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Avant-propos

Ce document retrace les travaux de recherche que j’ai menés au sein de ’équipe Bonsai du
LIFL et du centre Inria Lille Nord-Europe depuis 2006.

L’année 2006 a été pour moi une année charniére dans ma carriére. A mon arrivée sur Lille en
2000, moins d’un an apreés la fin de ma thése, j’ai choisi d’investir mon temps dans ’enseignement.
Le défi était de concevoir des cours et supports de TP ab initio car, a I’époque, la bio-informa-
tique n’était pas enseignée a I’Université Lille 1 et peu a I’échelle nationale. Avec mes collégues
Héléne Touzet et Jean-Stéphane Varré, j’ai mis en place les enseignements d’introduction a la
bio-informatique pour les étudiants en filiéres biologiques. D’ailleurs, nos matériels pédagogiques
sont disponibles sur Internet et ont été repris par d’autres enseignants en France. J’ai également
créé le DESS Bio-informatique de Lille avec Héléne Touzet et nous ’avons co-dirigé pendant 5
ans, entre 2001 et 2006. Les cinq promotions ont rassemblé entre 12 et 18 étudiants issus d’un
cursus en informatique dont la moitié ne provenait pas de I'Université Lille 1. Environ un quart
des diplomés occupe un emploi dans le domaine de la bio-informatique aussi bien en France qu’a
I’étranger et certains ont fait une thése. Les autres travaillent dans le domaine de 'informatique
«traditionnelley. En paralléle de mon investissement pédagogique, j’ai continué les recherches
débutées pendant ma thése sur la comparaison de séquences nucléiques, en collaboration avec
Claudine Devauchelle, Ivan Laprevotte, Alex Grossmann et Alain Hénaut du laboratoire Sta-
tistique et Génome de I’Université d’Evry, et Gilles Didier de 'Institut de Mathématiques de
Luminy. Nous avons publié ensemble trois articles sur cette période. Le premier [65], écrit en
2001, présente les observations réalisées sur les séquences LTR (Long Terminal Repeat) des virus
de I'immunodéficience humaine (VIH) grace a notre méthode d’aide a l’alignement, appelée N-
écriture. Le deuxiéme article [32], publié en 2006, formalise notre méthode qui est alors présentée
comme le décodage local & 'ordre N d’une séquence. En 2007, nous avons publié un calcul de
distances basé sur le décodage local, accompagné d’une application a l'identification des sous-
types de VIH [31]. Sur cette méme période, j’ai également co-signé un article sur 'annotation
des génomes de différentes souches d’Helicobacter pilori [111], présentant des recherches réalisées
pendant ma thése. J’ai choisi de ne pas inclure ces travaux dans ce mémoire car je ne contribue
plus désormais & ces thémes.

Les rencontres avec mes collégues biologistes dans le cadre des enseignements de bio-informa-
tique, ont été ’occasion d’apprendre & connaitre les recherches menées dans les laboratoires de
biologie de la métropole lilloise. En particulier, Valérie Leclére, maitre de conférences au labora-
toire ProBioGEM, qui enseignait la microbiologie pour le DESS bio-informatique, a proposé des
projets étudiants concernant les peptides non-ribosomiques (PNR). Le suivi de ces projets m’a
permis de découvrir ces molécules particuliéres dont le mode de synthése et les spécificités sont
peu connus des biologistes et encore moins des bio-informaticiens. Le laboratoire ProBioGEM
(Procédés Biologiques, Génie Enzymatique et Microbien) de I’Université Lille 1 est spécialisé
dans 'obtention de peptides bioactifs qu’ils soient d’origine non-ribosomique ou obtenus par hy-
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2 Avant-propos

drolyse '. Avec Héléne Touzet, nous avons remarqué que les peptides non-ribosomiques avaient
des spécificités qui rendaient inutilisables les outils de bio-informatique dédiés aux peptides et
protéines ribosomiques. De plus, ces peptides peuvent étre représentés sous la forme de graphes,
induisant des problémes algorithmiques intéressants. Ainsi, en 2006, nous avons suggéré a Valé-
rie Leclére et Philippe Jacques de proposer un sujet de stage de master recherche. Il se trouve
que cette année 1a, Ségoléne Caboche, une étudiante ayant suivi un cursus pluridisciplinaire en
informatique et biologie, recherchait un stage de master recherche. Ségoléne a fait son stage avec
nous puis a continué en thése grace a 'obtention d’un co-financement Inria et région. Grégory
Kucherov, qui a été recruté directeur de recherche CNRS dans I'équipe cette méme année, a
rejoint le groupe de travail sur les PNR. Ségoléne Caboche a concrétisé notre idée de départ en
une plate-forme d’analyse des peptides non-ribosomiques appelée NORINE “. Elle est composée
d’une base de données recensant plus de 1100 peptides, associée a des outils graphiques, ainsi
que des algorithmes de recherche et de comparaison de structures et d’un logiciel de prédiction
d’activités. La collaboration avec des membres du laboratoire ProBioGEM a initié une nouvelle
activité de recherche dans I’équipe Bonsai dont la montée en puissance s’est faite progressive-
ment. Maintenant, je dirige le groupe NRP au sein de I’équipe Bonsai et des collégues m’ont
rejoint : Stéphane Janot, maitre de conférences en informatique, et Areski Flissi, ingénieur de re-
cherche en informatique, sur les développements de la plate-forme NORINE ainsi que Laurent Noé,
maitre de conférences en informatique, sur le nouveau projet de recherche concernant la chémo-
informatique pour les PNR. Entre 2006 et 2013, j’ai co-encadré deux théses et une troisiéme vient
de commencer, j’ai dirigé trois ingénieurs qui se sont succédés pour améliorer I'interface d’inter-
rogation de NORINE, j’ai encadré une stagiaire et co-encadré trois autres en master 2 recherche
en bio-informatique, j’ai guidé quatre doctorants du laboratoire ProBioGEM dans leurs analyses
bio-informatiques (dont un est toujours en thése) et j’ai recruté et dirigé un postdoctorant. Les
recherches et développements menés ont conduit au succés de la plate-forme NORINE, 'unique
ressource dédiée aux peptides non-ribosomiques comportant une base de données avec des an-
notations de qualité car validées manuellement, des outils d’interrogation et de visualisation des
informations concernant les peptides, ainsi que des algorithmes de comparaison de ces molécules
représentées sous la forme de graphes. Les résultats obtenus ont été décrits dans 5 articles pu-
bliés dans des journaux a audience internationale, avec comité de lecture. Ils ont également été
présentés sous forme de communications orales dans 8 conférences nationales et internationales,
de posters dans 17 autres et d’un article de vulgarisation scientifique rédigé en francais.

1. Découpage d’une substance par l'action de ’eau.
2. Disponible a ’adresse :
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Introduction

Les micro-organismes, tels que les bactéries, les levures ou les moisissures, sont capables
de coloniser les milieux terrestres, aquatiques et méme d’autres étres vivants. Pour cela, ils
doivent optimiser les interactions avec leur environnement et développer des stratégies d’attaque
et de défense contre les espéces concurrentes car les ressources sont limitées. Par exemple, ils
optimisent leur capacité a absorber les nutriments et sources d’énergie disponibles ; ils envahissent
le milieu en formant un biofilm ° ; ils détruisent les micro-organismes rivaux par la production
d’antimicrobiens ou de toxines et se protégent contre les attaques des autres espéces. Parmi les
métabolites © synthétisés pour accomplir ces téches, les peptides non-ribosomiques (PNR) ont
la particularité de couvrir, grace a leur grande diversité de structures chimiques, les différentes
stratégies énoncées précédemment. Ce large spectre de structures et donc d’activités est da a
leur mode de synthése alternatif a la voie de synthése ribosomique pour les peptides et protéines.
Leur production est mise en ceuvre par de grands complexes enzymatiques appelés synthétases
peptidiques non-ribosomiques (SPNR).

Parmi les nombreuses applications possibles des peptides non-ribosomiques, celle concernant
leur utilisation dans le domaine pharmaceutique est la plus développée. Il se trouve que les
PNR sont parmi les premiers antibiotiques naturels & avoir été découverts. L'un des événements
fondateurs de I’ére moderne des antibiotiques est la découverte de la pénicilline par 1’écossais
Alexander Flemming en 1928 [11]|, méme si l'action antibactérienne de la moisissure Penicillium
notatum a été utilisée dés I’Antiquité par les égyptiens, les chinois et les indiens. Les premiéres
étapes de la synthése de cette molécule sont effectuées par une SPNR qui produit le peptide
ACV, pour §-(L-a-aminoadipoyl)- L-cysteinyl-D-valine. D’autres peptides non-ribosomiques sont
commercialisés tels que la daptomycine (nom commercial : Cubicin®) ou la vancomycine qui
sont des antimicrobiens; la cyclosporine A qui est utilisée pour réduire les risques de rejet de
greffes ou encore 'actinomycine D utilisée dans le traitement de certains cancers. Dans un registre
proche, les PNR peuvent étre utilisés comme agents phytosanitaires. D’autres applications sont
possibles comme la décontamination des eaux polluées par les métaux lourds en employant des
sidérophores ”, ou polluées par des composés organiques en employant des biosurfactants”; ou
bien encore la fabrication de cosmétiques, toujours par I'intermédiaire des biosurfactants.

Les PNR ne sont pas les seules molécules naturelles a entrer dans la composition de médi-
caments. La recherche de nouveaux produits naturels & activités thérapeutiques est un domaine
toujours actif comme en témoignent les nombreux articles publiés sur le sujet (voir [30, 70, 82, 81]
pour les plus récents). Mais, l'identification expérimentale de principes actifs et de leur mode
d’action reste un processus long et délicat, qui n’est que 1’étape préliminaire & 1’étude clinique

3. Colonie de micro-organismes qui forme un film sur une surface.
4. Petits composés organiques produits par les cellules.
5. Molécules capables de capter le fer.

6. Molécules capables de modifier la tension d’un liquide en formant un film & sa surface.

3
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préalable & une mise sur le marché. Heureusement, de nouvelles stratégies ont vu le jour en s’ap-
puyant sur ’analyse bio-informatique du flux de 'information génétique. La figure | schématise
ce flux : PADN, molécule qui porte I'information génétique, est transcrit par I’ARN-polymérase
en ARN messager qui est lui-méme traduit en protéine par les ribosomes. Les protéines ainsi pro-
duites réalisent de nombreuses fonctions dans la cellule dont la catalyse de réactions chimiques ‘.
L’enchainement de réactions chimiques, appelé voie de synthése, aboutit & la production de
métabolites.

protéines métabolites

ARN synthétases ribosomes 2 <

 —
_

transcription traduction
réactions
enzymatiques

FIGURE 1 — Le flux de I'information génétique, appelé aussi dogme central de la biologie.

Les progrés des techniques de séquengage associés a des logiciels d’annotation de séquences
génomiques toujours plus performants procurent les molécules potentiellement produites par un
organisme [119, 67, 10]. Dans un premier temps, la séquence de son génome est déterminée,
puis des analyses bio-informatiques prédisent les génes présents sur ce génome et la fonction des
protéines pour lesquelles ils codent. Lorsque ces protéines sont des enzymes, il est possible de
déterminer quelles sont les molécules chimiques qu’elles produisent. Ensuite, les propriétés et
activités de ces molécules sont étudiées grace a d’autres outils bio-informatiques. Ainsi, les prin-
cipes actifs synthétisés par un organisme peuvent étre prédits a partir de son génome. Pour finir,
ces analyses bio-informatiques doivent étre validées expérimentalement et d’autres investigations
sont nécessaires avant de pouvoir exploiter industriellement une nouvelle molécule.

Les peptides non-ribosomiques ont le double avantage d’avoir de nombreuses applications
potentielles et de pouvoir étre identifiés & partir de séquences génomiques, en passant par I’analyse
des protéines qui les produisent. C’est pourquoi les PNR sont de plus en plus étudiés comme
en témoigne la rapide augmentation du nombre d’articles concernant ces molécules visible dans
I’histogramme de la figure 2. Les auteurs de ces publications sont soit des biochimistes ou des
pharmaciens qui extraient le peptide puis analysent ses propriétés, soit des biologistes qui étudient
sa voie de synthése et ses activités. Quelque-soit leur approche, les scientifiques cherchent &
collecter le maximum d’informations concernant leur peptide d’intérét ou des peptides similaires.
L’objectif de mon travail est de répondre & ce besoin en fournissant une base de données et une
palette d’outils bio-informatiques permettant I’analyse in silico des peptides non-ribosomiques.
Il est atteint au travers de la ressource NORINE.

Je décris dans ce mémoire tout le travail réalisé depuis 2006 sur les peptides non-ribosomiques
et les enzymes qui les produisent. Le premier chapitre porte sur les synthétases peptidiques
non-ribosomiques pour introduire des notions utiles & la compréhension du chapitre suivant. Le
deuxiéme chapitre présente les peptides non-ribosomiques, I’objet principal de mes recherche, et

7. Action d’accélération de la vitesse d’une réaction chimique.
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publications over time

Topic nonribosomal peptide

1o 0.00012
100 0.00011
—
el A\.
an T 0.00010
)

80 0.00008
o
- 000008

0.00007
2w /£ 7
= - 0.00006 B
I s / ES
Z z‘ 0.00005 3
40 z
0.00004 2

E ; 0.00003

20 g 0.00002

10 . r"/r 0.00001

Py e, e

0 0.00000

FPublications Publications {current year estimated) Relative Research Interest —®— Relative Research Interest ismoothed)

FIGURE 2 — Histogramme du nombre de publications par an contenant I’expression «nonriboso-
mal peptide», généré sur le site de gopubmed®).

leurs spécificités. Les deux chapitres sont construits selon le méme plan, & savoir une premiére
partie introduisant les notions biologiques, une deuxiéme présentant les outils bio-informatiques
développés par d’autres équipes de recherche et la troisiéme partie décrivant les travaux aux-
quels j’ai participé. Dans le premier chapitre, le mode de fonctionnement des synthétases et des
enzymes auxiliaires est décrit en prenant comme fil conducteur les particularités des peptides.
Puis, les étapes nécessaires a la conception des outils bio-informatiques d’analyse de ces en-
zymes sont passées en revue. Un tableau comparatif de ces outils est fourni. Je présente ensuite
mes contributions qui portent & la fois sur des développements informatiques et de I'analyse de
données. Dans le deuxiéme chapitre, je décris toute la diversité des PNR des points de vue bio-
logique et chimique, telle que la ressource NORINE m’a permis de 'appréhender. J’ai complété
ces informations & ’aide de recherches bibliographiques poussées. Les quelques bases et outils
bio-informatiques dédiés ou non aux PNR sont présentés. Puis, je décris la ressource NORINE
dédiée aux peptides non-ribosomiques, dont je suis un des membres fondateurs, et les outils et
algorithmes associés. Une partie des résultats est exposée dans les articles co-écrits avec mes
collaborateurs et qui sont insérés dans ce manuscrit.
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Chapitre 1

Stratégies d’annotation des synthétases
peptidiques non-ribosomiques

1.1 Introduction et motivations

Mon activité de recherche principale porte sur la bio-informatique pour les peptides non-ribo-
somiques (PNR). Cependant, je travaille aussi sur leurs synthétases, c’est-a-dire les enzymes qui
les produisent. Ma participation au travail d’exploration du potentiel de synthése des peptides
non-ribosomiques a été motivée par deux raisons principales. La premiére est que j’ai apporté ma
maitrise des outils d’analyse de séquences, mon approche de bio-informaticienne et ma capacité
a identifier les développements informatiques réalisables. J’ai donc accompagné mes collégues du
laboratoire ProBioGEM dans leurs analyses bio-informatiques. J’ai participé & la mise au point
d’un protocole de prédiction puis d’annotation de synthétases a partir d’une séquence génomique;
a I'analyse de génomes bactériens et a la conception de logiciels répondant & leurs besoins. Mes
connaissances des outils généralistes d’analyse de séquences étaient d’autant plus nécessaires
au début de ce travail que les outils spécifiques aux synthétases peptidiques non-ribosomiques
(SPNR) étaient peu nombreux et ne proposaient pas l’analyse d’un génome complet. Le protocole
a beaucoup évolué en quelques années puisque de nouveaux logiciels ont été développés.

La deuxiéme raison est la nécessité de maitriser les différentes étapes d’analyse des synthétases
afin de pouvoir intégrer au mieux NORINE, la ressource dédiée aux peptides non-ribosomiques
développée & Lille, dans le processus d’identification de nouveaux PNR. Je réponds aux besoins
spécifiques des biologistes et autres utilisateurs des outils que je congois, parce que je suis moi-
méme une utilisatrice avertie de ces outils.

Avant de présenter les outils d’analyse bio-informatique des synthétases peptidiques non-
ribosomiques existants dans la partie , je vais décrire le mode de synthése non-ribosomique
dans la partie . Ensuite, je décrirai mes contributions dans la partie . 1l s’agit de la mise
au point du protocole d’exploration du potentiel de synthése de PNR & partir de données de
séquences génomiques ou protéiques avec ma collégue Valérie Leclére, des analyses bio-informa-
tique réalisées sur plusieurs genres bactériens et la conception de logiciels répondant a des besoins
spécifiques aux SPNR. Enfin, je terminerai en présentant mes collaborateurs et les doctorants,
ingénieurs et étudiants que j’ai encadrés ou co-encadrés.

Les résultats de certains travaux présentés dans ce chapitre ont été publiés dans une mini-
revue concernant la kurstakine [!1], un peptide non-ribosomique produit par les bactéries du

7
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genre Bacillus. D’autres ont été soumis pour présenter le pipeline d’annotation de synthétases
FLORINE [22]|. D’ailleurs, un poster présentant ce pipeline a regu le prix du meilleur poster du
congrés de la Société Frangaise de Microbiologie (SFM) lors de son édition 2013.

1.2 Meécanisme de synthése non-ribosomique

La synthése non-ribosomique est effectuée par de grands complexes enzymatiques appelés
synthétases peptidiques non-ribosomiques (SPNR). Leur nom vient du fait que ces enzymes
produisent des peptides par une autre voie que le flux de l'information génétique (voir figure 1)
et donc ne passent pas par les ribosomes. Les enzymes impliquées fonctionnent comme des chaines
de montage qui captent les acides aminés dans le milieu cellulaire et les assemblent pour former
des peptides. Dans le cas de la synthése linéaire, qui est la plus fréquente, les synthétases sont
composées d’autant de modules qu’il y a de monoméres dans le peptide final. Chaque module
est divisé en domaines responsables d’une étape d’incorporation d’un monomére via la catalyse
d’une réaction chimique. Ces domaines correspondent a une fonction enzymatique particuliére.
La figure représente la synthétase de ’ACV avec ses différents domaines. Dans la suite de ce
mémoire, j’utilise toujours les mémes conventions pour représenter ’enchainement des domaines
dans les protéines. J'ai choisi d’utiliser le symbole | pour représenter un domaine qui est a
Iextrémité d’une protéine (début ou fin) et les symboles < et > pour représenter un domaine qui
peut étre précédé ou suivi d’autres domaines. Pour la synthétase de ’ACV qui n’est composée
que d’une protéine, la structure en domaines est la suivante : |[A T C A T C A T E Te| ou les
abréviations représentent les domaines suivants dont la fonction sera décrite par la suite :

— A : adénylation

— T : thiolation

— C : condensation

— E : épimérisation
Te : thioestérase

ACV synthétase

module 1__module 2 module 3

Tﬂ T

Lk %4

AAd  Cys_D-Val

FIGURE 1.1 — La synthétase de ’ACV. Cette enzyme est composée de 3 modules, elle incorpore
donc trois monomeéres, reconnus par les domaines d’adénylation, notés A. Puis ces monomeéres
sont fixés de fagon covalente & I’enzyme par les domaines de thyolation (T). Enfin, les domaines
de condensation (C) forment des liaisons peptidiques entre les monoméres. Le peptide ainsi formé
est libéré par le domaine de thioestérase (Te). Cette enzyme posséde un domaine optionnel, le
domaine d’épimérisation (E) qui modifie 'isomérie du monomeére porté par le module 3. Ces
domaines seront décrits plus en détail par la suite.
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Lors de la synthése itérative, les modules sont utilisés plus d’une fois pour incorporer plusieurs
exemplaires d'un méme monomeére dans le peptide final. Par exemple, lors de la synthése de la
gramicidine S deux exemplaires du méme décapeptide (10 monoméres) sont assemblés en un pep-
tide circulaire via un domaine particulier de thioestérase (Te) [66]. Autre exemple, la synthétase
de I'enniatine est composée de deux modules et se termine par un domaine de condensation :
ICATCANMT C| (NM est le domaine de N-méthylation) [17]. Elle produit un peptide cy-
clique composé de trois exemplaires d’un dipeptide (2 monomeéres). Enfin, la synthése non linéaire
est effectuée par des synthétases peptidiques non-ribosomiques dont les domaines ne sont pas
agenceés selon les régles habituelles. Certaines protéines ne portent qu’un seul domaine qui peut
intervenir & différentes étapes de la synthése. Par exemple, la synthétase de la vibriobactine [62]
est composée de 4 protéines dont trois sont des domaines isolés. La structure de la synthétase
est la suivante : |A||T||C||Cy Cy A C T C| (ou Cy est un domaine de cyclisation). Le peptide
produit est composé de répétitions d’acides aminés et d’une polyamine °, la norspermidine.

Il est & noter que le terme de synthése linéaire ne sous-entend pas que les peptides produits
soient linéaires. De méme, la synthése non linéaire peut produire des peptides linéaires. Ces
termes décrivent le mode de fonctionnement des synthétases qui peut ou non suivre l'ordre des
domaines présents sur les protéines.

Puisque mes recherches portent principalement sur les peptides non-ribosomiques, j’ai choisi de
présenter la synthése non-ribosomique en allant des peptides vers les synthétases et les enzymes
externes associées afin de mettre en avant les différentes voies menant & une méme configuration
dans le peptide final. Pour fabriquer un PNR, la cellule doit d’abord fabriquer les briques de
base que sont les monomeéres. Je ne décrirai pas en détail les voies de synthése des différents
types de monoméres mentionnés dans la partie . Ensuite, les monomeéres sont assemblés,
et éventuellement modifiés, par les modules des synthétases ou par des enzymes externent qui
agissent a posteriori. La composition en domaines d’'un module détermine son action au sein de
la voie de synthése. Je présenterai au fur et a mesure les différentes configurations de domaines
observées au sein des modules et les actions associées. De la méme fagon, ’enchainement des
modules n’est pas dii au hasard, mais est influencé par les domaines qui les composent.

Les principaux articles qui m’ont aidé & décrire la synthése non-ribosomique et les synthétases
sont les suivants [103, 77, 53, |.

1.2.1 Incorporation des acides aminés

Deux domaines sont nécessaires a I'incorporation d’un acide aminé, ou un composé chimique
de nature proche, dans un peptide non-ribosomique.

Le domaine d’adénylation (A) sélectionne un acide aminé spécifique et 1’active en formant
un aminoacyl-O-AMP (acide aminé lié & une adénosine monophosphate) en consommant un
ATP (adénosine triphosphate). Il est le domaine NRPS le plus étudié car il est déterminant pour
prédire la composition monomérique du peptide qui est produit par la synthétase. Les principaux
résultats obtenus a propos de ce domaine sont décrits dans la partie et concernent la
détermination de l'acide aminé sélectionné en fonction des acides aminés présents a certaines
positions du site actif.

8. Molécule organique composée de plus d’un groupement amine NH,.
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Le domaine de thiolation (T) aussi appelé PCP pour peptidyl carrier protein fixe de maniére
covalente 'acide aminé préalablement activé par le domaine A. Ainsi, lorsqu’un acide aminé est
sélectionné, il est conservé par la synthétase en attendant, si besoin, que les autres monomeéres a
incorporer soient également présents.

Ces deux domaines sont les constituants de base d’'un module. D’ailleurs, la plupart des
modules d’initiation sont de la forme : |A T> car ils incorporent le premier acide aminé du
peptide (voir le premier module de ’ACV synthétase sur la figure 1.1).

1.2.2 Liaison entre acides aminés

Le domaine de condensation (C) est responsable de la formation d’une liaison peptidique
entre deux monomeéres consécutifs portés chacun par un domaine de thiolation. Des sous-familles
ayant des activités spécifiques ont été identifiées [94, |. Par convention, les domaines C sont
considérés comme étant au début des modules. Les domaines C sont spécifiques de I'isomérie
des monomeres qu’ils lient (voir figure 1.2).

Le domaine de condensation (“Cy) est la sous-famille du domaine C la plus répandue. 11
effectue une liaison peptidique entre I'acide aminé de forme L porté par le module précédant a
un autre acide aminé de configuration L porté par le module qui commence par ce domaine “C7,
(voir module 4 de la bacitracine dans la figure 1.2). Ce domaine est entre deux modules qui
n’incorporent pas d’acide aminé sous la forme D : <C A T £Cp, A T>

Le domaine de condensation (PCp) effectue une liaison peptidique entre l'acide aminé
de forme D porté par le module précédant & un autre acide aminé de forme L porté par le
module qui commence par ce domaine PC}, (voir module 5 de la bacitracine dans la figure 1.2).
Ce domaine est entre un module qui incorpore un acide aminé sous la forme D et un autre :

<CATEPC, AT>

Il n’existe pas de domaine C spécifique liant un acide aminé de forme L & un acide aminé de
forme D pris dans cet ordre (domaine “Cp), car le passage de la forme L & la forme D est réalisé
sur le monomére qui est déja lié au peptide en cours de synthése, soit le module situé a gauche
du domaine C.

1.2.3 Incorporation d’acides aminés sous la forme D

Les synthétases incorporent fréquemment des acides aminés sous la forme D dans les peptides
non-ribosomiques (voir partie ). Il s’agit d’une configuration alternative a la configuration
la plus courante qui est appelée L. Ces deux configurations correspondent a des molécules dites
énantiomeéres. Par abus de langage, elles sont aussi appelées stéréoisomeéres car elles en sont
un cas particulier. Ces molécules possédent la méme formule chimique, la méme structure bidi-
mensionnelle, mais des structures tridimensionnelles différentes, images I'une de 'autre dans un
miroir. Il faut casser une liaison et permuter certains groupements pour passer d’une configura-
tion & une autre. Dans le cas des acides aminés, la configuration la plus courante est appelée L

9. Configurations L et D des molécules, c’est-a-dire les structures chimiques non superposables d’'un méme
composeé.
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et Pautre D. Le changement est effectuée par la réaction d’épimérisation ', aussi appelée racé-
misation. Plusieurs stratégies sont utilisées par les synthétases pour incorporer des conforméres
sous la forme D.

Le domaine d’épimérisation (E) épimérise 'acide aminé qui est fixé sur le domaine de
thiolation qui le précéde. Sauf si le module précédant effectue I'initiation de la synthése, le do-
maine E agit sur ’acide aminé lorsqu’il est déja lié & une chaine peptidique en cours d’élongation.
Un tel domaine est nécessairement suivi par un domaine PCp, (voir figure 1.2). L’agencement des
domaines est donc le suivant : <C A T E PCp,>. Ce mode de modification est le plus répandu
parmi les synthétases non-ribosomiques.

Synthétase BacA de la bacitracine

module 4 module 5 module 4  module 5 module 4  module 5

s T °C, T []]]'C. T °C. A R | [T CTAJRE °c LA |

é { {
:§_<; Hy dom DCL o CH,

_—
lle = Gy - Leu\\\\\{ i e H, lle = Cys - Leu CH, nHolle CH,
o
D-Glu
lle = Cys - Leu OH
D-Glu

o

FIGURE 1.2 — Modules 4 et 5 de la synthétase de la bacitracine. L’acide glutamique est épimérisé
puis le domaine de condensation PC}, forme la liaison avec l'isoleucine. L’acide glutamique est
déja lié aux monomeéres incorporés par les modules précédents. Par convention, les liaisons qui
sont dessinées avec des hachures partent a ’arriére du plan et celles en triangle plein vers ’avant.
Cela permet de distinguer les formes D et L.

Le domaine dual condensation-épimérisation (C/E) est un domaine qui posséde a la
fois la faculté de condenser les acides aminés fixés sur deux domaines de thiolation voisins, et
d’épimériser ’acide aminé situé sur le premier module. La structure en domaines est donc la
suivante : <C” A’ T C/E A T> avec le domaine C/E qui épimérise 'acide aminé porté par le
domaine de thiolation T’. Ces domaines duaux n’ont été observés que dans le cadre de la synthése
de lipopeptides cycliques et chez trés peu de genres bactériens. Ils ont étés mis en évidence chez
les Pseudomonas qui possédent dans leur génome a la fois des synthétases avec des domaines E
qui produisent, par exemple, des pyoverdines ' et des synthétases avec des domaines duaux
C/E qui produisent des lipopeptides [9]. Récemment, des domaines duaux ont également été
observés chez un Streptomyces [128] et chez un Lysobacter [50]. 11 est & noter que ces bactéries
colonisent toutes le sol qui est un environnement dans lequel les échanges de matériel génétique
sont fréquents.

Le domaine d’épimérisation en  (EfS) est un domaine d’épimérisation qui agit sur un
carbone de la chaine latérale, appelé carbone 3. Le domaine qui a été observé modifie une

10. Action de changer la conformation d’un monomére.
11. Chromopeptides capables de fixer le fer.
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thréonine en allo-thréonine dans la lysobactine [50]. Ce domaine est localisé dans un module
<CEB A T>.

NORINE contient également des isoleucines et quelques dérivés épimérisés en 8. Deux études
expérimentales ont montré que les domaines A des synthétases de la la nostophycine [35] et de la
coronatine [28] avaient une préférence pour I'incorporation directe d’une allo-isoleucine. Celle-ci
serait donc synthétisée par une enzyme externe a la synthétase.

Le domaine A spécifique aux D-Ala de certaines synthétases incorpore directement le mo-
nomeére sous sa forme D. L’épimérisation n’est donc pas effectuée par la synthétase, mais par une
autre enzyme impliqué dans la voie de synthése du monomére, appelée racémase externe. Celle-
ci change la conformation du monomére avant qu’il ne soit sélectionné par la synthétase. A ma
connaissance, seule I'incorporation directe de D-alanine a été observée chez quatre synthétases,
celles produisant la cyclosporine [19] et 'HC-toxine [24] chez des Fungi ', et celles produisant la
fusaricidine [09] et la leinamycine [110] chez les bactéries. L’épimérisation de cet acide aminé est
effectuée par ’alanine racémase (Alr ou EC 5.1.1.1).

1.2.4 Incorporation d’acides aminés modifiés

Les synthétases incorporent dans les peptides non-ribosomiques non seulement les 20 acides
aminés présents dans les protéines ribosomiques, mais aussi d’autres acides aminés qui sont
parfois dérivés des 20 principaux (voir partie ). Ces dérivés peuvent étre synthétisés par
des domaines supplémentaires présents dans les synthétases. Nous avons déja évoqué le domaine
d’épimérisation, il en existe d’autres.

Le domaine de N-méthylation (NM) ajoute un groupement méthyle CHy a I'atome d’azote
de I'acide aminé fixé sur le domaine de thiolation du module suivant (voir figure 1.3). Ce domaine
est localisé aprés le domaine de thiolation : <C A T NM>.

Synthétase de la cyclosporine

module 1 __Mmodule2 module 1 __module2
)y CLA pNMLLL W CLA UNMIIL
é gg é §SH
ot ot
o o
NH, NH
H,N o H,N o \CH3
CHy CH,
D-Ala " Leu D-Ala  "°NMe-Leu

FIGURE 1.3 — Les deux premiers modules de la synthétases de la cyclosporine. Le domaine A
du premier module reconnait une D-alanine. Le domaine NM du deuxiéme module ajoute un
méthyle & une leucine, associé au coenzyme (S)-adenosyl méthionine (SAM).

Le domaine de formylation (F) ajoute un groupement formyle C(=O)H, aussi appelé aldé-
hyde, au groupement amine NH,, d'un un acide aminé (voir figure 1.1). Ce domaine est localisé
avant le domaine A et, a priori dans des modules d’initiation : <F A T>.

12. Terme scientifique pour champignons.
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Synthétase de la gramicidine linéaire

module 1 module 1
Tl Tl
$ ¢
S S
CH,
o o CHj
CH
H,N Val ’ NH CHy
/' NFo-Val

FIGURE 1.4 — Les premiers module de la synthétase de la gramicidine linéaire. Le domaine F
ajoute un groupement formyle & une valine, associé au coenzyme N'0-formyltetrahydrofolate

Le domaine de cyclisation (Cy) forme un cycle interne a partir de deux acides aminés
dont un posséde un groupement réactif de type OH ou SH. Le domaine de cyclisation rem-
place le domaine de condensation. Les deux modules adjacents ont la structure suivante :
<C AT Cy A’ T’>. Si une cystéine est liée au domaine T’, alors une thiazoline est formée
(voir la figure 1.5). S’il s’agit d’une sérine ou d’une thréonine, alors une oxazoline est formée.

Synthétase BacA de la bacitracine

module 1 module 2 module 1 module 2
uCvi A wlll uCv A ull
dom Cy
0 0= —_— 00—
gﬂ Cys
N S N
Cys s

FIGURE 1.5 — Le domaine Cy de la bacitracine et les domaines voisins. Le module 1 incorpore
une isoleucine et le module 2 une cystéine. Le domaine de cyclisation (Cy) forme une thiazoline,
c’est-a-dire une molécule qui contient un cycle comprenant un atome d’azote N et un atome de
soufre S, alors appelé hétérocycle du fait qu’il n’est pas composé que de carbones.

Le domaine d’oxydation (Ox) agit aprés le domaine de cyclisation pour transformer la
thiazoline en thiazole ou l'oxazoline en oxazole par oxydation (ajout d’une double liaison dans
I'hétérocycle). La position de ce domaine varie selon les enzymes. L’article [101] présente deux
configurations. Dans la protéine EpoB, membre de la synthétase de I’épothilone, le domaine Ox
est enchassé dans le domaine A, formant un module : <Cy A Ox A T>. Dans la protéine BImIII,

membre de la synthétase de la bléomycine, le domaine Ox suit le domaine T, formant la structure :
<A T Ox>.

Le domaine de réduction (Rn) a une action opposée au domaine d’oxydation puisqu’il
agit également aprés le domaine de cyclisation, mais transforme la thiazoline en thiazolidine ou
I'oxazoline en oxazolidine par réduction (suppression de la double liaison de I'hétérocycle). La
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réduction est peu fréquente chez les synthétases peptidiques non-ribosomiques. Un seul domaine
est cité en exemple. Il est isolé sur une protéine et participe a la synthése de la pyochéline [38].

Les halogénases externes ajoutent des halogénes a certains monoméres. Les halogénes sont
les atomes de fluor F', de chlore Cl, de brome Br, ddiode I et ddastate At. Seul le dernier atome,
I’astate, n’est pas présent dans les monoméres car il est radioactif.

1.2.5 Incorporation d’autres monomeéres

Les monomeéres qui ne sont pas des acides amino-carboxyliques sont soit incorporés directe-
ment par la synthétase dans le cas des lipides et des chromophores, soit par des enzymes externes
aux synthétases, une fois que le peptide est formé dans le cas des monosaccharides et des poly-
kétides. En général, les génes qui codent ces enzymes sont localisés a proximité des synthétases
peptidiques non-ribosomiques sur le génome. Cet ensemble de génes participant & une méme voie
de synthése et localisés dans une méme région d’un génome est appelé cluster. Lors du processus
de prédiction d’'un PNR, il est donc important d’analyser également les génes localisés a proxi-
mité des synthétases afin de compléter la structure avec les monomeéres autres que les acides
aminés.

Le domaine de condensation (Csyrier) incorpore les acides gras en début de chaine pepti-
dique. Comme son nom 'indique, ce domaine est localisé dans le premier module de la synthétase,
le module d’initiation, qui est alors composé des domaines Cgigrter, A et T. Ce domaine parti-
culier a la faculté d’effectuer une liaison entre un acide gras et I’acide aminé sélectionné par le
domaine A du module. Il se trouve donc dans un module du type : |Csarter A T>

Les modules spécifiques aux chromophores sont des protéines composées de domaines de
type SPNR qui condensent des acides aminés. Ces derniers subissent alors une suite de réactions
oxydatives [31], effectuées par des enzymes dédiées |35]. Par exemple, la tyrosine et I'acide 2,4-
diaminobutyrique sont associés pour former le chromophore des pyoverdines.

Les glycosyltransférases ajoutent les monosaccharides au peptide [114]. L’équipe de re-
cherche dirigée par D. Mohanty, National Institute of Immunology, New Delhi, India, a développé
I'outil SEARCHGTY de prédiction de ces enzymes [60].

Les synthases de polyketides (SPK) sont d’autres enzymes modulaires qui synthétisent
des polyketides (PK). Pour la synthése de composés hybrides PNR-PK, les domaines SPK sont
présents soit dans des protéines hybrides portant aussi des domaines SPNR, soit dans des pro-
téines uniquement SPK. Pour plus d’informations concernant les SPK, voir la revue [127]. La
plupart des outils d’annotation des SPNR sont également capables d’annoter les SPK, indiquant
ainsi la nature hybride du produit final.

1.2.6 Libération du peptide

Pendant l'incorporation des monomeéres par les synthétases, le peptide en formation reste lié
a I’enzyme en passant d’'un domaine de thiolation & un autre lors des réactions de condensation
successives. La derniére étape de la synthése est donc la libération du peptide.
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Le domaine de thioestérase (Te) de type I est généralement situé a la fin du dernier
module de la synthétase : <C A T Tel. Il libére le peptide soit par hydrolyse pour former un
peptide linéaire, soit par macrocyclisation pour former un peptide cyclique ou partiellement
cyclique. N. Roongsawang et al. [97] ont observé une forte corrélation entre la répartition des
séquences des domaines de thioestérase dans un arbre phylogénétique et leur fonction. Ils ont
distingué cinq sous-types spécifiques aux peptides produits.

Le domaine réductase (Re) est également situé a la fin des synthétases : <C A T Re|. Ce
domaine libére le peptide en réduisant I'extrémité C-terminale du peptide sous la forme d’un
groupement alcool COH et non d’un groupement carboxyle C(=0O)OH. Il est présent dans les
synthétases des peptaibols (voir partie ), des peptides non-ribosomiques produits par les
Fungi qui se terminent par un alcool aminé [70]. Il est également présent dans les synthétases
de lipopeptides et lipoglycopeptides dans la famille des mycobactéries. L’extrémité alcool libérée
peut se lier & un monosaccharide [25].

Le domaine de condensation terminal (Ct) est un domaine de condensation capable
de libérer le peptide en étant situé a la fin des synthétases peptidiques non-ribosomiques :
<C A T Ct>. Dans la littérature, différents domaines Ct sont décrits de fagon indépendante.
Chez les Fungi, les Ct libérent le peptide par macrocyclisation [13]. Dans ’embranchement des
protéobactéria, deux bactéries possédent un domaine de condensation terminal qui lie le peptide
en cours de formation & une polyamine non liée & la synthétase. Ainsi, le peptide est libéré. La
synthétase de la vibriobactine [(2] et celle de I'ornibactine [1] suivent ce processus.

Le domaine de thioestérase (Te) de type II n’est, en fait, pas impliqué dans la libération
du peptide. Ils réparent les bras des domaines de thiolation impliqués dans la fixation des mono-
meres a la synthétase [73] afin qu’ils soient de nouveau fonctionnels. Ces domaines sont observés
en tandem, & la suite d’un Te de type I dans les enzymes produisant les lipopeptides cycliques.

1.3 Bio-informatique pour ’annotation des synthétases

Maintenant que j’ai décrit le fonctionnement des synthétases peptidiques non-ribosomiques,
je vais décrire les différents outils bio-informatiques qui ont été développés pour analyser les
synthétases. Je commence par évoquer le probléme de I'identification des génes codant des SPNR,
en particulier dans le contexte du séquencage a haut débit. Ensuite, j’ai choisi de ne pas décrire
les outils un par un, mais reprendre les grandes étapes communes & ces outils et de mentionner
les spécificités de certains logiciels. J’ai écrit cette partie a ’aide des articles dédiés aux logiciels
en question et de trois revues écrites sur le sujet [7, 56, 57].

1.3.1 Prédiction de génes et annotation de protéines

Avant de présenter les programmes d’annotation des synthétases, je vais introduire le contexte
dans lequel ils se situent.

Ces derniéres années, les techniques de séquencage ont progressé et permettent maintenant
)
d’obtenir rapidement et pour un cotit raisonnable la séquence nucléique compléte d’un génome.

13. Brique de base des sucres.
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Cependant, ce gain en rapidité est, pour I'instant, réalisé au détriment de la qualité des séquences
qui contiennent des erreurs ou qui ne couvrent pas la totalité du génome. En effet, seuls des
fragments de quelques dizaines a plusieurs centaines de nucléotides peuvent étre séquencés. Afin
de reconstruire la séquence génomique compléte, il est nécessaire d’obtenir la séquence d’un grand
nombre de fragments chevauchants. La reconstruction du génome est ensuite réalisée a 'aide
d’outils bio-informatiques, cette étape est appelée 'assemblage. Selon la qualité et la quantité
des séquences produites, I’assemblage peut aboutir & un génome morcelé, composé de fragments
plus ou moins longs, appelés contigs, et pouvant étre mal reconstitués. De plus en plus de projets
de séquengage ne prévoient pas I’étape de finalisation du génome car elle est délicate a réaliser
et nécessite de nouvelles expériences. Les génomes restent alors & I’état de brouillon permanent.
La base de données GOLD (Genomes Online Database) [37]| référencait, en avril 2013, 4325
génomes complets et 20210 génomes en cours de séquencage. Parmi les génomes dit complets,
1855 (soit 43 %) sont a 1’état de brouillon permanent. Une source majeure de difficulté lors de la
finalisation de ’assemblage est la présence de répétitions dans les génomes. Or, du fait de leur
structure modulaire, donc répétitive, les synthétases sont intrinséquement une source de mauvais
assemblage. Les conséquences touchent la justesse de I’enzyme ainsi reconstituée. Les domaines
et modules risquent de ne pas étre reconstruits dans le bon ordre, voire des parties de protéines
différentes peuvent étre associées & tord. Ce manque de qualité est un vrai probléme pour la
caractérisation des synthétases et autres enzymes modulaires de grande taille.

Une fois la séquence reconstituée, un autre travail d’analyse bio-informatique commence, a
savoir la prédiction des génes présents sur le génome et la détermination de la fonction des
protéines pour lesquelles ils codent. Les génes sont prédits soit par comparaison de la séquence
nucléique traduite en protéines avec des protéines connues, soit par apprentissage & partir d’un
ensemble initial de génes connus.

La fonction des protéines est déduite griace aux connaissances acquises expérimentalement
sur des protéines modéles. Les protéines inconnues sont comparées aux protéines modéles selon
différentes méthodes. Du fait de la grande quantité de séquences produites, 'annotation des gé-
nomes est majoritairement réalisée de maniére automatique, a ’aide de programmes généralistes
d’annotation qui aboutissent & des annotations erronées ou peu précises. Les protéines ayant une
fonction synthétase peptidique non-ribosomique sont retrouvées sous différentes dénominations
dans les banques de données telles que :

— «NRPS», «putative NRPS», «probable peptide synthetase protein» ou «Nonribosomal pep-
tide synthetase» qui sont peu précises, mais désignent bien des proteines qui sont des
NRPS;

— «amino-acid adenylation domain proteiny, « AMP-dependent synthetase and ligase» ou
«thiotemplate mechanism natural product synthetase» qui correspondent & la présence de
domaines particuliers caractéristiques des NRPS ;

— «gramicidin S synthetase 2%, «NRPS similar to ACV synthetase», «Similar to bacitracin
synthetase 1 (BA1), protein contains NRPS modules» ou «EntE» qui sont des noms pré-
cisant le produit de la synthétase qui, trés souvent, n’est pas celui indiqué car une analyse
fine des synthétases est nécessaire pour le déterminer ;

— «hypothetical protein» qui montre que le programme n’est pas parvenu & identifier la
protéine en tant que synthétase.

En fait, il est presque impossible d’annoter automatiquement correctement une synthétase,
c’est-a-dire de déterminer ses modules et son produit, par une simple comparaison de séquences
telle qu’elle est faite par les programmes généralistes d’annotation. La cause est la suivante. Les
synthétases ont toutes en commun le fait d’étre composées de modules eux-mémes divisés en
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domaines. Les séquences des domaines pris individuellement sont similaires, par contre, I’enchai-
nement de ces derniers est propre & chaque synthétase et est caractéristique de son produit.

NORINE référence plus de mille peptides, il existe donc au moins mille synthétases différentes.
C’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser des programmes dédiés & 'annotation des synthétases
afin de prédire correctement I’enchainement de leurs domaines, ainsi que les monomeéres incor-
porés dans le peptide.

1.3.2 Logiciels d’annotation des synthétases peptidiques non-ribosomiques

Les programmes d’annotation de synthétases reprennent la stratégie des autres programmes
d’annotation & savoir la comparaison avec des protéines modéles, ou plus précisément, des do-
maines modéles.

Ils suivent tous les mémes étapes principales, leurs originalités résident dans la collecte et
la définition des données modéles, ainsi que dans les techniques d’assignation des fonctions en-
zymatiques. Je vais décrire ces étapes en précisant les spécificités de certains programmes. Le
tableau reprend les principales caractéristiques des programmes d’annotation de synthétases
peptidiques non-ribosomiques. Il est a noter que Clusean [125] n’est pas présenté dans ce texte
car il s’agit d’'un programme qui fonctionne en version installée sur un ordinateur et dont anti-
SMASH [50, 13] est une version améliorée et utilisable via un formulaire Web. De méme, je ne
présente pas le logiciel SMURF [63] car il n’annote pas les protéines, mais se contente d’extraire
des clusters de génes produisant des métabolites a partir d'une liste d’annotations fournie en
entrée du logiciel.

Etape 1 : collecte des séquences de synthétases. Les synthétases peptidiques non-riboso-
miques servant de modéles sont extraites des banques généralistes de séquences. Il est important
de constituer un jeu de données représentatif des domaines étudiés, contenant suffisamment de
données. Au fur et a mesure des années, les auteurs bénéficient des données de leurs prédéces-
seurs et ajoutent le résultat de leurs recherches au jeu existant. Mais, les annotations de synthé-
tases basées sur des analyses expérimentales, sont encore rares dans les banques protéiques. Par
exemple, UniProt ne compte qu'une soixantaine de synthétases peptidiques non-ribosomiques
ayant le statut «reviewedy, c’est-a-dire dont les annotations ont été vérifiées manuellement.

Etape 2 : extraction des domaines. Pour extraire les domaines, des connaissances préli-
minaires sont nécessaires. Dans 'idéal, elles sont apportées par 'expérimentation. Par exemple,
une région de la synthétase est isolée et son fonctionnement est étudié, ou bien sa structure 3D
est établie. En ’absence de données expérimentales, les régions conservées dans les alignements
multiples témoignent de 'importance de celles-ci pour la fonction enzymatique. Un cercle ver-
tueux part de quelques séquences bien caractérisées pour identifier de nouvelles séquences de la
méme famille et ainsi mieux définir les domaines fonctionnels. Ce processus est décrit dans le
paragraphe suivant en ce qui concerne les synthétases peptidiques non-ribosomiques.

Etape 3 : détermination de signatures représentatives des domaines. Dés 1997, M. Ma-
raheil et al. [78] ont défini des motifs caractéristiques des domaines A (adénylation), C (conden-
sation), E (épimérisation), NM (N-méthylation), T (thiolation) et Te (thioestérase). Ils ont croisé
des informations issues d’alignements de séquences et d’articles étudiants les mécanismes bio-
chimiques de fonctionnement des domaines catalytiques. Les motifs ainsi définis sont de courtes
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TABLEAU 1.1 — Principales caractéristiques des programmes d’annotation de synthétases

Interrogation Domaines étudiés Prédiction Format
Logiciel Mode Seq Type Format spécificité A peptide Principal point négatif Ref
NRPS-PKS. .. Web prot tous  seq 3D vs SCC mono Résultats éparpillés sur plusieurs pages [6]
NRPSPredictor ~ Web  prot A pHMM TSVM+SCC (1) mono Seulement sur spécificité des domaines A [95, 99]
Y. Minowa et al. Prive O tous pHMM QET+pHMM (2) mono Non accessible [31]
Clustscan Install ADN tous  IPR 0 %] Pas de prédiction des monomeéres [106]
PKS/NRPS... Web prot tous  pHMM BLAST vs SCC ~ mono Erreurs pour certaines séquences [7]
np.searcher Web ADN A seq BLAST vs SCC mono+SC  Sortie peu informative et difficilement lisible |71]
antiSMASH Web  ADN|prot tous pHMM (1)+(2) mono+SC  Moins performant sur les fungi [30, 13]
NRPSsp Web prot A pHMM pHMM mono Seulement sur spécificité des domaines A [90]
NaPDos Web  ADNjprot C|KS IPR+seq 4] Analyse un seul domaine C ou KS a la fois  [130)]
NRPS/PKS. .. Web  prot AJAT O pHMM 1 mono Analyse un seul domaine A ou AT a la fois  [(4]

La colonne «format des domaines» renseigne sur la fagon dont les domaines sont représentés par ’outil :

— seq : banque de séquences modéles, interrogée via BLAST ;

— pHMM : profils HMM construits spécifiquement pour ’outil

— IPR : profils HMM issus de la banque de domaines InterPro

La colonne «prédiction spécificité A» précise la méthode utilisée pour prédire le monomeére reconnu par les domaines A identifiés :
— SCC : Specificity Confering Code

— TSVM : Transductive Support Vector Machines

— QET : Quantitative Evolutionary Trace

Dans la colonne «format peptide», la valeur «mono» signifie qu’une liste de monomeéres est fournie et «mono+SC» signifie qu'une structure chimique au format

SMILES est également proposée, ce qui implique que les protéines de la synthétase ont été ordonnées les unes par rapport aux autres.
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séquences (4 a 20 aa) avec des positions variables réparties le long des domaines. La liste des
motifs a été étendue aux domaines Cy, Ox et R, dans un article de 2003 [103]. Depuis, plus de
séquences de NRPS sont disponibles et les outils bio-informatiques ont progressés, facilitant la
localisation des domaines sur une séquence inconnue.

Parmi les programmes d’annotation NRPS, deux (NRPS-PKS [6] et np.searcher [71]) utilisent
directement les séquences brutes des différents domaines. La synthétase & annoter est compa-
rée a ces séquences a l'aide de BLAST ' [5]. Les régions qui s’alignent avec un domaine sont
alors identifiées comme ayant la fonction enzymatique correspondante. Les auteurs de ces outils
affirment que les performances sont meilleures que celles obtenues avec des profils HMM

Le programme ClustScan [106] utilise principalement les profils fournis par les banques de
domaines protéiques. Parmi ces derniéres, InterPro [52] compile les données d’autres banques
de domaines dont PFAM [91] et TIGRFAMs [18] qui contiennent des profils HMM représen-
tant les principales fonctions enzymatiques des NRPS (voir tableau 1.2). Cependant, ces profils
concernent souvent une famille de séquences plus vaste que celle des NRPS car les fonctions
enzymatiques en question sont partagées par différentes enzymes.

TABLEAU 1.2 — Profils HMM des domaines NRPS dans InterPro
domain InterPro id database id

IPR000873 PF00501
IPR010071 TIGRO01733
thiolation IPR009081 PF00550
condensation IPR001242 PF00668
thioesterase =~ IPR001031 PF00975

adenylation

Les programmes restants (NRPSPredictor2 [99], Y. Minowa et al. [31], «PKS/NRPS Analysis
Web-site» |7], antiSMASH [30, 13] et NRPSsp [90]) construisent leurs propres profils HMM a
partir des séquences qu’ils ont collectées. Le programme HMMER [37] recherche chacun des
profils sur la synthétase & annoter et localise ainsi les différents domaines.

Deux travaux de recherche se sont focalisés sur le domaine C (condensation) car il est divisé en
sous-familles. Une premiére étude phylogénétique [94] a confirmé non seulement la spécialisation
des domaines C selon leur contexte dans la synthétase (voir tableau 1.3), mais aussi une origine
évolutive commune entre les domaines C, E, et Cy. Des motifs discriminants les sous-familles

ont été déterminés, a partir des alignements multiples, & I’aide des programmes FRPred [39] et
SDPred [59], ainsi que des motifs communs aux séquences des sous-familles avec le programme
MEME |[8]. Les motifs issus de cette étude sont utilisés par le programme d’annotation anti-
SMASH [30, 13]. Une étude plus récente [130] étend le nombre de domaines pris en compte. Les

auteurs ont construit un arbre phylogénétique a partir de séquences protéiques provenant des
différentes familles et sous-familles connues, regroupées dans une banque de données. La séquence
soumise a l'outil est alors comparée, a 'aide de BLAST, aux séquences de la banque afin de lui
assigner une fonction potentielle. Elle est également insérée dans I’arbre a 1’aide de FastTree [39],
afin que l'utilisateur puisse visualiser sa ressemblance avec les séquences de fonction connue.

14. BLAST, Basic Local Alignment Search Tool, compare une séquence requéte aux séquences d’une banque et
retourne celles qui s’alignent le mieux avec la requéte

15. Un profil HMM, Hidden Markov Models, modélise un alignement multiple en donnant des probabilités
d’apparition des acides aminés & chaque position ainsi que celles des insertions-délétions
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TABLEAU 1.3 — Sous-familles du domaine de condensation

Nom Fonction
Loy condense deux L-monomeéres
Do, condense le D-monomeére en fin de chaine avec un L-monomére

C-starter  condense un monomeére avec un acide gras (en début de chaine)
Dual E/C  épimeérise le dernier monomere de la chaine et le condense au suivant
glyco-C condense deux monomeéres, uniquement dans les NRPS de glycopeptides

Etape 4 : spécificité des domaines d’adénylation. En 1997, la structure 3D du domaine
d’adénylation de la phénylalanine dans la synthétase de la Gramicidine S, appelée PheA, a été
déterminée par E. Conti et al. [26]. Elle a permis d’identifier 10 acides aminés impliqués dans la
reconnaissance du monomére. Sur 24 séquences de domaines A, E. Conti et al. ont observé une
relation entre la nature des 10 aa du site actif et celle du substrat. Deux ans plus tard, la méme
équipe a confirmé cette relation sur 160 séquences de domaines A [105]. De plus, elle a obtenu
des mutants capables de sélectionner le monomére prédit a ’aide du code formé par les 10 aa,
appelé Specifity Confering Code (SCC), c’est-a-dire code conférant la spécificité du domaine A,
ou encore code Stachelhaus, du nom de son auteur. Une étude équivalente a été menée par
G. Challis et al. [23]. Ce code est encore intégré dans nombreux programmes d’annotation de
NRPS qui prédisent les monoméres sélectionnés. Le jeu de données utilisé pour construire le
code est enrichi au fur et & mesure des années par les nouveaux domaines dont les substrats
ont été déterminés expérimentalement. Les acides aminés du code ne sont pas consécutifs sur la
séquence des synthétases. Leur extraction est faite par alignement du domaine étudié avec celui de
PheA. Le programme NRPS-PKS utilise le programme GenThreader [58] pour replier le domaine
inconnu selon la structure 3D de PheA. Ainsi, les positions impliquées dans la reconnaissance du
substrat sont identifiées avec une meilleure précision.

En 2005, C. Rausch et al. ont proposé une nouvelle méthode de prédiction des monomeres
sélectionnés par les domaines A, implémentée dans NRPSPredictor [95]. D’une part, les acides
aminés du site actif pris en compte ont été étendus & 34 positions, soit les acides aminés situés a
8 A du substrat au lieu de la distance de précédente 5,5 A. D’autre part, la technique d’apprentis-
sage TSVM (Transductive Support Vector Machines) a servi pour la prédiction. Cette méthode
prend en entrée des vecteurs de tailles quelconques représentant les données d’apprentissage. Ici,
il s’agit d’indices physico-chimiques décrivant les 34 aa du site actif. Les SVM permettent de
calculer un hyperplan capable de séparer les vecteurs du jeu de données positives de celui des
données négatives. Dans cette étude, les données positives sont les domaines A sélectionnant un
méme acide aminé et les négatives, tous les autres domaines. Les TSVM permettent de prendre
en compte des données non annotées, en se basant sur le principe que des vecteurs proches
vont appartenir au méme jeu (positif ou négatif). Ainsi, la quantité de domaines A utilisés pour
I’apprentissage a pu étre significativement augmentée avec 397 domaines dont la spécificité est
connue et 833 dont elle est inconnue. Enfin, les auteurs ont formé des petits et grands groupes
de monomeéres, basés sur les propriétés physico-chimiques, toujours pour palier la faible quantité
de données. NRPSPredictor2 est une amélioration du premier programme basée sur un ensemble
d’apprentissage plus grand (79 domaines de spécificité connue chez les bactéries et 100 chez les
fungi et, respectivement, 4282 et 814 pour les domaines de spécificité inconnue), de nouveaux
indices pour construire les vecteurs et une stratégie d’apprentissage plus fine [99].

Une troisiéme stratégie a été proposée par Y. Minowa et al. pour prédire les monomeres
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sélectionnés par les domaines A [31]. Celle-ci n’utilise pas la structure 3D de GrsA, mais se base
sur les positions conservées au sein des alignements multiples réalisés & partir des séquences de
domaines A reconnaissant les méme monomeéres. La mesure appelée Quantitative FEvolutionary
Trace (QET) ou trace quantitative de I’évolution, permet d’extraire les résidus informatifs des
alignements qui sont ensuite modélisés a ’aide de profils HMM. Chaque profil représente donc
les domaines A reconnaissant un monomeére particulier. Le monomére prédit pour un domaine A
inconnu est celui dont le profil s’aligne le mieux avec celui-ci.

Il est & noter que le programme d’annotation antiSMASH [0, 13] combine les 3 méthodes de
prédiction présentées et considére que le monomeére prédit majoritairement est le plus plausible.

Derniérement, les auteurs de deux outils, NRPSsp [90] et «NRPS/PKS substrate predic-
tor» [64] ont choisi de prédire les acides aminés reconnus par les domaines A a ’aide de pro-
fils HMM. Ils annoncent de meilleurs taux de prédiction que d’autres logiciels, qui sont peut-étre
dus a un jeu de données d’apprentissage plus important.

Exemple d’utilisation d’outils. Pour compléter cette présentation des outils d’analyse des
synthétases, je commente les résultats obtenus pour le cluster de génes de la synthétase de la
bacitracine qui contient un domaine de cyclisation et des domaines d’épimérisation. La page de
description de la bacitracine, avec sa structure monomérique est présentée dans la figure 2.20.

SMASH antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell {DJ\ ® @ @

Select Gene Cluster:
Overview

Gene cluster description Predicted core
Gene Cluster 1. Type = nrps. Location: 1 - 48774 nt. Click on genes for more information. structure

Show pHMM detection rules used
Rough prediction of core scaffold
based on assumed PKS/NRPS
colinearity; tailoring reactions not
Legend: taken into account
.biosynthetic genes .transport—related genes .regl..llator\_.r genes . other genes Prediction details
Detailed annotation Monomers prediction:
(ile-phe-his-asp-asn) +
(lys-orn) + (ile-cys-leu-
bacT glu-ile)
bacA
NRPSPredictor2 SVM:
ile
Stachelhaus code: ile
bacA Minowa: ile
NRPSPredictor2 SVM:
cys
bacB Stachelhaus code: cys
Minowa: cys
CONSENSUS: Cys
NRPSPredictor2 SVM:
bacC leu
Stachelhaus code: leu
Minowa: leu
consensus: leu

FIGURE 1.6 — Résultats du logiciel antiSMASH appliqué au cluster de génes de la synthétase de
la bacitracine.

Le logiciel antiSMASH identifie 4 génes codant des SPNR et 4 autres génes impliqués dans
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la régulation (voir figure 1.0). La synthétase est composée de 12 modules répartis sur 3 génes
plus un domaine de thioestérase (Te) isolé. Les monoméres prédits pour chaque domaine A sont
indiqués dans le cadre de droite. Ils sont regroupés selon les protéines qui les incorporent. Les
acides aminés indiqués correspondent bien a ceux qui sont observés dans le peptide réel. La
configuration D de certains monoméres peut étre déduite de la présence de domaines E et des
domaines PC7, associés (information visible lorsque 1’on clique sur le dessin du domaine concerné).
La position des domaines correspond bien aux D-acides aminés présents dans la bacitracine. Mais,
I’énantiomérie des monomeéres n’est pas reportée sur la prédiction affichée dans antiSMASH.
Enfin, le domaine de cyclisation qui se trouve au début du deuxiéme module est bien reconnu
(annotation visible lorsque 'on clique sur le domaine). Seule la formation d’un cycle partiel n’est
pas déductible de ces résultats.

Les résultats obtenus pour la protéine bacA de la synthétase de la bacitracine avec 'outil
«PKS/NRPS Analysis Web-site» sont représentés dans la figure 1.7. Cet outil prend en entrée
des protéines, seul le résultat pour une protéine est représenté dans ce manuscrit. Le domaine Cy
et le domaine E sont également bien identifiés. Par contre, les prédictions pour deux des acides
aminés incorporés par les domaines A sont erronées. Les isoleucines sont annoncées comme étant
des leucines. Les résultats pour la protéine bacB sont exacts. Dans la protéine bacC, I'outil n’est
pas capable de prédire I'acide aspartique (asp). La qualité de prédiction est donc satisfaisante.

68 0eCcOHHCHBOHCHS

Protein length: 5255 aa

Total number of Domains: 15 Number of A-Domains: 5
All HMM Hits Parsed HMM Hits

A-domain 4 3290 3506 aeyn DAKDIGVYV "PRED BacA-M4-Glu/Aap
A-domain 2 1217 1427 assyn D L Y NL S L T PRED MtaD-M1-Cys
A-domain 3 2268 2465 mey DAWFLGNYV PRED. McyB-M1-Leu
A-domain 5 4806 5015 asn D G F FLGVYV "PRED LchAC-M1-Leu
A-domain 1 179 388 aen DG FFLGVYV "PRED LchAC-M1-Leu

THE PREDICTIVE BLAST SERVER FOR NRPS 8AA MOTIF

FIGURE 1.7 — Résultats du logiciel «PKS/NRPS Analysis Web-site» appliqué a la protéine bacA
de la synthétase de la bacitracine.

Un bilan sur les outils existants met en avant leurs avantages et inconvénients et, surtout,
permet d’identifier les manques globaux qui restent a combler. Dans le tableau 1.1, j’ai déja
mentionné la principale limite de chacun des programmes, qui n’est parfois qu'un manque de
convivialité ou de facilité d’utilisation. D’ailleurs, il est conseillé d’utiliser plusieurs logiciels afin
de pouvoir comparer leurs résultats et ainsi, maximiser les chances d’aboutir a4 une annotation
proche de la réalité. Aucun logiciel ne donne des résultats trés mauvais, ils ont chacun leurs
faiblesses sur certaines données. Pour ma part, j'utilise «PKS/NRPS Analysis Web-site» qui a
I’avantage de donner un résultat en quelques secondes & partir de la séquence protéique d’une
synthétase et antiSMASH qui donne les résultats les plus fiables et les plus détaillés directement
a partir d’'une séquence génomique. D’aprés les observations que j’ai pu faire, ce dernier outil
retrouve bien toutes les synthétases d’un génome bactérien et les prédictions des acides aminés
sélectionnés sont exactes dans la plupart des cas. Le protocole complet d’analyse sur lequel j’ai
travaillé est décrit plus en détails dans la partie 1.4.1.
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Malgré la qualité de prédiction atteinte par les outils récents, il reste des fonctionnalités
qui ne sont, pour 'instant, proposées par aucun outil. Notamment, tous prédisent les domaines
optionnels qui modifient le monomére reconnu par le domaine A. Mais ils ne prennent pas en
compte leur présence lors de la reconstruction de la liste des monomeéres incorporés par la syn-
thétase. De la méme facon, la fonction des protéines non SPNR qui appartiennent aux clusters
de génes prédits par certains outils, np.searcher et antiSMASH, n’est donnée qu’a titre indica-
tif. Cependant, leur présence pourrait étre utilisée pour prédire, par exemple, I'incorporation
de monomeéres autres que des acides aminés (voir ). Une autre limite est la différence im-
portante entre la capacité des outils a prédire la spécificité des domaines A (une quarantaine
d’acides aminés différents dans le cas de antiSMASH), et les centaines d’acides aminés référencés
dans NORINE. Méme en enlevant les dérivés obtenus par modification de I’acide aminé reconnu
par le domaine A, il reste de nombreux acides aminés pour lesquels aucune, ou trés peu de,
synthétase(s) les incorporant n’ont de séquence disponible. Enfin, trés peu de données, méme
expérimentales, ne sont disponibles concernant les mécanismes impliqués dans la formation de
peptides non linéaires. Ainsi, les outils ne peuvent prédire la structure 2D acquise par le peptide.

1.4 Exploration du potentiel de synthése de genres bactériens

Je présente maintenant mes contributions a la bio-informatique pour l'analyse des synthé-
tases peptidiques non-ribosomiques. Je commence par le travail de conception de logiciels et de
protocoles bio-informatiques que j’ai réalisé en collaboration avec mes collégues du laboratoire
ProBioGEM et du LORIA. Ensuite, je décris les analyses bio-informatiques que j’ai moi-méme
réalisées ou dont j’ai encadré 'opérateur.

1.4.1 Protocole d’annotation de synthétases peptidiques non-ribosomiques

Je vais décrire le protocole, mis au point en collaboration avec Valérie Leclére, tel qu’il a
été optimisé avant la mise a disposition de I'outil antiSMASH en 2011 et préciser les étapes qui
ne sont plus nécessaires & présent. Ce protocole a pour objectif d’identifier de fagon exhaustive
les peptides non-ribosomiques produits par un organisme donné & partir de la séquence de son
génome. L’avantage de travailler avec un laboratoire de micro-biologie, est que ’analyse bio-
informatique peut étre validée par des résultats expérimentaux. Certaines expériences seront
également présentées car elles nécessitent des outils bio-informatiques dédiés, dont certains ont
été développés sous ma responsabilité.

Recherche des synthétases au sein des génomes et protéomes. Cette premiére étape
était fastidieuse avant la publication du logiciel antiSMASH car il n’existait pas de méthode
satisfaisante et simple d’utilisation. En effet, les logiciels de comparaison de séquences tels que
BLAST ne sont pas adaptés a l'identification de toutes les synthétases d’un organisme du fait
de la structure modulaire, donc unique, des SPNR. L’exhaustivité des résultats dépend de la
séquence requéte qui est comparée soit a la séquence génomique traduite (utilisation de tblastn),
soit directement au protéome de 'organisme étudié (utilisation de blastp). La structure en do-
maines de la synthétase requéte contraint fortement la structure des synthétases identifiées par
comparaison de séquences. Ainsi, il est nécessaire de compléter la stratégie de recherche avec
d’autres méthodes afin d’étre le plus exhaustif possible. Nous utilisions la recherche par mots-
clés a sein des annotations disponibles et ’extraction des protéines les plus longues codées par
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un génome, les synthétases étant, en général, trés grandes.

J’ai proposé de compléter ce dispositif avec la recherche non plus d’une protéine modéle a
I’aide de BLAST, mais directement des domaines caractéristiques des SPNR. a I’aide du logiciel
HMMER |[37] de recherche de profils HMM. Cette technique permet de palier aux faiblesses de
BLAST puisque la recherche se focalise sur les domaines, quelque soit leur agencement, et non
sur une protéine entiére qui est unique ou presque.

Une fois un premier ensemble de synthétases identifié, il est intéressant d’étudier également les
génes voisins afin de reconstituer le cluster complet. Ces génes peuvent coder soit des synthétases
non détectées par les autres méthodes, soit des protéines qui participent a la voie de synthése
du peptide. Comme évoqué dans les parties et , la connaissance de la présence de ces
génes dans un cluster facilite I'identification du peptide produit.

Toutes ces étapes sont maintenant intégrées dans antiSMASH qui utilise justement la re-
cherche de profils HMM afin d’identifier les génes codant des SPNR et les protéines accessoires
afin de reconstituer des clusters complets.

Analyse bio-informatique des synthétases. Elle est effectuée a ’aide des outils d’annota-
tion présentés précédemment (voir 1.1) qui fournissent le découpage des enzymes en domaines
et les acides aminés potentiellement incorporés par les domaines A. Nous croisons les résultats
obtenus par différents outils '” afin d’améliorer la qualité des prédictions, en particulier pour les
domaines optionnels. Avant, nous complétions cette analyse avec NRPSPredictor pour améliorer
la qualité de prédiction des acides aminés reconnus par les domaines A. Maintenant, antiSMASH
suffit car il confronte les résultats des trois méthodes les plus fiables.

Une analyse experte reste indispensable afin de reconstruire au mieux les peptides produits
par les clusters identifiés. Des connaissances sur la synthése non-ribosomique sont nécessaires
afin d’arbitrer entre les résultats des différents outils et obtenir une interprétation réaliste. Par
exemple, la présence d’un domaine C en début de synthétase est représentatif de 'incorporation
d’un lipide au début du peptide, ou encore, la présence de domaines E ou d’autres domaines
optionnels implique la modification des acides aminés incorporés. Enfin, la présence d’enzymes
non SPNR doit étre prise en compte pour prédire la présence de monomeéres tels que des mono-
saccharides, des polykétides ou des chromophores.

Nous avons formalisé cette analyse avec nos collégues Marie-Dominique Devignes et Malika
Smail-Tabonne de I’équipe Orpailleur de Nancy et proposé un pipeline d’annotation des synthé-
tases appelé FLORINE. Pour l'instant, notre contribution a essentiellement porté sur la prédiction
de la configuration D des monoméres incorporés. Nous avons mis en évidence une région de 150
acides aminés située a la fin du domaine C et spécifique des sous-famille de ce domaine et des
domaines E. J’ai participé a la constitution des jeux de données et a I’élaboration de la stratégie
d’analyse des domaines. Puis, j’ai réalisé des arbres phylogénétiques sur les domaines complets
et les régions que nous avons mises en évidence. Mais, ces régions sont trop courtes pour obtenir
un signal significatif. J'ai également étudié les domaines A qui reconnaissent les alanines sous
leur forme L ou leur forme D. En effet, 'alanine est le seul acide aminé qui est parfois incorporé
directement sous sa forme D. Pour cela, j'ai extrait la séquence des quatre domaines connus
pour incorporer directement une D-alanine (voir ) et les autres domaines incorporant une
L-alanine qu’elle soit ou non épimérisée par la suite. Le faible échantillonnage n’a pas permis

16. antiSMASH, «<PKS/NRPS Analysis Web-site» et PKS-NRPS quand il est accessible (car il est réguliérement
indisponible).
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de trouver une signature spécifique aux domaines incorporant directement une D-alanine. Nous
avons soumis ces résultats a journal PLOS ONE [22].

Caractérisation d’un peptide via des analyses bio-informatiques. Elle est possible grace
aux outils de comparaison de peptides développés dans NORINE. Le peptide peut étre obtenu
soit par analyse bio-informatique de la synthétase, soit par caractérisation expérimentale de
la molécule. Les outils de NORINE, ainsi que leur utilisation sont présentés en détail dans la
partie

Dans les deux cas, les peptides obtenus grace & une recherche par structure dans la base de
données NORINE permet d’aller plus loin dans la prédiction du peptide. Si au moins un peptide
est identique ou trés proche de la requéte, quelque soit le mode de recherche utilisé, il est fort
probable que la synthétase étudiée produise ce peptide. Les différences entre la requéte et le
peptide de la base peuvent étre dues a soit des erreurs ou des imprécisions dans la prédiction,
soit la découverte d’un variant. Si la différence se situe au niveau du choix du dérivé incorporé ou
de I'ajout d’un monomeére qui n’est pas un acide aminé, alors il est fort possible que la prédiction
ait été incompléte. Je vous conseille d’analyser les fonctions des protéines codées par les génes du
cluster étudié, afin de confirmer ou infirmer la différence observée en vous aidant des informations
suivantes :

— un acide aminé sous la forme D a plusieurs origines possibles (voir partie ) qui peuvent
étre vérifiées par analyse des domaines qui composent le module qui I'incorpore et de la
sous-famille du domaine C du module suivant ;

— un groupement méthyle CHj li¢ & I’atome d’azote d'un acide aminé peut étre confirmé par
la présence d’un domaine de N-méthylation dans le module concerné (voir la partie )3

— un groupement aldéhyde C(=O)H est d & un domaine de formylation (voir la partie );

— une thiazoline, une oxazoline ou un de leurs dérivés sous la forme réduite ou oxydée est
obtenu & 'aide d’au moins un domaine de cyclisation suivi d’un domaine A reconnaissant

une cystéine, une sérine ou une thréonine (voir la partie );

— un lipide doit étre corrélé a la présence d'un domaine Cgigrter €n début de synthétase (voir
la partie );

— un chromophore est associé a la présence des génes codant les enzymes effectuant les
réactions oxydatives (voir la partie );

— les monosaccharides sont ajoutés par les glycosyltransférases (voir la partie );

— un monomeére du type polykétide doit étre corrélé a la présence de domaines de type SPK
(voir la partie ). Cependant, NORINE ne contient pas beaucoup d’hybrides PNR-PK.

Dans le cas d’une différence sur au moins un monomeére, il n’est pas toujours facile de discerner
entre les erreurs de prédiction et la découverte d'un variant. L’utilisation de plusieurs logiciels
de prédiction, une analyse du contexte telle que les organismes producteurs du peptide prédit
et du peptide de la base, I'existence de variants connus ou les articles décrivant le peptide de la
base peuvent aider & statuer.

Au dela de la composition en monomeéres, la détection de ressemblances entre une requéte et
des peptides de la base peut aider & déterminer la structure 2D du peptide, si celle-ci n’est pas
connue. En effet, si la composition de la requéte est identique ou proche de celle d’un peptide ou
d’une famille de NORINE, alors il est fort probable que le peptide prédit posséde la méme structure
que cette famille. Pour I'instant, je n’ai pas de corrélation & proposer entre une structure possible
pour un peptide et les génes présents dans le cluster producteur. Etablir des liens entre les deux
est une des perspectives que je propose.
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Enfin, la possibilité d’afficher certaines annotations concernant les peptides obtenus suite a
une recherche par structure dans NORINE, y compris sous forme graphique, permet de prédire
la fonction du peptide étudié. En effet, si la plupart des peptides qui ressemblent a la requéte
ont la méme activité, alors ce peptide a de fortes chances d’avoir également cette activité. Un
outil de prédiction d’activité des peptides non-ribosomiques permettra bientot de compléter ces
résultats. Ammar Abdo Hasan a obtenu des taux de prédiction intéressants [3], mais des études
complémentaires sont nécessaires avant de pouvoir incorporer I'outil dans NORINE.

Détermination expérimentale de la structure des peptides par spectrométrie de
masse. Elle est indispensable pour compléter le protocole. Elle peut étre réalisée avant ou
apreés les prédictions bio-informatiques. Dans le premier cas, une recherche bio-informatique des
peptides potentiellement produits par un organisme met en évidence des peptides intéressants
qui sont ensuite recherchés et étudiés expérimentalement. Dans le deuxiéme cas, ’étude expé-
rimentale d’'un peptide nécessite une étude bio-informatique complémentaire pour aider a la
détermination de sa composition en monoméres. En effet, la caractérisation de la structure 2D
des PNR est souvent effectuée par spectrométrie de masse. Or, de part leurs compositions et
structures particuliéres, les résultats obtenus pour les peptides non-ribosomiques avec ces appa-
reils sont délicats & interpréter. Si la séquence de la synthétase ou du génome de 'organisme
produisant ce peptide est connue, il est possible de prédire les monoméres qui composent ce der-
nier. La connaissance des monomeéres peut étre exploitée lors de ’analyse des spectres de masse.
Les outils dédiés a la spectrométrie de masse pour les PNR sont présentés dans la partie

Dans le cadre de la thése d’Aurélien Vanvlassenbroeck, nous avons congu le logiciel Pyomass
d’aide & l'interprétation des spectres de masse dédié aux pyoverdines qui sont des PNR parti-
culiers composés d’une chaine peptidique constituée a partir d’'une quarantaine d’acides aminés
différents, d’un chromophore et d’une chaine latérale qui varie pour un méme peptide. Le lo-
giciel propose les peptides possibles a partir d’'une masse donnée et réciproquement il calcule
un ensemble de masses & partir d’un peptide. Cet ensemble correspond aux différentes chaines
latérales possibles et ions émis lors de I’analyse par spectrométrie. Le logiciel facilite également
I’analyse de résultats d’expériences dites d’apport en excés d’'un acide aminé. Il s’agit de fournir
aux bactéries un acide aminé en quantités supérieures & leurs besoins pour les inciter a utiliser
cet acide aminé au dépend d’un autre et de I'intégrer dans un peptide non-ribosomique. Ce chan-
gement d’acide aminé est observé pour certains domaines A qui sont dits permissifs, c¢’est-a-dire
capables d’incorporer différents acides aminés. Pyomass propose, a partir de la composition d’un
peptide, de I'indication de ’acide aminé fournit en excés et d’une masse expérimentale, les acides
aminés qui ont pu étre remplacés par celui en excés. Aurélien a utilisé Pyomass pour interpréter
les résultats des expériences qu’il a réalisées au cours de sa thése.

Identification expérimentale de synthétases. Il s’agit de déterminer la présence d’une
synthétase donnée sur un génome de fagon expérimentale et non via la bio-informatique. La
technique utilisée est la PCR (Polymerase Chain Reaction). Je ne vais pas décrire la réaction
de PCR en détails, I'information importante pour comprendre mes propos est le fait qu’elle uti-
lise des amorces. Ce sont de courtes séquences d’ADN mesurant entre 10 et 20 nucléotides et
capables de s’hybrider avec les séquences génomiques. Elles sont complémentaires ' aux extré-
mités de la région & amplifier. Plusieurs stratégies existent pour les déterminer. Marléne Chollet
et Athur Tapi ont mis au point un protocole pour définir des amorces capables de détecter des

17. Dans PADN; le A est complémentaire au T et le G au C.
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synthétases peptidiques non-ribosomiques spécifiques [112, 2|. Ils commencent par extraire les
séquences nucléiques des domaines de thiolation et d’adénylation de synthétases produisant des
peptides de la méme famille. Avant le développement de PrimerDeg, ils prédisaient les domaines
sur les séquences protéiques puis calculaient les coordonnées correspondantes sur la séquence
du géne et, enfin, extrayaient les régions d’intérét. Ces étapes sont maintenant automatisées.
Ensuite, les domaines sont alignés afin de déterminer des régions suffisamment conservées pour
définir des amorces. Comme les synthétases produisant des peptides de la méme famille ne sont
pas strictement identiques, il est préférable d’utiliser des amorces dégénérées, c’est-a-dire un en-
semble d’amorces ayant des séquences légérement différentes les unes des autres. Les alignements
multiples aident & la conception de cet ensemble en tenant compte de la diversité observée des
séquences. Marléne Chollet et Arthur Tapi ont défini des régles et un coefficient de conserva-
tion des colonnes de l’alignement qui guident la détermination des amorces. Une partie de ces
critéres ont été intégrés dans PrimerDeg qui propose a 'utilisateur différentes paires d’amorces
dégénérées.

Les applications sont variées. Par exemple, la synthétase d’un peptide extrait d’un milieu
de culture peut étre identifiée en se basant sur des synthétases produisant un peptide similaire.
De méme, les espéces d’un échantillon environnemental peuvent étre caractérisées en se basant
sur 'amplification de régions caractéristiques telles que des domaines de synthétases qui sont
souvent spécifiques & une espéce voir une souche.

Jai dirigé la conception et le développement du logiciel PrimerDeg qui facilite la détermi-
nation de ces amorces pour les SPNR, selon le protocole mis au point par Marléne Chollet et
Arthur Tapi.

1.4.2 Annotation a grande échelle de synthétases

Le protocole que je viens de présenter a été perfectionné grace a sa mise en application lors de
I’annotation de génomes bactériens et de ’étude de peptides non-ribosomiques. J’ai moi-méme
participé & ces annotation ou encadré des étudiants les réalisant (voir ). Je vais décrire les
résultats marquants de ces annotations et expliciter ma contribution.

Exploration du potentiel de synthése des PNR chez les bactéries de trois genres de
la famille des Enterobacteriaceae. FEn 2010, Zohra Saci a étudié le potentiel de synthése
de bactéries appartenant & la famille des FEnterobacteriaceae. Les trois genres étudiés, Erwinia,
Pectobacterium et Dickeya ont été choisis parce qu’ils ont été classés dans le méme genre, appelé
Erwinia, en 1920 par Winslow et al. (pas d’article associé¢) du fait qu’ils étaient des entérobactéries
causant des maladies aux plantes. Récemment, des études expérimentales et phylogénétiques ont
abouti & séparation des trois genres [100, 75]. En 2010, 10 séquences complétes de génomes
appartenant a ces trois genres étaient disponibles. Nous avons réalisé une phylogénie de ces
organismes en alignant leurs génomes a l'aide du logiciel MAUVE [29] et prédit les synthétases
présentes dans ceux-ci. Nous avons, ainsi, mis en évidence une forte corrélation entre la phylogénie
des espéces et le potentiel de synthése NRPS (voir figure 1.8).

Les Erwiniae tels qu’ils étaient définis avant le changement de nomenclature étaient connus
pour produire deux peptides non-ribosomiques : l'indigoidine, un pigment bleu qui protége la
bactérie contre le stress oxydatif généré par la plante infectée, et la chrysobactine, un sidérophore
qui permet de capter le fer de cette plante. Nous avons recherché les clusters responsables de la
synthése de ces molécules. Le cluster de la chrysobactine a été identifié chez tous les Pectobacte-
rium et Dickeya, avec toutefois une différence dans les génes composant ce cluster entre les deux
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NRP1

Erwinia pyrifoliae

NRP2

Erwinia amilovora

dantii Ech 586

indigoidine — e Ech 1591

I dantii Ech 3937

FIGURE 1.8 — L’arbre des Erwinia, Pectobacterium et Dickeya, annoté avec leurs PNR, caracté-
ristiques.

genres. Nous pouvons ainsi supposer que la chrysobactine était produite par I’ancétre commun
aux deux genres et que la voie de synthése a évolué indépendamment aprés la spéciation. Le
cluster de l'indigoidine a lui été identifié chez 3 espéces de Dickeya (D. dadantii Ech 586, D. zeae
Ech 1591, D. dadantii Ech 8937). D’aprés 'arbre phylogénétique construit, ces trois espéces ont
bien un ancétre commun différent de la quatriéme espéce de Dickeya étudiée. Enfin, aucune des
trois espéces d’ Erwinia étudiée ne posséde de cluster de synthése de I'indigoidine ou de la chry-
sobactine ou de tout autre PNR connu. Par contre, un cluster commun entre les deux espéces
les plus proches a été trouvé. En conclusion, I’arbre obtenu & partir de la séquence des génomes
complets, ainsi que le potentiel de synthése des PNR sont congruents avec la nouvelle taxonomie
des trois genres étudiés.

Exploration du potentiel de synthése des PNR chez les bactéries du groupe des
Bagcilli. En 2011, j’ai travaillé avec Walaa Hussein, Valérie Leclére et Philippe Jacques sur
I’annotation des synthétases présentes dans les 39 génomes du groupe des Bacilli et espéces
proches disponibles a ’époque. Nous avons ainsi pu établir un catalogue des peptides non-ribo-
somiques produits par ces organismes. Nous avons pu observer que le spectre de production
des PNR varie beaucoup d’une espéce a l'autre, au sein d’'un méme groupe. Il y a méme des
souches dans lesquelles nous n’avons pas trouvé de synthétases. Il semblerait que les différences
de production sont liées & I’habitat des souches et non & leur filiation évolutive.

Apres le travail exhaustif sur les peptides produits par les bacilli, nous nous sommes focalisés
sur la kurstakine, un lipopeptide produit par ce groupe bactérien. J’ai participé a la recherche
des synthétases produisant ce peptide dans les génomes bactériens disponibles. Une mini-revue
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fait le point sur les connaissances actuelles sur cette molécule et apporte une liste des organismes
producteurs identifiables par analyse bio-informatique |1 1].

Exploration du potentiel de synthése des PNR chez les bactéries Pseudomonas fluo-
rescents. Entre 2009 et 2012, dans le cadre de la thése d’ Aurélien Vanvlassenbroeck, nous avons
inventorié les clusters de génes NRPS présents chez les 20 génomes de Pseudomonas disponibles &
I’époque. Nous avons également étudié la spécificité de domaines d’adénylation présents chez les
bactéries de ce genre. Nous avons observé une légére permissivité de certains domaines capables
de sélectionner une sérine & la place d’une thréonine, deux acides aminés ayant des propriétés
physico-chimiques proches. Par contre, nous n’avons pas déterminé d’acides aminés spécifiques
aux sites actifs de ces domaines par rapport & ceux des domaines non-permissifs. Nous avons
également mis en évidence des acides aminés particuliers au niveau du site actif des domaines
d’adénylation reconnaissant certains dérivés de ’ornithine et d’autres monomeéres présents dans
les pyoverdines qui sont des peptides sidérophores produits par les Pseudomonas.

1.4.3 Encadrements et collaborations

Pour finir ce chapitre, je vais présenter les scientifiques avec qui j’ai travaillé. J’ai collaboré
avec des collégues du laboratoire ProBioGEM, un laboratoire de microbiologie de 1’Université
Lille 1, deux autres collaborations non locales sont en cours & propos des outils et protocoles
d’analyse des synthétases et une collaboration a été abandonnée. Philippe Jacques ° et Valérie
Leclére” sont présentés dans le chapitre 2 car ils font partie des membres fondateurs de NORINE.

Marléne Chollet, maitre de conférences en microbiologie et membre du laboratoire ProBio-
GEM, travaille sur l'identification expérimentale de nouvelles synthétases. J’ai collaboré
avec elle sur I'automatisation du protocole de détermination d’amorces dégénérées spéci-
fiques aux SPNR, grace a 'outil PrimerDeg, développé par des étudiants en informatique;

Marie-Dominique Devignes et Malika Smail-Tabonne, de ’équipe Orpailleur de Nancy,
collaborent avec Valérie Leclére et moi pour mettre au point un pipeline d’annotation des
synthétases, appelé FLORINE, qui permet une prédiction plus détaillée de la structure finale
du peptide produit par un cluster de génes SPNR ;

Tilmann Weber, responsable du groupe «Secondary Metabolite Genomicsy» de I’Université de
Tuebingen en Allemagne, est I'un des auteurs de I'outil de prédiction de synthétases appelé
antiSMASH. Nous travaillons avec lui depuis 2012 pour mettre en place des liens directs
entre son outil et NORINE. En réalité, nous sommes en discussion depuis plusieurs années
déja avec des membres de son Université en tant que partenaires de projets européens
(demandes sélectionnées ou non pour étre financées). De plus, nous avons organisé avec
lui un workshop intitulé «Bioinformatics tools for NRPS discovery, from genomic data to
the products» *" qui s’est déroulé a Lille du 10 au 12 juillet 2013. Nous avons présenté nos
deux logiciels et les interactions entre eux lors de conférences, couplées a des séances de
manipulation en salle informatique. Nous avons accueilli 24 doctorants et jeunes chercheurs
en biologie et biochimie venant d’Europe, d’Afrique et méme du Brésil ;

Antonio Starcevic et Daslav Hranueli, du départment bio-informatique de «Faculty of Food
Technology and Biotechnology of Zagreb » en Croatie, ont développé I'outil d’annotation

18. Professeur en microbiologie & Polytech’Lille.
19. Maitre de conférences HdR en biologie & 'UFR de Biologie.
20.
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de synthétases ClustScan. En 2009, ils sont venus une semaine en France et nous avons
passé une semaine en Croatie. Mais, leur outil n’est pas assez performant pour 'analyse des
SPNR car ils sont spécialistes des synthases de polykétides, d’autres molécules produites
par de gros complexes enzymatiques. Nous avons donc abandonné cette collaboration.

J’ai encadré des informaticiens et bio-informaticiens qui ont développé des outils pour faciliter
le travail de mes collégues du laboratoire ProBioGEM. Certains de ces outils ont été présentés
précédemment. Parmi les projets étudiants, je ne présente que ceux qui ont abouti & un outil
fonctionnel et réellement utilisé.

Louise Ott, ingénieure en bio-informatique payée par I’Université Lille 1 dans le cadre du PPF
Bio-informatique (Plan Pluri-Formations), a été affectée au projet SPNR pendant 5 mois en
2011, sous ma direction. Elle a développé pendant 1 mois une nouvelle version de l'interface
de PimerDeg. Elle a également travaillé sur une base de données de synthétases peptidiques
non-ribosomiques, appelée Doris, en concevant une interface d’interrogation via le web,
ainsi que des scripts pour importer des données depuis les banques Protein du NCBI et
UniProt. Mais, avant que cette base ne soit finalisée et rendue publique, nous avons appris
que nos collégues de I’Université de Tuebingen en développaient également une, contenant
les résultats de leur outil d’analyse de synthétases, antiSMASH. Nous avons donc choisi de
collaborer avec eux plutét que de proposer une base concurrente. Louise est actuellement
Ingénieure d’étude en bio-informatique & I’Institut d’Immunologie de Strasbourg;

Uciel Pablo Chorostecki, étudiant argentin en deuxiéme année de master en bio-informatique
de I'Université de Rosario a effectué un stage de 4 mois financé par l'opération «Intern-
ship Inria« sous ma direction lors de 1’été 2010. Il a travaillé sur I'amélioration d’un outil
d’annotation des domaines de synthétases interne & ProBioGEM et I'intégration de Pri-
merDeg dans cet outil. Uciel est actuellement en these a1’ «Instituto de Biologia Molecular
y Celular de Rosario» Argentine;

Sylvain Bialasik et Vincent Knockaert, ont été encadrés par Valérie Leclére et moi-méme
lors de leur projet de premiére année de master MIAGE en 2011 (travail de deux cents
heures). Ils ont développé le logiciel Pyomass qui est utilisé en interne & ProBioGEM pour
analyser les résultats d’analyse par spectrométrie de masse de pyoverdine. Ils travaillent
maintenant en tant qu’ingénieurs informaticiens dans des entreprises privées;

Grégory Flipo et Achille Hennion, ont été encadrés par moi-méme lors de leur projet de
premiére année de Master Informatique en 2009 (travail de deux cents heures). Ils sont les
premiers a avoir travaillé sur PrimerDeg. Ils travaillent maintenant en tant qu’ingénieurs
informaticiens dans des entreprises privées ;

J’ai également participé a ’encadrement d’étudiants et doctorants en biologie sur quelques
projets portant sur 'identification de nouvelles synthétases au sein de séquences génomiques.

Aurélien Vanvlassenbroeck a réalisé sa thése de doctorat en «Ingénierie des fonctions bio-
logiques » entre octobre 2009 et juillet 2012 [115], sous la direction de Philippe Jacques
et co-encadré par Valérie Leclére et moi-méme. Il a étudié le potentiel de synthése pep-
tidique non-ribosomique des bactéries du genre Pseudomonas. Son travail a consisté en
des expériences de caractérisation de peptides non-ribosomiques produits par les souches
étudiées, couplées & une analyse bio-informatique des synthétases présentes sur les génomes
de Pseudomonas dont la séquence était disponible ;
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Zohra Saci, étudiante en master recherche de bio-informatique de I’'Université de Versailles a
effectué son stage de 6 mois encadrée par Valérie Leclére et moi lors de 1’été 2010. Elle
a annoté les synthétases des bactéries du groupe Erwiniae en explorant les séquences des
génomes disponibles & I'époque. Elle est actuellement en thése dans ’équipe «Séquence,
Structure et Fonction des ARN» de I'Institut de Génétique et Microbiologie, financée par
I'Institut Curie & Paris;

Walaa Hussein, a effectué sa thése de doctorat en «Ingénierie des fonctions biologiques »
sous la direction de Philippe Jacques et co-encadrée par Valérie Leclére. Elle a étudié
expérimentalement le mécanisme de synthése et de régulation de deux lipopeptides produits
par Bacillus subtilis. De plus, elle a prédit les synthétases présentes dans les génomes des
bacilli dont les séquences étaient disponibles. J’ai participé a ce travail d’annotation et a
I’analyse des résultats en recherchant une corrélation entre 'habitat des souches et les PNR
qu'’ils produisent. J’ai été membre de son jury de thése [1|. Walaa est maintenant chercheuse
au «Genetics and Cytology Departement» au sein du «National Research Centre» au Caire,
en Egypte;

Arthur Tapi, a effectué sa thése de doctorat en «Ingénierie des fonctions biologiques » sous la
direction de Philippe Jacques et co-encadré par Marléne Chollet entre 2009 et 2012. 11 a mis
au point une nouvelle approche moléculaire de criblage par la réaction de polymeérisation
en chaine, dans le but de détecter des souches de Lactobacillus et de Bacillus capables de
produire des PNR. Cette approche a été facilitée par le développement de ’outil PrimerDeg.
J’ai participé a son jury de thése [I11]. Il est maintenant chef de projet au département
«Plant Sciences and Propagation» au centre R&D de Nestlé en Cote d’Ivoire ;

Thibault Caradec, effectue sa thése de doctorat en «Ingénierie des fonctions biologiques »
depuis 2011 sous la direction de Philippe Jacques et co-encadré par Marléne Chollet et
Valérie Leclére. 11 participe & I'identification de 'organisme producteur d’'un PNR extrait
de racines de la plante Aster tataricus. Le producteur de ce peptide est peut-étre un Fungus
symbiote de la plante. Une approche est de rechercher via des analyses bio-informatique
des domaines caractéristiques des Fungi puis de localiser ces domaines in situ, directement
parmi les organismes présents dans les racines a ’aide d’amorces spécifiques. Je le guide
dans ses analyses bio-informatiques.
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Chapitre 2

NORINE, plate-forme d’analyse
bio-informatique des peptides
non-ribosomiques

2.1 Introduction et motivations

Ce chapitre de mon HdR décrit le travail de pionniers de la bio-informatique pour les peptides
non-ribosomiques qui a commencé sur Lille en 2006 et a abouti & I'unique plate-forme d’analyse
bio-informatique des PNR, appelée NORINE. Rapidement, ce théme est devenu mon principal
sujet de recherche et il I’est encore aujourd’hui. Ma contribution sur ce projet a évoluée au cours
du temps. Au début, mes connaissances en biologie m’ont permis de rapidement comprendre les
particularités des PNR et mes connaissances en informatique et bio-informatique d’identifier les
problémes algorithmiques intéressants soulevés par ces molécules. J’ai favorisé le dialogue entre
mes collégues biologistes, Valérie Leclére et Philippe Jacques, et mon collégue informaticien, Gé-
gory Kucherov. J’ai pu transférer mon expérience sur les bases de données SubtiList et GenoList
acquises lors de ma thése, & la conception de la base de données NORINE et de son interface
d’interrogation. Au fur et & mesure des années, mon expertise sur les peptides non-ribosomiques
a progressé tant a propos de leurs propriétés, que de leurs modes de synthése et plus récemment
de leurs structures chimiques. J’ai également une bonne vision des développements bio-informa-
tique existants et, surtout des manques qu’il reste & combler concernant ces molécules. Je suis
maintenant responsable du théme appelé NRP au sein de 1’équipe Bonsai. J’ai lancé de nou-
velles recherches pour ce théme. J’ai proposé et encadré le travail sur la prédiction d’activités
des peptides qui a commencé lors de la thése de Ségoléne Caboche et s’est concrétisé lors du
séjour postdoctoral de Ammar Hasan Abdo. Derniérement, j’ai initié avec Laurent Noé, maitre
de conférences en informatique de I’équipe Bonsai, les recherches en chémo-informatique concer-
nant les PNR. Yoann Dufresne commence une thése en informatique sur ce sujet. J’ai donc un
role moteur au sein de la NORINE team, ’ensemble des scientifiques ayant travaillé sur NORINE
qu’ils soient membres de Bonsai ou ProBioGEM.

Aprés avoir décrit les principales caractéristiques des peptides non-ribosomiques dans la par-
tie , je présenterai les outils et bases de données existants pour les peptides ou les petites
molécules organiques dans la partie 2.3. Ensuite, je détaillerai dans la partie 2.4, les travaux que
j’ai dirigés a savoir la conception de la base de données NORINE, ainsi que les outils et algorithmes
dédiés aux PNR.

33
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Les résultats décrits dans ce chapitre ont été présentés dans quatre articles publiés dans des
journaux internationaux avec comité de lecture, ayant pour contenu :

1. la présentation de NORINE dans le numéro spécial, édition 2008, du journal Nucleic Acids
Research dédié aux bases de données [20]. Cet article a été cité 55 fois selon Scopus et
86 fois selon google scholar, y compris par des chercheurs reconnus du domaine tel que
le Prof. Christopher T. Walsh responsable d’un laboratoire du département de chimie
biologique et pharmacologie moléculaire de Harvard Medical School & Boston, qui travaille
sur les aspects moléculaires de la catalyse enzymatique avec un focus sur les antibiotiques
et sidérophores; le Prof. Mohamed A. Marahiel, responsable d’un groupe de recherche du
département de Chimie & I’Université de Marburg en Allemagne spécialisé dans ’étude du
mécanisme de synthése non-ribosomique, ou encore le Dr. Pieter C Dorrestein, responsable
d’un laboratoire du département de Pharmacologie, chimie et biotechnologie au sein de
I’Université de Californie, San Diego, spécialisé dans ’étude de molécules thérapeutiques,
dont les PNR, via la spectrométrie de masse. Certains articles parlent de NORINE sans citer
un des articles que nous avons écrit ;

2. Talgorithme de recherche d’un motif structurel représentant un peptide non-ribosomique [21].
Cet article est cité 6 fois selon Scopus et 14 selon google scholar ;

3. les observations réalisées lors d’une étude statistique de grande ampleur menée par Ségoléne
Caboche & la fin de sa thése [19]. Un des résultats majeurs est la mise en évidence d’une
relation directe entre la structure des peptides et leur activité. Cet article est cité 10 fois
selon Scopus et 21 fois selon google scholar ;

4. la conception d’une nouvelle représentation des PNR sous la forme d’un vecteur de comp-
tage du nombre d’occurrences des briques de base des PNR présents dans un peptide
donné [3]. Cette représentation est pertinente dans le cadre de la prédiction d’activité
des peptides non-ribosomiques. D’ailleurs, un article décrivant une nouvelle méthode de
prédiction d’activité de molécules est en cours de révision.

2.2 Diversité des peptides non-ribosomiques

Un peptide est un polymére linéaire composé d’acides aminés. Seule la taille différe entre
un peptide et une protéine, un peptide ne compte que quelques dizaines d’acides aminés, alors
qu’une protéine en compte plusieurs centaines et méme milliers le plus souvent. Les étres vivants
produisent des peptides via différentes voies qui sont la traduction d’un petit ARNm via les
ribosomes, ’hydrolyse “* enzymatique d’une protéine, ou encore la synthése non-ribosomique.
Cette voie alternative offre la possibilité de produire une grande variété de molécules dont je
vals vous présenter la diversité que ce soit au niveau de leur composition, que de leurs structures
ou de leurs activités. Je vais décrire ces peptides tels que NORINE permet de les découvrir, en
présentant de nouveaux résultats obtenus sur leurs caractéristiques chimiques.

La définition officielle d’un peptide est une molécule composée d’au moins deux acides amino-
carboxyliques liés par des liaisons peptidiques. L’IUPAC indique un poids moléculaire inférieur
4 10000 pour distinguer les peptides des protéines. Il se trouve que les peptides présents dans
NORINE ne dépassent pas 5033,7 g/mol, masse de la polytheonamide B qui est le peptide le plus
grand de NORINE avec 49 acides aminés. Les définitions d’un acide amino-carboxylique et d’une
liaison peptidique seront données dans la suite de ce chapitre.

21. Coupure chimique.
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Les peptides non-ribosomiques ne contiennent pas seulement des acides amino-carboxyliques,
mais aussi des composés d’autres natures chimiques que je vais décrire dans la section suivante.
C’est pourquoi, le terme monomeére est utilisé & la place de acide aminé pour parler des composés
de base des PNR.

2.2.1 Diversité de composition

NORINE compte actuellement 528 monomeéres différents, tous présents dans au moins un
peptide de la base. J’ai travaillé sur la classification des monoméres afin de respecter au mieux
les définitions chimiques des différentes familles.

Les acides amino-carboxyliques sont composés d'un groupement carboxyle C(=0O)OH et
d’un groupement amine NH,. Le terme de peptide est souvent employé pour les molécules com-
posées uniquement d’acides dit a-aminés ou, plus simplement, acides aminés dont les deux grou-
pements sont portés par le méme carbone, appelé carbone « (voir figure 2.1). Ce carbone porte
également une chaine latérale, appelée R, qui est spécifique & chaque acide aminé. Par exemple,
la glycine porte la chaine latérale la plus petite qui puisse exister a savoir un atome d’hydrogéne,
H. Lorsque les deux groupements sont séparés par deux carbones, la molécule est appelée acide
[B-aminé. Lorsque ils sont séparés par trois carbones, elle est appelée acide y-aminé.

B o oy

acide aminé . . .
générique glycine alanine B-alanine

FIGURE 2.1 — Exemples d’acides amino-carboxyliques. Les groupements carboxyles, C(=0)OH,
sont entourés en rouge, les groupements amines NH,, sont entoutés en bleu et les chaines latérales
en noir. La position des carbones a et 8 est précisée

Théoriquement, il est possible de générer une infinité d’acides aminés en faisant varier la
chaine latérale. Cependant, les acides aminés incorporés dans les protéines et peptides synthétisés
par la voie ribosomique ne sont que 20, plus quelques uns insérés dans des cas particuliers. Ces
acides aminés sont qualifiés de protéogéniques. D’autres sont produits par les cellules comme
intermédiaires de synthése. La plus grande variété d’acides aminés observée dans la nature entre
dans la composition des peptides non-ribosomiques. NORINE contient 141 acides aminés au sens
strict, c’est-a-dire des monoméres avec les deux groupements C(=0)OH et NH, portés par un
méme carbone et 5 acides S-aminés.

Cette famille de molécules comprend également les dérivés des acides aminés, c’est-a-dire
ceux qui ont subi des modifications qui peuvent étre effectuées par les synthétases peptidiques
non-ribosomiques elles-mémes ou par d’autres enzymes (voir la partie 1.2).

Parmi les dérivés, les énantioméres” sont les plus courants (61 dans NORINE). Dans les
protéines et peptides synthétisé par la voie ribosomique, la quasi-totalité des acides aminés sont de
configuration L. Une étude récente [65] a compté seulement 837 énantioméres de configuration D

22. Configurations L et D des acides aminés, c’est-a-dire les structures chimiques d’un méme composé, mais
non superposables.
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parmi les 187941074 acides aminés de la banque de séquences protéiques SwissProt =’ [113],
soit moins de 5 pour 10°. Au contraire, 1920 occurrences de monomeéres sous la configuration D
apparaissent parmi les 11206 monomeéres totaux de la base NORINE, soit 17%. De plus, prés des
deux tiers des peptides de NORINE contiennent au moins un monomére sous la configuration D.

D’autres dérivés sont générés par ’ajout de groupements. Par exemple, un groupement mé-
thyle CH; est ajouté soit sur le groupement amine NH,, soit sur le carboxyle C(=0O)OH, soit
sur les deux comme c’est le cas de la N,O-dimethyl-isoleucine (voir figure 2.2). Dans NORINE, 53
acides aminés sont N-méthylés, 7 sont O-méthylés et 4 sont O et N méthylés.

o CH,
@
NMe-OMe-lle o
HN <

FIGURE 2.2 — La N,O-dimethyl-isoleucine porte un groupement méthyle (entouré en rouge) sur
son groupement amine et un autre (entouré en bleu) sur son groupement carboxyle.

Des atomes de type halogénes (le chlore Cl, le brome Br, I'iode I et le fluor F) peuvent étre
ajoutés aux acides aminés. NORINE compte 19 acides aminés chlorés (par exemple la 3,4-dichloro-
proline représentée dans la figure 2.3), 8 avec du brome et 1 seul avec du fluor.

(¢} HN

Cl2-Pro
cl

HO

Cl
FI1GURE 2.3 — La 3,4-dichloro-proline est une proline qui porte deux atomes de chlore.

Il y a aussi des dérivés particuliers qui sont observés uniquement dans les peptides faisant
partie des peptaibols (voir la partie ). Les acides aminés acétylés portent un groupement
C(=0)CH; accroché au groupement amine NH, (voir Ac-Phe dans la figure 2.1). Les alcools
aminés perdent le = O de leur groupement carboxyle C(=0)OH pour ne garder que la fonction
hydroxyle OH (voir Pheol dans la figure

FIGURE 2.4 — Les deux dérivés de la phénylalanine, la N-acétyl-phénylalanine dont le groupement
additionnel est entouré en bleu et la phénylalaninol avec sa fonction hydroxyle entourée en rouge.

Les acides gras font partie de la famille des lipides. Ce sont des acides aliphatiques monocar-
boxyliques, c¢’est-a-dire des molécules formées d’une chaine carbonée avec au moins 4 carbones
et terminées par un groupement carboxyle C(=0)OH. Ces composés sont donc capables de ne
former qu’une liaison peptidique, avec une molécule portant un groupement amine NH,. Ainsi ,
ils sont toujours incorporés en début de chaine peptidique. Leurs chaines peuvent étre saturées

23. Banque internationale regroupant toutes les protéines ayant une annotation validée manuellement
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(ni double, ni triple liaisons, voir C13 :0-NH2(3) dans la figure 2.5) ou insaturées (au moins
une double ou une triple liaison, voir C8 :2(2.t4) dans la figure 2.5). Elles peuvent aussi conte-
nir des groupements supplémentaires tels que méthyle CH;, amine NH, ou hydroxyle OH (voir
C13 :0-NH2(3) dans la figure 2.5), offrant la possibilité de former une deuxiéme liaison pepti-
dique. NORINE compte 77 acides gras différents, mais nous avons choisi de ne pas référencer tous
les variants d’'un méme peptide s’ils ne différent que par leur acide gras.

0 OH
H;CW(
NG
H,C oH

K NH, o

C8:2(2.t4) C13:0-NH2(3)

FIGURE 2.5 — Deux exemples d’acides gras ayant des longueurs de chaines différentes. C8 :2(2.t4)
est lacide 2,trans4-octenoique, un acide gras insaturé avec deux doubles liaisons. C13 :0-NH2(3)
est I’acide 3-amino-tridecanoique, un acide gras saturé qui porte un groupement amine.

Les monosaccharides sont les briques de base des glucides (sucres). A l'origine, les glucides
ont été caractérisés par la formule chimique Cn(H,O)n (voir le glucose dans la figure 2.6), d’ou
leur nom anglais carbohydrate qui signifie hydrate (H,O) de carbone (C). Leur formule ne res-
pecte pas toujours strictement la définition précédente car ils peuvent avoir des groupements
supplémentaires (voir 1’érémosamine dans la figure ). NORINE compte 17 monosaccharides
différents qui forment une ou deux liaisons avec d’autres monomeéres. Pour les monosaccharides,
la configuration D est la forme naturelle.

OH
glucose érémosamine
CeH1206 C7H15NO3
o OH

OH

FIGURE 2.6 — Exemple de deux sucres, le glucose et I’érémosamine

Les chromophores émettent de la fluorescence par 'intermédiaire soit d’une alternance de
simples et doubles liaisons chimiques, soit d'un complexe métallique. NORINE compte 5 chromo-
phores différents. Les chromophores ChrA, ChrD, Chrl et ChrP (voir figure 2.7) forment une
seule liaison peptidique via leur groupement carboxyle C(=0)OH et sont donc placés au dé-
but des peptides. Le chromophore ChrAct (voir figure 2.7) est lui impliqué dans deux liaisons
peptidiques via ses deux groupements carboxyles.

Les polyketides sont des composés formés par une alternance de groupes carbonyles (C=0)
et méthylénes (R—CH,—R ou R=CH,) (voir figure 2.8). NORINE compte 7 polykétides différents.

2.2.2 Diversité de liaisons chimiques

J’ai déja mentionné le fait que les peptides non-ribosomiques ne sont pas formés uniquement
par des acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. Je vais présenter les diffé-
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NH,

H CH, CH4

N

~ o o
ChrP N ChrAct
chromophore . chromophore
des pyoverdines H,N N des actinomycines
HO HO o
[¢) OH HO o)
OH

FIGURE 2.7 — Exemple de deux chromophores, celui des pyoverdines et celui des actinomycines.

CH, CH, CH, CHy
(o) NN NN [¢)
Adda Me-Suc
OH NH, o0 HN
CHj 5

FIGURE 2.8 — Exemple de deux polyketides, l'acide 3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-
phenyldeca-4,6-dienoique (Adda) et la methyl-succinimide (Me-Suc).

rentes liaisons que nous avons déduites de nos observations. La formation d’une liaison chimique
implique toujours la perte d’atomes et/ou d’électrons sur les monomeéres, je préciserai ces pertes.

La liaison peptidique est une liaison covalente “* entre deux acides amino-carboxyliques (voir
figure 2.9). La formation de cette liaison induit la libération d’une molécule d’eau issue de la
fonction hydroxyle OH du groupement carboxyle et d’'un atome d’hydrogéne du groupement
amine. Lors de la synthése des protéines, qu’elle soit effectuée par les ribosomes ou les synthétase
peptidique non-ribosomique, ’assemblage des acides aminés se fait toujours dans le méme sens.
Le composé en début de chaine peptidique a un groupement amine libre (extrémité N-terminale)
et celui en fin de chaine un groupement carboxyle (extrémité C-terminale). Les nouveaux acides
aminés sont toujours ajoutés a l'extrémité C-terminale. Chez les synthétases, cette liaison est
formée par les domaines de condensation.

o R2 o R2
R1 '/4.\ 0 R1 o
+
OH H,N — N H,0
H
NH, OH NH, OH

FIGURE 2.9 — La formation d’une liaison peptidique

Certains monomeéres ont des groupements NH,, ou C(=0)OH supplémentaires qui leur per-
mettent de former une troisiéme liaison appelée iso-peptidique. Les acides gras et chromophores
sont eux aussi capables de former une liaison peptidique & ’aide de leur groupement carboxyle.
Certains acides gras portent également des groupements supplémentaires qui leur permettent de
former plus d’une liaison iso-peptidique. Les molécules synthétisées par la voie polykétide ont des
structures trés variées (voir la figure 2.8), certains possédent des groupements carboxyles et/ou
amines qui leur permettent de former des liaisons [iso-|peptidiques. D’ailleurs, certains sont des
acides aminés.

24. Liaison chimique forte.
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Le pont disulfure est une liaison covalente entre deux molécules portant un groupement
thiol CSH. Un seul acide aminé protéogénique posséde ce groupement, la cystéine, NORINE n’en
contient pas d’autres, a part des dérivés de la cystéine. Six PNR de la famille des malformines
et deux de la famille des triostines contiennent un pont disulfure. Le mode de formation de ces
ponts n’est pas documenté dans la littérature.

B e

NH, + 24" + 2e

FIGURE 2.10 — La formation d’un pont disulfure

Un autre type de pont soufré est observé dans la famille des quinomycines. Dans un premier
temps, un pont disulfure est formé par une oxydo-reductase (Ecml17), puis le pont dithioacé-
tal RC(SR)SR est formé par une enzyme ressemblant & une S-adenosyl-L-methionine (SAM)-
dependent methyltransferase (Ecm18) (voir figure 2.11) [123, 124].
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FIGURE 2.11 — La voie de synthése de I’échinomycine. Source : Wikimedia Commons, author :

Kvecchar.
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Les liaisons phénolique et éther phénolique sont des liaisons covalentes formées entre mo-
nomeres de la famille des phénols. Un phénol est un composé aromatique * portant une fonction
hydroxyle OH. La présence des doubles liaisons et de ’hydroxyle en font une molécule réac-
tive capable d’effectuer des réactions de couplage, c’est-a-dire ’association de deux molécules
composées majoritairement de carbones a l'aide d’un catalyseur métallique. Les liaisons formées
peuvent étre de deux types, la liaison phénolique qui se fait directement entre deux carbones des
cycles aromatiques (C-C) et la liaison éther phénolique qui présente un atome d’oxygéne entre
les deux cycles (C-O-C) (voir figure ). Chez les PNR, ces réactions sont catalysées par des
enzymes de la super-famille des cytochromes P450. Cette super-famille est constituée de nom-
breuses enzymes ayant en commun de catalyser 'oxydation d’une grande variété de molécules
organiques au moyen, entre autre, d’un cofacteur appelé héme “°. Le mécanisme précis de cette
réaction n’est pas bien connu. N. Geib et al. ont étudié la premiére réaction de couplage mise
en ceuvre lors de la synthése de la vancomycine [15, |. La présence de I’enzyme ferredoxine
réductase, associée a la ferredoxine, ainsi que du co-facteur NADPH (nicotinamide adénine di-
nucléotide phosphate) et enfin de I'oxygéne semblent nécessaires a la formation du couplage, en
plus de 'enzyme OxyB, de la famille des cytochromes P450. De plus, cette enzyme agit sur le
PNR en cours de synthése, alors qu’il est encore attaché a la synthétase.

Les phénols de NORINE qui sont impliqués dans des réactions de couplage sont 'hydroxy-
phenyl-glycine (Hpg), la tyrosine (Tyr) et leurs dérivés. Plusieurs de ces monomeéres s’associent
pour former des structures complexes (voir partie ) observées principalement dans les gly-
copeptides ** (voir partie et figure ).

— liaison peptidique

— liaison phénolique

— liaison éther phénolique
liaison osidique

o NMe-Leu Asn
° bOH-CI-Tyr\
! ~in /i
ode bOH-CI-Tyr

Van

FIGURE 2.12 — Les structures chimiques et monomériques de la vancomycine, un glycopeptide.

La liaison osidique est une liaison covalente formée entre deux glucides ou un glucide et un
autre composé tel qu'un acide aminé dans le cas des peptides. La liaison se fait entre une fonction
hydroxyle placée a coté de 'atome d’oxygéne présent dans le cycle du monosaccharide (voir la

25. Molécule formant un cycle carboné avec une alternance de simples et doubles liaisons.
26. Anneau organique entourant un atome de fer et pouvant accueillir un gaz tel que I'oxygéne.
27. Molécules formées d’acides aminés et de glucides.
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figure 2.12) et une autre fonction hydroxyle ou un groupement amine. Cette réaction est effectuée
7

par des glycosyltransférases |51, 107].

2.2.3 Diversité de structures bidimensionnelles

Les protéines et peptides synthétisés par la voie ribosomique sont représentées par la succes-
sion des acides aminés qui les composent, appelée couramment séquence. Cette représentation
est appelée structure 1D ou primaire. Le premier niveau de repliement d’une séquence constitue
la structure 2D ou secondaire et le deuxiéme niveau la structure 3D ou tertiaire (voir figure 2.13).
Enfin, la structure 4D ou quaternaire est ’association de plusieurs protéines, comme dans le cas
des synthétase peptidique non-ribosomique (voir partie 1.2).

Structure primaire Hémoglobine
Séquence d'acides aminés

Protéine P13

Structure tertiaire ~ Structure quaternaire
Structure tridimentionelle Association de plusieurs

D . chaines polypeptidiques
Structure secondaire

Repliement local de la chaine
principale

\ Feuillet béta

FIGURE 2.13 — Les différents niveaux de structure des protéines ribosomiques. Adapté de 'image
Main protein_structure levels fr, source : Wikimedia Commons, author : LadyofHats

Les peptides non-ribosomiques ne peuvent pas étre représentés sous la forme d’une séquence
(structure 1D) puisqu’ils ne sont pas tous linéaires. Le terme approprié pour parler de leurs
structures est donc structure 2D, méme s’il ne s’agit pas exactement de la méme notion que
celle utilisée dans le cas des peptides et protéines ribosomiques. Dans NORINE, les PNR sont
représentés sous la forme de graphes dont les nceuds, aussi appelés sommets, sont les monomeéres
et les arétes sont les liaisons chimiques qui les relient. Ces graphes sont appelés structures mono-
mériques par analogie avec les structures chimiques qui sont elles un graphe dont les nceuds sont
des atomes et les arétes les liaisons chimiques qui les relient (voir figure 2.12). Nous avons mis
au point une syntaxe particuliére, que j’appelle format NORINE, pour représenter les structures
monomeériques sans ambiguité sous la forme d’une chaine de caractéres (voir figure 2.11).

1 2
a) ,Cys,D-Val@ 0,21

~

n

D-Val adjacences

b) Aad,D-Val,Cys@2@2@0,1
1 2

FIGURE 2.14 — Schéma représentant la structure monomeérique pour le peptide ACV et la syntaxe
sous forme d’une chaine de caractéres, avec deux exemples possibles (a et b).
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Le format NORINE est la liste des monomeéres du peptide représentés par leur code““ et
séparés par des virgules, suivie des listes d’adjacences pour chaque monomeére, séparées par le
caractére « @ ». Une liste d’adjacences est constituée des noeuds reliés par une aréte a un noeud
donné. Pour énumérer la liste d’adjacences, les monoméres sont numérotés de 0 & n, n étant le
nombre de monomeéres du peptide. Par exemple, dans la ligne a) de la figure , le monomeére
Aad (acide 2-amino-adipique) porte le numéro 0 puisqu’il est le premier cité, puis Cys (cystéine)
porte le numéro 1 et enfin D-Val (D-valine) porte le numéro 2. Le monomeére Aad n’est relié
qu’a Cys qui porte le numéro 1 donc sa liste d’adjacences est 1. La cystéine est reliée & Aad
(numeéro 0) et a D-Val (numéro 2), sa liste d’adjacences est donc 0, 2. Enfin, la liste d’adjacences
de D-Val n’est composée que de 1, le numéro du seul monomére auquel il est lié : Cys.

Il est & noter que l'ordre dans lequel sont énumérés les monomeéres dans la liste de départ n’est
pas important et peut varier. Seules comptent les listes d’adjacences pour reconstituer le graphe
du peptide. Dans la figure , la ligne b) est une autre représentation possible du peptide ACV.
Vous remarquerez que la liste des monoméres n’est pas dans le méme ordre et, par conséquent,
les listes d’adjacences ne sont pas les méme. Cependant, les lignes a) et b) décrivent bien le méme
graphe qui correspond au peptide ACV. En résumé, une représentation textuelle correspond & un
et un seul graphe. Par contre, un graphe peut étre décrit par plusieurs représentations textuelles
équivalentes. Dans NORINE, 'ordre dans lequel les monomeéres sont incorporés par la synthétase
est utilisé, lorsqu’il est connu.

Oero

]
NMe-Gly R 2
O pal O fiMe-Leu Bfla Vvan
= © phpg
© NMe-val Ala o
. . O hMe-Leu Yo Hpg
Actinomycine D o, Pbtioe D-Gle
O nMe-Leu © boH-clTyr
[o] Q o]
ChrAct DMOG NMe-val . o
Cyclosporine A Hpg
o} o o
Thr NSPD o) val o ESTa A
O Nme-val Q NMe-Bmt ¥
o - . Vancomycine
Drvel Vibriobactine o O NMe-teu
O yMe-Gly by O nMe-Leu
O dion-82 O'uMe-Gly
Opro

FIGURE 2.15 — Exemples de structures monomériques de peptides telles qu’elles sont dessinées
dans NORINE.

Nous avons défini 6 groupes structuraux (voir aussi les figures et et le tableau 2.1) :

— linéaire : séquence traditionnelle avec un enchainement de monomeéres;

— circulaire : séquence se refermant sur elle-méme pour former un cycle;

— double cyclique : structure composée de deux cycles ayant soit des monomeéres en commun,
soit au moins un monomére qui les relient ;

— branchée : séquence avec des branchements ;

— circulaire partielle : structure cyclique avec une chaine reliée au cycle;

— compleze : structure contenant des monomeéres avec plus d’un branchement et des cycles,
ainsi que d’autres structures qui ne peuvent pas étre classées dans les catégories précédentes.

Nous pouvons observer que la variété des structures des peptides non-ribosomiques observée
dans NORINE n’explore pas toutes les possibilités. Par exemple, il n’y a pas de peptides formé

28. Abréviation communément admise ou définie par la NORINE team.
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d’un seul cycle et de plus d’un branchement ou de trois cycles, sans branchement, alors que
ces structures peuvent facilement étre réalisées avec des monoméres capables de former trois
liaisons. Ceci est stirement dii au mécanisme de formation des liaisons supplémentaires aux

liaisons peptidiques (voir partie ).
500 —
1 cyclique
400 1
7 linéaire
» . cyclique partiel
%= 300 ]
=
S 7
b= ]
LW 200 ]
100 complexe
] double
0 CYIQU® | anche

Catégories de structures

FIGURE 2.16 — Répartition des 6 groupes structuraux de NORINE.

En observant les graphes des PNR, j’ai remarqué qu’il était possible de caractériser la struc-
ture des peptides en comptant le nombre de monoméres ayant un degré donné. Le degré d’'un
nceud dans un graphe est le nombre d’arétes qui partent de ce noeud, c¢’est-a-dire le nombre de
liaison qu’un monomeére donné effectue avec d’autres monomeéres. En effet, la répartition des ef-
fectifs dans les différents degrés est représentative de la structure d’un peptide (voir tableau 2.1).
Par exemple, les monoméres de degré 2 forment une séquence circulaire s’ils sont tous seuls, et
une séquence linéaire s'ils sont accompagnés de deux monomeéres de degré 1 (les extrémités de la
séquence).

TABLEAU 2.1 — Catégories des structures monomériques en fonction des degrés des monomeéres.

nb mono avec degré

Catégories 1 2 3 4oub Commentaires

linéaire 2 X

branché Y+2 X Y Y branchements

circulaire X

cycle partiel 1 X 1

cycle branche 'Y X Y Y branchements

double cycle X 2

multi-cycle X 7Z (Z/2)+1 cycles dans le PNR
complexe Y X 7Z W

Le degré d’un noeud est le nombre d’arétes partant de ce nceud, c’est-a-dire le nombre de liaisons qu’un
monomére forme avec ses voisins. La premieére ligne du tableau se lit : les peptides linéaires sont
composés de 2 monomeéres ne formant qu’une seule liaison et X monoméres formant 2 liaisons. X, Y et Z
représentent un nombre quelconque de monomeéres.

Dans NORINE, 39 monomeéres différents sont impliqués dans au plus 3 liaisons avec d’autres
monoméres. Certains sont des acides aminés ou leur dérivés ayant la capacité de former une
liaison en plus des deux liaisons peptidiques parce qu’ils portent sur leur chaine latérale un
groupement soit amine NH,, soit amide C(=O)NH,, soit hydroxylamine NOH, soit hydroxyle
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OH, soit thiol CSH ou encore parce qu’il font partie de la famille des phénols. D’autres acides
aminés forment des liaisons atypiques comme la tert-leucine (t-Leu) dans la bottromycine A2 [61].
D’autres encore ne sont pas des acides aminés mais possédent 3 groupements réactifs.

Les 7 monomeéres impliqués dans au plus 4 liaisons avec d’autres monomeéres sont tous des
acides aminés aromatiques capables d’établir des liaisons phénoliques (voir partie ). Enfin,
le seul monomeére qui forme jusqu’a 5 liaisons est un phénol, I'hydroxy-phenyl-glycine (Hpg).

2.2.4 Peptides et plus encore

Comme nous l'avons vu, les peptides non-ribosomiques ne sont pas composés uniquement
d’acides amino-carboxyliques. Ils ne sont donc pas des peptides stricto sensu, d’autres catégories
de molécules sont produites (voir effectifs dans la figure ), associant des acides aminés a
d’autres composés. Les catégories sont déterminées a l'aide de la composition en monomeéres du
peptide. Je vais décrire les caractéristiques de ces différentes catégories.

5003 peptides
400—:—
[3] -
£ ]
w 2004 -\ peptaibols ——
1003 i i -~ PKchromo,
] glyco
0] lipoglyco
Catégories

FIGURE 2.17 — Effectifs des catégories de PNR observées dans NORINE.

Les peptides représentent un peu moins de 50% des molécules de NORINE avec 492 peptides
purs sur les 1164 NRP actuellement référencés.

Les peptaibols sont aussi des peptides purs, mais ont des caractéristiques particuliéres. Ils
commencent par un acide aminé acétylé et se terminent par un alcool aminé (voir partie )
et entre 20 et 50% des acides aminés de ces peptides sont des acides 2-aminoisobutyriques (Aib).
L’isovaline (Ival) est un autre acide aminé caractéristique de ces peptides. NORINE contient 177
peptaibols. Ces peptides ont en commun d’étre linéaires, antibiotiques et produits par des fungi.
Un numéro spécial du journal Chemistry and Biodiversity leur est consacré [10].

Les lipopeptides sont formés d’acides aminés et d’un seul acide gras. Parmi les 284 lipopep-
tides référencés dans NORINE, 133 sont partiellement cycliques, 112 sont constitués d’un seul
cycle et 39 sont linéaires. Leurs activités sont variées. Une revue compléte sur ces molécules a
été écrite en 2010 par N. roongsawang et al. [93].

Les hybrides NRPS/PKS sont formés d’acides aminés et de polyketides. Les composés
hybrides sont synthétisés par des enzymes, elles aussi hybrides, possédant des modules NRPS et
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des modules PKS (polyketides synthase). NORINE contient 81 hybrides NRPS/PKS, un effectif
en deca du nombre de molécules existantes, mais leur représentation sous la forme d’un graphe
de monomeéres est délicate, nous avons donc choisi de n’intégrer que les hybrides dont la partie
PKS est petite et peut étre représentée sous la forme d’un monomeére.

Les chromopeptides sont formés d’acides aminés et d’un seul chromophore (groupement
fluorescent). Deux groupes peuvent étre distingués parmi les 75 chromopeptides de NORINE du
fait de leurs chromophores différents (voir figure 2.7) qui leur conférent des structures et des
activités différentes :

— les sidérophores sont des chélateurs du fer, c’est-a-dire qu’ils ont la capacité de capter
le fer, qui est un cation, par l'intermédiaire de 'association du chromophore & d’autres
monomeéres chargés négativement. Parmi les 60 sidérophores, 56 font partie de la famille
des pyoverdines, des PNR produits par des bactéries du genre Pseudomonas [118] et 4
azotobactines ;

— les actinomycines sont des antibiotiques produits par des bactéries du genre Streptomyces.
Elles sont toutes formées de deux cycles reliés par le chromophore et ont une taille de 11
monoméres. Parmi les 15 actinomycines, 3 sont aussi des anti-tumoraux.

Les glycopeptides sont formés d’acides aminés et de glucides. Ici encore, le terme glycopeptide
est trés général, seuls des monosaccharides sont incorporés dans les PNR. Les 52 glycopeptides
référencés dans NORINE ont tous une structure complexe composée de plusieurs cycles et de
branchements (voir I’exemple de la vancomycine dans la figure ). Leur taille varie entre 8
et 14 monomeéres. Ils ont tous une activité antibiotique et sont produits par des bactéries de la
classe Actinobacteria.

Les lipoglycopeptides sont formés d’acides aminés, d’un lipide et de 2 glucides. Pour 'ins-
tant, seuls 3 peptides de cette catégorie sont référencés dans NORINE, ils sont des variants d’une
méme molécule, la ramoplanine.

2.2.5 Diversité d’activités

Au total, 11 activités différentes (voir effectifs dans la figure ) sont référencées dans
NORINE et il reste encore 118 peptides sur lesquels nous n’avons pas d’information. La liste des
activités et leur association a un peptide sont, plus l'instant, extraites des articles scientifiques.

Les antibiotiques, aussi appelés anti-microbiens, sont des molécules qui tuent des micro-
organismes. Ce terme générique comprend, entre autre, les antibactériens (dirigés contre les
bactéries), les antifongiques (dirigés contre les Fungi) et les antiviraux (dirigés contre les virus).
NORINE ne contient pas d’information précise quant aux modes d’action et aux cibles des 642 an-
tibiotiques qu’elle contient. Cette classe comprend les peptaibols, les PNR linéaires et produits
par des Fungi, les seuls eucaryotes avérés producteurs de PNR. Il est & noter que le monomére
Hpg et ses dérivés est uniquement présent dans des antibiotiques produits par des bactéries de
la classe des Actinobacteria. Ces organismes doivent étre les seuls capables de synthétiser ces

monomeéres particuliers dont les voies de synthéses varient selon le monomeére final [107]. L'Hpg
est notamment le composé majoritaire des glycopeptides qui ont une structure complexe formée
de cycles et branchements, ressemblant & celle de la vancomycine (voir figure ).
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toxines
263 PNR

537 69 160

29
36
inhibiteur
de protéases
39 PNR
31

FIGURE 2.18 — Les principales classes d’activité avec leurs effectifs et leurs intersections.

Les toxines altérent les cellules. Ce terme est également générique et regroupe 263 peptides
avec des propriétés variées. Du fait de leur toxicité, ils ont d’autres activités comme antibiotique
ou antitumoral.

Les surfactants modifient la tension d’'un liquide en formant un film a sa surface. Ils sont
constitués d’une chaine peptidique qui est la partie hydrophile “” et d'un acide gras qui est la
partie hydrophobe °". Ainsi, ils se placent & la surface d’un liquide ou entre un liquide et un
corps gras pour former un film. Les surfactants peuvent étre utilisés comme détergents ou entrer
dans la composition de cosmétiques. Les 139 surfactants sont, forcément, des lipopeptides. En
fait, surfactant est plus une propriété physique qu'une activité. Cette classe sera supprimée de
NORINE.

Les anti-tumoraux, comme leur nom l'indique, détruisent les tumeurs. Cette activité n’est
pas celle qui est recherchée par les organismes qui produisent ces peptides, c’est pourquoi les
101 anti-tumoraux de NORINE ont souvent d’autres activités.

Les sidérophores sont sécrétés par les micro-organismes pour capter le fer qui se trouve dans
leur environnement. Lorsque le fer est complexé par le sidérophore, il peut étre internalisé dans
la cellule pour étre libéré puis utilisé dans différentes voies métaboliques. La majorité des 90 si-
dérophores de NORINE sont des chromopeptides car le chromophore intervient dans la captation
du fer, associé a d’autres monomeéres tels que les dérivés hydroxylés (avec une fonction OH) de
I'ornithine (Orn), de 'acide aspartique (Asp) et de I'histidine (His). Les autres sont des peptides
purs ou des lipopeptides. Les sidérophores peuvent étre utilisés pour décontaminer des eaux
polluées par les rejets des mines de fer ou d’autres industries.

Les inhibiteurs de protéases bloquent les enzymes qui coupent les protéines, appelées pro-
téases. Les protéases, sont, entre autre, utilisées par les virus pour couper les précurseurs des

29. Qui accepte le contact de l'eau.
30. Qui fuit le contact de I'eau et lui préfére celui des lipides.
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protéines composant leurs enveloppes. Ces molécules peuvent donc étre utilisées comme anti-
viraux. Il existe 6 familles de protéases, donc différents inhibiteurs sont nécessaires, NORINE en
contient 39.

Les immuno-modulateurs agissent sur le systéme immunitaire pour modifier I'intensité de
leur effet. Par exemple, la cyclosporine A est utilisée contre le rejet des greffes car elle diminue la
réaction immunitaire due & la présence d’'un organe étranger dans le corps du patient. NORINE
contient 37 immuno-modulateurs.

Les antithrombotiques réduisent la formation des caillots sanguins, aussi appelés thrombus.
Ils peuvent étre des anticoagulants, ou agir pour dissoudre le caillot. NORINE en contient 12.

Les anti-inflammatoires luttent contre les inflammations qui sont des réactions du systéme
immunitaire contre une agression. NORINE en contient 8.

Les anti-athéromateux agissent contre ’athérome, aussi appelé athérosclérose, qui est un
dépot situé sur la paroi interne d’une artére. Ces dépot sont la cause de la majorité des affections
cardio-vasculaires.

Les antagonistes de la calmoduline bloquent les effets de la calmoduline en prenant sa
place au prés des molécules avec laquelle elle interagit. La calmoduline est une protéine qui
fixe le calcium et qui est impliquée dans la transmission de différents messages dans les cellules
eucaryotes tels que le déclenchement d’une réaction inflammatoire ou la contraction des muscles
lisses (ceux de 'estomac ou des vaisseaux sanguins, par exemple).

Vous pouvez constater que les activités des PNR sont nombreuses et peuvent avoir des appli-
cations dans différents domaines, au dela de la pharmacologie. Cette grande variété d’activités
est dii & la variété de structures secondaires que ce soit les structures non linéaires, ou la diversité
des monomeéres.

2.2.6 Diversité des organismes producteurs

Les peptides non-ribosomiques ne sont pas produits par tous les étre vivants. Jusqu’a pré-
sent, des génes codant des synthétases peptidiques non-ribosomiques ont été identifiés chez des
bactéries et des Fungi. Ils sont donc présents dans deux des trois domaines du vivant que sont
les eucaryotes, les bactéries et les archées.

Les archées sont des organismes constitués d’une seule cellule. Ils sont appelés ainsi car ils ont
été découverts dans des milieux extrémes tels que des sources chaudes et/ou soufrées. La forme
de leurs cellules et leur génome, qui est généralement un chromosome circulaire, les rapprochent
des bactéries ; certaines de leurs voies métaboliques °* sont trés proches de celles des eucaryotes et
d’autres leur sont spécifiques. A ma connaissance, aucun géne codant une PNRS n’a été découvert
dans un génome d’archée.

31. Ensemble de réactions chimiques réalisées par des enzymes au sein des cellules.
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Les eucaryotes sont des organismes constitués d’une ou plusieurs cellules, selon les espéces. Ils
ont en commun d’avoir leur génome réparti dans plusieurs chromosomes linéaires et protégé par
une membrane, formant le noyau cellulaire. En simplifiant, les régnes participants au domaine
eucaryote sont les animaux, les plantes, les protistes *~ et les Fungi.

Le régne des Fungi regroupe des organismes microscopiques tels que les levures ou les moisis-
sures avec les champignons qui sont des organismes pluricellulaires. Ils produisent différents PNR
tels que les peptaibols qui leur sont spécifiques et semblent étre produits presque exclusivement
par 'embranchement des Ascomycétes. Seul un peptide qui peut étre assimilé & un peptaibol a
été observé chez un Basidiomycete [109]. Une étude phylogénomique [17] a mis en évidence les
génes de PNRS dans les génomes des Fungi disponibles en 2010. Ils ont trouvé la présence de
génes dans les génomes d’Ascomycétes, chez quelques Basidiomycétes, et quelques génes chez les
Zygomycetes et les Chytridiomycétes. Par contre, aucun géne n’a été trouvé chez les Microspo-
ridies. Une autre étude phylogénomique s’est focalisée sur les Fungi producteurs de toxines qui
se sont révélés encore une fois étre les Ascomycétes [12].

Par contre, & ce jour et & ma connaissance, aucun géne codant une PNRS n’a été identifié
dans le génome des autres régnes eucaryotes. Des eucaryotes non Fungi sont dans NORINE car
des peptides ont été extraits de ces organismes. Mais, aucune preuve de leur production directe
par I'organisme en question n’a été trouvée. Les espéces concernées sont des éponges, des mol-
lusques, des tunicates”” ou encore des plantes. Elles sont souvent accompagnées de symbiotes
soit bactériens, soit Fung: qui sont stirement les producteurs réels des PN<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>