase (KS-AT) didomain), as well as 
the KR. 
 I also made essential contributions to a second project, in which the group identified a novel family of docking 
domains (DD) present in the trans-AT type of PKS. The available evidence argues that one of the two model DDs studied 
is an intrinsically disordered protein whose folding is induced by its partner, which would represent the first IDP to be 
described in bacterial secondary metabolism. Furthermore, the NMR structure of a fusion of the two DDs revealed a 
protein-protein complex of novel topology. Finally, by small-angle X-ray scattering (SAXS), we were able to visualize 
a complete intersubunit interface within a trans-AT PKS, revealing a protected reaction center in which polyketide 
chains can grow. 
 
Key words : polyketide, polyketide synthase, ketoreductase, strereochemistry, docking domains 
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