Le 2-éthylhexyl nitrate
Le 2-éthylhexyl nitrate 2-EHNfigure 1.1) est un additif qui permet d'augmenter l'indice

de cétane du gazole. L'indice de cétane conditionne l'aptitude au démarrage des moteurs
diesels. Le 2-EHN est l'additif procétane le plus utilisé. Liquide a température ambiante, c’est
un composé qui se décompose au dessus de 100°C. Il libére alors des radicaux libres qui
contribuent a réduire le délai d’auto-inflammation du moteur. Le 2-EHN est incorporé aux
carburants & raison de 0,3 & 1 Y.ce qui explique que %Otonnes sont produites
annuellement dans le monde, dont 60 % par une usine du groupe EURENCO (EURopean

ENergetics COrporation) wivw.eurenco.com/en/2ehn/index.hjmbasée a Bergerac en

France. Le 2-EHN est formé par le mélange stcechiométrique d’acide nitrique et de 2-
éthylhexanol dans l'acide sulfurique. La formation de 2-EHN est presque instantanée. La
réaction est la suivante gld;7OH + HNG; = CgH;/NO3 + H,O

2-ethylhexyl nitrate

Figure 1.1 : Structure du 2-éthylhexyl nitrate

1.1 Propriétés physico-chimiques

Le 2-EHN est un ester nitraté, il peut aussi étre nommé ester nitrique de 2-éthylhexanol.
Le tableau 1.1résume ses caractéristiques physico-chimiques.
Le 2-EHN est un liquide presque translucide a température ambiante et il se décompose suite
a une exposition a 100°C. Cette réaction exothermique peut étre extrémement violente et

provoguer une explosion. C'est pourquoi il est impossible de déterminer son point d'ébullition.
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Tableau 1.1: Principales propriétés physico-chimiques du 2NEH

Caractéristique Valeur
N° CAS 27247-96-7
Formule chimique gH.17/NO3
Point de fusion > 70°C
Point de congélation <-45°C
Masse molaire 175,2 g.mbl
Masse volumique & 20°C 0,96 kg.L
27 Pa a 20°C
Pression de vapeur 40-53 Pa a 40°C
1.33 kPa a 82°C
Solubilité 12,6 mg.L*
Log Ko/w 5,24
Température de décomposition >100°C

(Source www.epa.gov/HPV/pubs/summaries/nitracd2/c14932ft)pd

1.2 Données toxicologiques et écotoxicologiques

1.2.1 Impact sur I'environnement
Suite a une demande des producteurs de 2-EHN eta@uixraintes imposées par la

directive européenne REACH, les propriétés de lgatiabilité du 2-EHN ont été étudiées
selon un protocole standard par mesure dy €4Ds I'espace de téte de la fiole de test. C'est
en octobre 2006 qu’un rapport demandé par lespiges adhérant a 'THERTG (The Health,
Environmental, and Regulatory Task Group) a reratupte des criteres de dégradation du 2-
EHN. Il s’avere que ce dernier n'est pas biodédredaelon les tests normalisés (The
American Chemistry Council Petroleum additives pha2806). En cas d’accident ou de
déversement accidentel, il existe donc un risquealeition rémanente de I'environnement
par le 2-EHN. C’est un composé de faible solubitiths I'eau qui forme une émulsion en
solution aqueuse. Il peut aussi former un film Bemu et ainsi faire barriere au transfert
d'oxygene et limiter la vie d’organismes aérobie. doefficient de répartition octanol/eau
(Komw) est élevé, on peut ainsi en déduire que le 2-EHdhe mobilité réduite en milieu
agueux et qu’il s’adsorbe modérément aux particdéeserre et de sédiments. De plus, il est
tres volatil a température ambiante et de ce fait pccessible aux microorganismes. Ces
dernieres remarques se basent sur des hypothésesldes par 'ATC. Ces hypotheses
reposent sur les propriétés de biodégradabilit¢ditdcarbures dont les propriétés physico-

chimiques sont voisines de celles du 2-EHN.
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1.2.2 Ecotoxicité
Les propriétés d’écotoxicité du 2-EHN sont connlies2-EHN est faiblement toxique

puisque les LC50 (dose létale pour 50 % de la @djou) vis-a-vis du poisson Zebr@gnio
rerio), de la daphnigDaphnia magna et des alguesSglenastrum capricornutynsont
supérieures a sa solubilité dans I'eau & 20°C {$h& mg.LY).

(www.epa.gov/HPV/pubs/summaries/nitracd2/c14932fp).pd

1.2.3 Toxicité
La toxicité orale a été testée par une injectidhr(iL/kg) de 2-EHN dans le systeme

gastrique de rats. Apres 14 jours, sur cing animaskes, deux sont morts, les autres ont
présenté des nécroses et ont été euthanasiés (RUQ.2Jne autre étude sur les effets
neurochimiques du 2-EHN chez le rat, menée par 8gaet Savolainen (Someroja &
Savolainen, 1983) a montré que le 2-EHN a les méefésts, d'un point de vue
pharmacologique, que la nitroglycérine. la vasodilatation des vaisseaux sanguins.
La toxicité dermatologique du 2-EHN a été testéedas lapins (Albinos) a la dose de 5
mL.kg®. La fourrure et I'abdomen des animaux ont étérsévent irrités. Aucun signe de
toxicité n'a cependant été observé apres 14 j@ar€(2004).
Le 2-EHN a les mémes effets que la nitroglycérime’aomme, a savoir la vasodilatation des
vaisseaux sanguins. Une simple exposition au 2-pEdN causer des céphalées graves, des
faiblesses, des étourdissements, des rougeursp@ala de I'hypotension et des palpitations.
Le 2-EHN est un contaminant pour I'environnemeatptiis il est a l'origine de trouble
pour la santé. L'étude de sa biodégradabilité iast pustifiée. Pour ce faire, il est important

de comprendre comment les micro-organismes pewamdder a ce substrat hydrophobe et

volatil.
2 Accession des microorganismes aux Composes organi qgues
hydrophobes

Certains microorganismes utilisent les hydrocarbemmme source de carbone pour leur
croissance. De ce fait, ils se sont adaptés eneterge résistance et d'équipement
enzymatique pour utiliser ce type de substrat. bgdrocarbures sont des composés
hydrophobes dont la solubilité diminue & mesure lguenasse moléculaire des composés
augmente. Pour les hydrocarbures dont la solubiéigé faible (< 0,1 gt), les

microorganismes ont développé des stratégies pour &u contact du substrat. Quatre modes
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d'accession, illustrés dans figure 1.2 ont été avancés pour expliquer I'assimilation des

hydrocarbures par les microorganismes (BouchezaNaital, 1999; Hommel, 1994).

= :Bactéries

ase
aguetise

Phase
aqueuse

—
—
Solubilisation de Transfert interfacial Transfert interfacial Transfert micellaire

I'hydrocarbure dans direct facilité (HC émulsionne) (micelles < S0 nin)
la phase aqueuse

Figure 1.2 : Les meécanismes d'accession des microorganismes hgydrocarbures
(Vandecasteele, 2005)

2.1 L’assimilation des hydrocarbures solubles
L’assimilation en phase aqueuse a surtout été rtgmpopour les hydrocarbures

aromatiques suffisamment solubles et les alcamgsdgBouchest al, 1995a; Goswami &
Singh, 1991). C'est sous forme solubilisée quelhstsat pénetre dans la cellule.

2.2 L'accession interfaciale
Les micro-organismes utilisant les alcanes peubssdupossédent fréguemment une

membrane externe hydrophobe (Miura, 1978; Rosend&&6). L'hydrophobicité élevée de
cette enveloppe permet I'adhésion du microorganasxegouttelettes de substrat présentes
dans le milieu aqueux, souvent de taille tres sepér a celle des bactéries. Le substrat
pénétre directement dans la cellule par diffusiartransport actif sans dissolution préalable
dans la phase aqueuse. L'hydrophobicité des mgainmmes concernés entraine souvent une

forte tendance a l'agrégation.

2.3 L'accession interfaciale facilitée (émulsificat  ion)
Dans ce cas, l'intervention de biosurfactants pgtechar les microorganismes accélere

le transfert des hydrocarbures en augmentant Iftieefaciale entre les phases hydrophobe et

hydrophile. On parle de transfert interfacial assi'action des biosurfactants est souvent
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complexe. lls participent a la pseudo solubilisaties alcanes nécessaires a la croissance tout
en restant associés aux cellules bactériennes mperddacroissance, puis sont libérés
massivement lorsque le microorganisme a cessé ¢onitsance (Singer & Finnerty, 1984).

2.4 Le transfert micellaire
Difféerents auteurs ont montré que la solubilité aappte desn-alcanes était tres

largement supérieure a celle mesurée dans I'easl ldarcultures de levures soHalcanes
(Roy et al, 1978) ou sur HAP (Kimet al, 2001). Cette augmentation de la solubilité
apparente est liée a la formation d'une microémulstsultant de la pseudo solubilisation des
hydrocarbures par des biosurfactants produits @amicroorganisme. Les micelles ainsi
formées, de taille tres inférieure aux bactériasiremt en contact avec la cellule. Le
mécanisme de transfert a travers I'enveloppe e@kuh'est en réalité pas connu. Une protéine
de transport membranaire AIKL a été cependant srisévidence (van Beilegt al, 1992b).
Hommel et Ratledge (Hommel, 1994) ont formulé ugpotthese sur I'existence des pores
hydrophobes au niveau de I'enveloppe bactériehfiautl noter que la surface externe d'une
micelle est majoritairement hydrophile et le tramsimicellaire apparait privilégié chez les
microorganismes dont I'hydrophobicité de I'envetppicellaire est faible (Bouchez-Naital
et al, 1999). Les interactions hydrophobes entre substieellule microbienne sont d'ailleurs
complexes car les biosurfactants produits sont epides d'affecter I'hydrophobicité
cellulaire. En effet, le role physiologique des dnuidactants est multiple. lls interviennent
dans la formation de microcolonies, ils facilit¢lassociation en surface des bactéries et de
part ce fait la formation d’agrégats, ils assuréntformation d'une structure de type

filamenteuse et jouent un roéle dans la dispersemhiofilms (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007).

3 Biodégradation des hydrocarbures aliphatiques
Plusieurs familles d’hydrocarbures regroupent dasposés pétroliers, parmi lesquels,

des alcanes linéaires, ramifiés, cycliques et degposés mono- et poly- aromatiques. Le 2-
EHN est un ester branché a 8 atomes de carboferd&ai ici seulement ce qui concerne la
biodégradation des hydrocarbures linéaires et bémaConcernant I'étude exhaustive de la
biodégradation des hydrocarbures pétroliers, voosivgz vous référer a Il'ouvrage
« Microbiologie Pétroliere » de J.P. Vandecasté0€5).
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3.1 Les alcanes linéaires
Les n-alcanes de longueur de chaine supérieure a nemfeatole carbone sont les

composes les plus facilement biodégradables lansedéventuelle pollution (Britton, 1984).
lls contribuent a la formation de films d’hydrocarbs (Leahy & Colwell, 1990). En revanche
les alcanes de plus courte chaine sont toxiqugdust difficlement biodégradables, ils
agissent comme des solvants vis-a-vis des membi@datkinson & Morgan, 1990). La
premiere étape d’oxydation est catalysée par uggémase. La présence d’oxygene est donc
une condition nécessaire a la dégradation de cécuales. Trois voies de dégradation ont été
clairement élucidées qui mettent en ceuvre une e@lbgdroxylase qui catalyse une réaction
d’oxydation terminale ou subterminale. Le schénés@nté par lfigure 1.3 illustre les voies
de dégradation des alcanes connues chez les migaoismes.

En général, l'alcane est tout d’abord oxydé en dlcprimaire par une alcane-1-
monooxygénase, puis en aldéhyde par une alcoolydésiénase et enfin en acide
carboxylique par une aldéhyde déshydrogénase.deofexydation subterminale, I'alcane est
oxydé en alcool secondaire puis en méthyl-cétolie;negme dégradée en ester par une
réaction de type « Baeyer-Villiger », impliqguanteumonooxygénase. L’ester s’hydrolyse
ensuite en alcool, puis s'oxyde en aldéhyde, mideal’acide carboxylique ainsi formé est
soit métabolisé par l'intermédiaire de la voie d@-bxydation, soit incorporé dans la voie de

synthese des lipides cellulaires.
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Figure 1.3 : Voies de dégradation des alcanes adifiues (van Beilen et al., 2003).
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3.2 Les alcanes ramifiés
Les composés branchés sont en général plus résisdata dégradation que leurs

homologues linéaires. Les alcanes branchés coritenaou deux groupements méthyles sur
leur chaine principale sont completement métatobseCQ. Les voies de dégradation mises
en jeu sont similaires a celles intervenant lorsaddégradation des alcanes linéaires (Thijsse
& Van der Linden, 1961). En général, plus les gesupnts méthyles sont éloignés de
'extrémité de la chaine, plus la biodégradation fasile (Pirnick, 1977). Les molécules
présentant des carbones tertiaires sont dégradéasslgmtement. Les composés les plus
récalcitrants sont ceux qui comportent un carbarsegnaire. La molécule est d’autant plus
difficilement biodégradable que la chaine carbastgyrande, le carbone substitué est pres du
centre de la chaine principale, le degré de subistit est élevée (Mc Kenna, 1972). La
résistance des alcanes branchés peut avoir d’aex@gations parmi lesquelles : i) les
cellules sont incapables de transférer les moléduianchées au travers des membranes, ii) le
systeme enzymatique n'est pas capable d'oxydgpeeale molécule, iii) les alcanes branchés
ne parviennent pas a induire le systeme enzymatigugdation ou iv) le substrat est toxique

pour les cellules (Schaeffet al, 1979).

3.2.1 Substrats utilisés par la B-oxydation
La B-oxydation correspond a quatre réactions successive cours desquelles la

chaine carbonée d'un acide gras couplé au coenZymast réduite de deux atomes de
carbone. L’acyl gras-CoA dont la chaine carbonéeéshiite de deux unités, retourne alors
dans un cycle dg-oxydation et est de nouveau réduit de deux ataieesarbone. L’'acide
gras-CoA subit ainsi plusieurs cycles plexydation jusqu’'a sa dégradation compléte en
acétyl-CoA. Ce mécanisme peut étre stoppé en famale plusieurs facteurs mélant les
propriétés physico-chimiques de l'acyl-CoA, la laegr de la chaine carbonée, la présence
d'un alcaneB-substitué ou ayant un carbone quaternaire, laerdration du substrat, la
présence de CoA, d’acétyl-CoA ou le ratio NARADH. Alvarez (2003) suggére que fia
oxydation joue un r6le central chez les Actinomgséfigure 1.4). Une partie des-alcanes
est incorporée aux lipides cellulaires aprés unglation de I'une de ses extrémités sans qu'il
y ait dégradation compléte de I'acyl-CoA. Dans as, ¢a biosynthese des acides glasiovo
est probablement inhibée. Les acides gras produ#esi des intermédiaires clés chez les
Actinomycétes pour la biosynthése de plusieurs aspdipidiqgues leur permettant des
interactions environnementales avec des hydrocasbukinsi, lap-oxydation ne sert pas
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seulement a la voie catabolique des Actinomycetais mwussi a la production de lipides de

fonction et de structure diverses (Alvarez, 2003).
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Figurel.4: Dégradation et assimilation de nombreux hydrdcaes chez les Actinomycetes
(Alvarez, 2003).

Le fonctionnement de I8-oxydation décrit pour les chaines d'alcanes Ineéaiolere des
alcanes qui possedent des branchements méthykegtlides portant sur la dégradation du 2-
méthylhexane paP. aeruginosasont les premiers travaux réalisés sur la dégmadates
alcanes branchés (Thijsse & Van der Linden, 196&).mise en évidences d'acide 2-
meéthylhexanoique et 5-methylhexanoique confirmé&xistence de voies de dégradation
similaires a celles intervenant dans la dégradaliesn-alcanes. Pour cette raison, seule la
dégradation d'alcanes ramifiés particuliers (alsap@lyméthylésp-substitués ou ayant un

carbone quaternaire) est détaillé ci-dessous.

3.2.2 Cas du pristane et phytane : Alcanes polyméth  ylés
Le pristane (2,6,10,14-tétraméthylpentadécane) @t bomologue le phytane

(2,6,10,14-tétraméthylnexadécane) sont présents tk pétroles et dans les sédiments
anciens. Les produits isolés de l'oxydation momoiesle (Nakamiyaet al, 1985),
diterminale (McKenna & Kallio, 1971; Pirnikt al, 1974) et subterminale (Rontagi al,
1986) conduisent au schéma présenté danfglae 1.5 L'acide ou le diacide, apres
activation en acyl-CoA, peut étre dégradé panxydation. Le point important est que la

position 2 de chaque branchement méthyle par rapaox positions successives du

-10 -
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groupement carboxyl-CoA terminal ne bloque pasrtaggession de If-oxydation qui libére

tour a tour du propionyl-CoA et de l'acétyl-CoA.
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Figure 1.5 : Voie métaboliques de dégradation duspane (Vandecasteele, 2005)

3.2.3 Voie du citronellol et alcanes  B-substitués
Les antéiso-alcanes (3-substitués) sont raremsfiésxen raison de la présence d’'un

carbone quaternaire bloguant la voie classiqueadkeoxydation (croix bleue sur lagure

1.6). En effet pour les 3-alkylacyl-CoA, froxydation est bloquée apres I'étape d'hydratation.
Ce probleme se pose aussi pour les terpénoides edenciironellol, le géraniol et le nérol. |l
est ici résolu chez certains micro-organismes @abaxylation du groupement meéthyle
concerné et élimination du groupement carboxymeétfoime.

Cette voie a été initialement découverte par Seubteses collegues chd2zseudomonas
citronellolis capable de dégrader le citronellol (Seubert & FE864) et a été ensuite rapporté
chez d'autre®seudomonag-orster-Frommest al, 2008) Selon Fallet al (1979), les voies
de dégradation du citronellol et des 3-méthylalsasee rejoignent. lls proposent ainsi que la

dégradation d'un 3-méthylalcane se fasse initiatémpar la voie de dégradation des alcanes

-11 -
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(formation d'un acide carboxylique) puis ensuitelpavoie de dégradation du citronellol et se

termine paf-oxydation classique.
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Figure 1.6:Voies métaboliques de dégradation du citronellar f’'seudomonas aeruginosa

et P. citronellolis. (Adapté de Forster-Fromme dt,&2008)

Pseudomonas citronellolist plus récemmenR. aeruginosant été étudiés pour leur capacité
a dégrader les terpénes, en particulier le cittohg@eubert & Fass, 1964 ; Forster-Fromebe
al., 2008). Ces bactéries possedent une enzyme cagdabtEbloquer le cycle de &
oxydation lors de la présence d'un méthyle en mosi. C'est une géranyl CoA
décarboxylase qui permet la formation d'une foncttacétate au niveau du groupement
meéthyle qui bloque normalement faoxydation. Cette réaction permet au substrat e’étr
utilisé par d’autres enzymes spécifiques de laabgiron des terpenes comme l'isohexenyl-

glutaconyl CoA hydratase puis la 3-hydroxy-3-isadmef-glutaryl-CoA acetate lyase. Apres

-12 -
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la formation de l'intermédiaire enoyl CoA (7-métiBhoxo-6-octenoyl-CoA sur ldigure

1.6), le cycle deB-oxydation se poursuit sans encombre.

3.2.4 Alcanes polyméthylés récalcitrants a la biodé  gradation
Du fait du mécanisme particulier de dégradation désanes p-substitués, la

dégradation des alcanes polyméthylés dépend dapacité a attaquer des branchements
meéthyles en position 2. Ainsi, (Schaefédral, 1979) rapportent que la présence de structures
anteisoaux deux extrémités de I'hydrocarbure rend la oubdetotalement récalcitrante alors
que les structuresiso ralentissent l'oxydation par rapport a la molécuieéaire
correspondante. Ces observations basées sur teegeéezoissance sur des isomeres d'octane
disubstitués (diméthyloctanes) et avec des micgasusmes sélectionnés sur octane, ne sont
cependant pas généralisables aux micro-organisrogss ale la voie du citronellol. Par
exemple, des micro-organismes capables de dégrdégerisoalcanes peuvent parfois
s’attaquer a des alcanes substitués. C'est leeddyabbacterium austroafricanutikP 2173,
isolée pour sa capacité a dégrader I'iso-octan&a(BeSerenat al, 2000b) et qui dégrade
totalement de facon similaire les 2,5- et 3,4-tthglpentane (voir § 5.2.2). Cependant, les
isoalcanes possédant des atomes de carbone skdbstiansécutifs, comme le 2,3,4-
triméthylpentane, sont résistants a la biodégradd®olano-Serenet al, 1999).

3.2.5 Dégradation du di-2-éthylhexyl phtalate
La dégradation du di-(2-éthylhexyl) phtalate (DEHi#R}si nomméis (2-ethylhexyl)

phtalate a fait 'objet d’études récentes.tig(2-ethylhexyl) phtalate a une structure qui, une
fois libérée du groupement phtalate, libére dut3déexanol dont la structure est proche du
2-EHN (igure 1.7).

)

bis(2-ethylhexyl) phthalate
Figure 1.7 : Structure du bis-(2-ethylhexyl) phtaia
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Les diesters de phtalate comme le DEHP sont lamgemslisés pour les productions
industrielles de plastiques et bien connus pouseades perturbations endocriniennes (Nalli
et al, 2006). Ce sont des composés récalcitrants quéwsiaulent dans I'environnement, en
l'occurrence dans les eaux usées. Il a été monadagdégradation des diesters de phtalate se
déroule dans I'eau des rivieres et dans les baie®es de station d’épuration. Les micro-
organismes capables d'une telle dégradation appaeit au genre de3orynebacterium
Pseudomonadfkhodococcus Micrococcus spet Gordonia Une estérase catalyse I'hydrolyse
des diesters de phtalate en monoesters correspgoAdenine enzyme d'organisme supérieur
hydrolysant le monoester n'a été identifiee. Enéggln la dégradation d'esters dtbutyl
phtalate a lieu en deux étapes : une estérase fdesienono-esters et une hydrolase forme
'acide phtalique et du 2-ethyhexanol (Nishio&hal, 2006). Récemment, une souche de
Mycobacteriumsp. capable de dégrader les DEHP en acide 1,Z2bedicarboxylique ou
acide phtalique et en 2-ethylhexanol a été isdi&kdmiyaet al, 2005). Ces études mettent
en évidence la facilité de I'hydrolyse du DEHP etdigradation de l'acide phtalique et la
récalcitrance du 2-éthylhexanol, qui s’accumulesdén milieu, dont la structure est trés
proche du 2-EHN. Il en est de méme pour la dégi@dadu bis (2-ethylhexyl) adipate
(BEHA), un autre additif des plastiques, qui aursode sa dégradation pRhodococcus
rhodochrousaccumule du 2-ethylhexanol et de 'acide 2-ethydheique. Nallet al. ont noté
gue l'acide 2-éthylhexanoique accroit la toxiciténdilieu et que ce dernier n’est pas dégradé
(Nalli et al, 2002). Cet exemple illustre le caractere réaaloitde I'entité « 2-éthylhexyl »

lors de la dégradation de ce type d’ester.

4 Systemes enzymatiques de dégradation d’alcanesra  mifiés
Les enzymes mises en ceuvre pour la dégradationodwoses polluants ont été

largement étudiées et recherchées dans les miamismes issus de sols et de sites pollués
(Kloos et al, 2006; Penekt al, 2006). Les études portent surtout sur des oxywgmna
catalysant I'étape initiale de dégradation. Les yermes de lap-oxydation sont tres
redondantes chez les bactéries des sols et preenesharge la dégradation des acides
carboxyligues. Dans le cas du 2-EHN, les enzymé&ngiellement impliquées dans la voie de
dégradation seraient des alcane hydroxylases, d&&rases, des aldéhyde et alcool
déshydrogénases et les enzymes dédaydation. Seules ces catégories d’enzymes seront

considérées ci-dessous.
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4.1 Les alcane-1 monooxygénases (E.C. 1.14.15.3).
Les alcane monooxygénases sont responsables tdgu&atinitiale de I'alcane qui est

converti en son alcool correspondant par le biaisedoxydation du carbone a I'extrémité
terminale ou subterminale. Le systeme enzymatiqdeoltylase catalysant cette réaction est
généralement couplé a un systeme transporteurctliis. En fonction de la longueur de
chaine des alcanes, différents systemes d’enzyom¢snspliqués fableau 1.9.

Les enzymes de type méthane monooxygénase oxyeerdldanes composés de 1 a 10
carbones. Deux formes de cette enzyme ont ététekcria méthane monooxygénase
particulaire (pMMO) et la méthane monooxygénasaitsdel (SMMO). La pMMO est une
enzyme membranaire synthétisée chez la plupatasries méthanotrophes qui fonctionne

avec un centre fer-cuivre ou elle oxyde les alcatee§; a G. Alors que la SMMO est une

enzyme soluble oxydant les alcanes deaGG,. (Ayala & Torres, 2004, Deeth & Dalton,

1998).

Tableau 1.2 Enzymes capables d’oxyder les alcanes (d'apesBeilen & Funhoff, 2005)

Enzyme Composition and cofactors Examples of host organisms Substrate range
Class | P450 (CYP153) P450 oxygenase: P450 herne Sphingomonas sp. HXN-200, CiCia
Ferredoxin: [2Fe—-25] Mycobacterivm sp. HXN-1500,
Ferredoxin reductase: FAD, NADH Acinefobacfer sp. EB104
Class Il P450 {CYP52) Microsomal oxygenase: P450 heme Candida maltosa, Candida frapicalis, CioCia
Reductase: FAD, FMN, NADPH Yarrowia lipolytica
Class |l P450 (CYP2E, CYP4B) Microsomal oxygenase: P450 heme Humans and rabbits CeCio
Reductase: FAD, FMN, NADPH
Integral membrane Membrane hydroxylase: dinuclear iron  Acinefobacter, Alcanivorax, Burkholderia, CgCie
alkane hydroxylase Rubredoxin: iron Mycabacterium, Pseudarnanas,
Rubredoxin reductase: FAD, NADH Rhodococcus
Soluble methane asPaye structure Methylisinus frichasporium QOB3b, Ci—Cio
moNooXygenase Hydroxylase: dinuclear iron Methylococous capsiiatus (Bath)
Reductase: [2Fe-285], FAD, NADH
Regulatory subunit
Particulate methane Putative aspove structurs All known methanotrophs Ci—Cs
MonNooXygenase
Propane monooxygenase Putative aypsys structure Gordonia sp. TY-5 Cyand CygCom
Reductase: NADH
Regulatory subunit
Butane monooxygenase asPaye structure Pseudomonas bufanavora CrCs
Hydroxylase: dinuclear iron ATCC 43655
Reductase: [2Fe-285], FAD, NADH
Regulatory subunit
Engineered P450cam P450 oxygenase: P450 heme Pseudomonas putida ATCG 29607 CxCio
Putidaradoxin: [2Fe-25]
Putidaredoxin reductase: FAD, NADH
Engineered P450BM-3 Single polypeptide: FAD, FMN, NADPH Bacillus megateriuvm ATCC 14581 CxCs
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Les alcanes contenant entre 4 et 16 atomes denearant oxydés soit par une alcane
hydroxylase trans-membranaire a fer non hémiquiymke AlkB (Shanklinet al, 1997), soit
par un cytochrome P450 soluble de type CYP153 (fflirgt al, 2006).

Les alcanes de longueur de chaine supérieurg;asd@t aussi oxydés par des mono-
oxygénases nommeées LadA (Fextal, 2007).

Les alcane hydroxylases catalysent I'hnydroxylaties alcanes linéaires et/ou branchés, des
cyclo-alcanes simples aualkylés. Dans le cadre de la dégradation du 2-Eftiis ne nous
intéresserons qu’aux alcane hydroxylases dégrddardicanes linéaires et/ou branchés de
longueurs de chaine comprises entseel0Gs chez les bactéries. Il s’agit des méthane mono-
oxygénases solubles (sMMO), des hydroxylases merabes de type AIKB et de
cytochromes P450 de la famille des CYP153.

4.1.1 Les méthane monoxygénases solubles sMMO
Les MMO catalysent la conversion du méthane en améth ce qui permet aux

bactéries methanotrophes d’utiliser le méthane cemnique source de carbone et d’énergie.
Les enzymes impliquées dans 'oxygénation du métisamt représentées parfigure 1.8.

Cette réaction est aussi catalysée par des cytoes®450.

R-OH, H.O Reaductasa rad NAD{PH + H*
Monooxygenass @ @
RH, &y Raductass ox MNAD(PY*

Overall reaction: RH + O, + NAD{P)H + H* —* ROH + H,0 + NAD(P}"
Figure 1.8 : Etapes impliquées dans la réaction d’oxydation lpaméthane monooxygénase
soluble (d’aprés Ayala & Torres, 2004).
A la différence des pMMO, la SMMO est une enzymkhilde, induite lors de carences en
cuivre et qui n’est pas présente chez tous lesanétlophes. Les méthane monooxygénases
solubles les plus étudiées sont cellesvidthylosinus trichosporiur®B3b etMethylococcus
capsulatus Ce sont des méthane monooxygénases a trois camtpescomprenant une
hydroxylase a fer binucléaire (MMOH) de 245 kDaguNADH oxidoréductase a FAD
contenant un cluster fer-soufre (MMOR) de 40 kDaie¢ petite sous unité de régulation,
indispensable au fonctionnement de I'enzyme (MM@B)16 kDa représentée en vert sur la
figure 1.9 illustrant le cycle catalytique des sMMO (Kopp &ppard, 2002) (Hamamuret
al., 1999).
L’oxygénation du méthane n’a lieu qu’'en présencdadprotéine de régulation MMOB. Le
cycle catalytique commence par la fixation et Reation de I'Q par I'enzyme réduite

MMOHq De ce fait, des intermédiaires tres reactifs sfmrmeés (MMOHperoxo €t
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MMOH peroxg, qui conduisent a I'’hydroxylation du méthane aisdant les atomes de fer de
'enzyme sous forme ferrique. La réductase MMOHs&tialors deux électrons provenant de
I'oxydation du NADH pour réduire la MMOH oxydéelsucler le cycle catalytique (Kopp &
Lippard, 2002).

La croissance sur les alcanes gazeux d& G est aussi attribuée a des bactéries appartenant
aux genresCorynebacterium-Nocardia-Mycobacterium-Rhodococfshraf et al, 1994).
Hamamuraet al. ont montré que malgré les points communs exisenite la butane
monooxygéenase dilycobacterium vaccadOB5 et celle déseudomonas butanovorkes
enzymes ne sont pas sensibles aux méme inhibiegung fonctionnent pas de la méme
maniére. Par exempld?. butanovorapeut oxyder I'éthene uniquement en présence de
peroxyde d’hydrogéne, mais son rendement est fs@smoindre que celui d’'une sMMO de
Methylosinus trichosporiun©B3b (Dubbelset al, 2007). D’autre part, certaines bactéries
sont équipées de plusieurs alcane monooxygenasest I€ cas deNocaroidessp. CF8
pouvant produire deux enzymes durant [|'oxydations dalcanes: une méthane
monooxygénase a cuivre (pMMO) et une alcane hydaseymembranaire a fer binucléaire
de type AIKB. (Hamamurat al, 2001).

H
p"o T
Felll Fell

N

CH4OH

Fell © “Fel

MMOH ey
CH, + Oy + NADH + H* —= CHOH + HoO + NAD+

Figure 1.9: Cycle catalytique de la méthane monooxygénaep{i& Lippard, 2002).
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4.1.2 Les hydroxylases de type AlkB (E.C 1.14.15.3)
4.1.2.1 Propriétés générales

L'équipe de Coon (Petersah al, 1967) a caractérisé le systeme alcane hydroxylase
de P. oleovoransrenommeé par la suite d& putida(van Beilenet al, 1992a; van Beileet
al., 1994; van Beileret al, 2001). Il est constitué de trois protéines : bhgdroxylase a fer
non hémique nommeée AlkB, une rubrédoxine contenardtome de fer et une rubrédoxine
réductase. Ces deux derniéres protéines agissd¢ahieque transporteurs d’électrons entre le
NADH et I'hydroxylase comme indiqué surfigure 1.10. L’hydroxylase est une protéine de
masse moléculaire comprise entre 44 et 50 kDa. &dfe présente dans la membrane
cytoplasmique, et son activité nécessite la présee phospholipides et de fer. La
rubrédoxine est une protéine qui contient un cemtté constitué d’'un atome de fer lié aux
atomes de soufre de quatre résidus cystéine etafdrainsi une structure tétrahédrique. La
rubrédoxine réductase est classée dans les flagapes utilisant le Flavine Adenine
Dinucléotide (FAD) comme co-facteur (van Beiletnal, 1994).

O,
R-CH,4 S Rubrédoxine Réductase-FAD NADH + H*
2+
Hydroxylase Fe I
A=Cha0 N Hubredoxme Réductase-FADH, NAD*
H,0 )

Figure 1.10: Chaine de transfert d'électrons des systemesiaiRylases a fer non hémique.

4.1.2.2 Diversité des génealkB d’origine bactérienne
Plus d’'une centaine de géenalkB de type alcane-1 monoxygénase sont répertoriés

dans les bases de données. Les séquences desal@lesmologues peuvent présenter des
divergences importantes, avec des taux d'identtédé@passant pas parfois 40 % (Heiss-
Blanquetet al, 2005). Certaines variations reflétent des difiées de spécificité vis-a-vis du
substrat, en fonction de la longueur de chaine alesnes. La présence de trois a cing
homologues divergents ddkB dans plusieurs souches B&iodococcusaccroit la gamme
d’alcanes (& C;6) dégradeés par ces souches (van Beslead, 2002Db).

Les genes d’alcane hydroxylases de micro-organigpn@sents sur un site pollué par des
hydrocarbures ont été recherchés et partiellen@niencées. Un arbre phylogénétique a pu
étre ainsi réalisé sur la base des séquencesllgartites génealkB codant pour l'alcane
hydroxylase figure 1.11). Cet arbre montre que la divergence des séquelesegenealkB
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n’'est pas corrélée a celle qui a été établie mespeces bactériennes en se basant sur les

séquences des ARNr 16S. van Beitgral. (2003) ont souligné que cette observation résulte

probablement de transferts horizontaux des gexleB parmi les souches bactériennes

appartenant au méme genre bactérien.

B. cepacia ATCC25416
B. cepacia RR10

P. fluorescens CHAQ
P. fluorescens DSM50106

P. aeruginosa PAO-1 alkB 2

Pseudomonas sp . A4

P. aeruginosa PAO-1 alkB 1

Pseudomonas sp . Al

P. aeruginosa PG201

groupe
Pseudomonas 2

R. erythropolis 35-O
R. erythropolis .
B16531 alkB 1 R. erythropolis 23-D/3

groupe
Prauserella rugosa B2295 Rhodococcus 1
Nocardioides sp . CF8

R. erythropolis  23-D/1

Rhodococcus sp.
1BN R. erythropolis B16531 alkB 2

R. erythropolis  42-O

Unid. bact:

HXN1000 .
R. erythropolis  50-V

M. tuberculosis Rv3252c

Unidentified bact. HXN600
O. messinensis ME102

Thalassolituus oleivorans MIL-1

A. borkumensis AP1

P. putida GPol

groupe
Pseudomonas 1

Pseudomonas sp. 7/156

P. putida P1 P. aureofaciens RWTH529

Figure 1.11: Arbre phylogénétique des séquences partiellescahe hydroxylases (AlkB)
connues et obtenues a partir d’'un sol contaminé ges hydrocarbures. Adapté de Heiss et

al. (2005).

4.1.2.3 Organisation génétique des geneskB

Dans la plupart des bactéries étudiées, les geaeedédradation des alcanes sont

dispersés dans I'ensemble du génome. Les alcarmexyases de type AIkB sont présentes

aussi bien chez des bactéries a Gram négatif dre gseudomonasu Acinetobacterque

chez les bactéries a gram positif du gérinedoccocusu Mycobacteriumll en existe parfois

plusieurs copies comme le montrditure 1.12
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500 1000 1&'100 . 2t‘.|00 2500 SqOD 35]00 4900 . 45|.DD ECIF.'IO 5500 6000

R. erythropolis NRRL B-16531

akBi rubA1 rubA2 alklt sec

cationic transporter {ing.}, alkB2 bA hA4_alkt2 (ipc.)
[ i o S
sacfinnf alkB3

akB4 glutarmyl IRNA synthotase

— S ba

Rhodococcus sp. strain Q15

alkU1 2.9kb

cationic transporter (inc.)

M. tuberculosis HITRv
cationic ransporter alkB2 rubA3rubAd  alkU2
| i S

P. putida GPo1

alkF  alkG

Acinetobacter sp. strain ADP-1

Acinetobacter sp. strain M-1
alkRa L

ff
g ol

alkRb

Mycobacterium vabaalenii PYR-1

transcription factor WhiR

Figure 1.12 : Exemples d’organisation de gene alkez des bactéries dégradant les

alcanes. Adapté de (Whyte et al., 2002).

En noir sont représentés les génes alkB, en ges s rubrédoxines, en gris foncé les
rubrédoxine réductases, en rayures horizontalesleshydrogénases et en rayeé les génes de
régulation.

Dans un certain nombre de cas, les génes de laduakine et de I'hydroxylase sont séparés,
sauf pour le systeme d’oxydation des alcaneB.deutidaGPol découvert par van Beileh
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al. (2001). Dans cette configuration, toutes les [megenécessaires a I'oxydation de I'alcane
jusqu'aux dérivés acyl-CoA correspondant sont cedeésr I'opéronalkBFGHJKL (figure
1.13.

I T T T T 1T T T 1T T 1T 1T 11 I I | | [Outer
HEEEEEEEEEEE |[’°‘""-]| | | | [membrane
Transport ? ﬁ Periplasm
AI/_\ ? I( Cytoplasmic
i I — membrane

AlKB
% NN s>
" OH 0= Chemotactism ?

@ Metabolic @
pathway

g

0 Cytoplasm
VWYSCOA
/ o
B-oxidation @
+ Regulation +
akBpakB F G H J K L  akN alkT alkS alkSp

Figure 1.13: Voie de dégradation des alcanes chez P. putigalG rdle et localisation
cellulaire des protéines impliquées. Adapté deBaiten et al. (2001).

L’opéron contient outre le géne codant pour un@rachydroxylase membranaire (AlkB),
deux génes codant pour des rubrédoxines (AlIkF keGAl(Petersoret al, 1967; Peterson &
Coon, 1968; van Beilest al, 2002a), une aldéhyde déshydrogénase (AlkH) etpuotgine
impliquée dans le transport des substrats (Alkles géneslkS et alkT, situés sur un locus
séparé sur le plasmide OCT de cette souche coegmtctivement une protéine de régulation
nécessaire a l'activation de l'expression de lompétk (van Beilenet al, 1994) et une
rubrédoxine réductase (Eggimk al, 1990; Ueda & Coon, 1972). L'ensemble des gafies
est flanqué de deux séquences d’insertion caratitgre d’un transposon de classe 1 (van
Beilenet al, 1994; van Beilert al, 2001).

4.1.2.4 Spécificité
Bien que la structure tridimentionnelle de la piréne soit pas connue, il est

probable que I'alcane hydroxylase de type AlkBsait hélices transmembranaires. Celles-ci
sont arrangeées par paires reliées entre ellesdm/geés courtes boucles du coté périplasmique

(figure 1.14). L'enzyme possede une poche hydrophobe danslladaesubstrat accede au
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site catalytique. Ce dernier a deux atomes deiderd des résidus histidine localisés dans
guatre séquences trés conservées. Les motifs ihéstgk situent au sein des domaines
hydrophiles cytoplasmiques de I'enzyme (van Bei¢ral, 2005b). Les séquences sont les
suivantes : A . HizgEXXHK43. B EigHXXGHH173; C: NogoYXEHYGy75 et D :
L30dQRHXDHHA317. Elles sont visibles sur lagure 1.14. Les motifs A, B et C ont été
trouvés dans les séquences partielles des alcamroxylases de Mycobacterium
austroafricanumlFP 2012, IFP 2015 et IFP 2173, Blgcobacteriumsp. IFP 2009 et di!.
vaccae JOB5 (Lopes Ferreir@t al, 2007), deAcinetobactersp. ADP-1 et M-1, deM.
tuberculosisH37Rv, deRhodoccocusp. Q15 eR. erythropolisNRRL B-16531 (Whyteet

al., 2002)et dd’>seudomonas putidapol (van Beilen & Funhoff, 2005).

Alcane hydroxylase se liant aux Alcane hydroxylase W55S se
alcanes de £a G liant aux alcanes des@ G

Figure 1.14 : Modele montrant le substrat dans ligescatalytique de l'alcane hydroxylase

de P. putida Gpol w.t. (W55-AIkB) ou du mutant W5&5-AlkB). Selon (Rojo, 2005)et
adapté de (van Beilen & Funhoff, 2005).

Les hélices transmembranaires de l'alcane hydr@eylsont représentées par des cylindres,
les histidines 1) se liant aux atomes de fefd). Les lettres A, B, C et D représentent les
motifs histidine conserveés.

Les tentatives pour déterminer la structure spatlal I'alcane hydroxylase membranaire étant
pour l'instant encore infructueuses, la spécifidié alcane hydroxylases pour des alcanes de
différentes longueurs (van Beilet al, 2005b) a été étudiée en paralléle chez des ¥sutikn

P. putidaGpol et déA. borkumensi®\P1 obtenus par mutagénese dirigée. L'étude anéont
gue le changement d'un seul acide aminé dans leeség peptidique de I'alcane hydroxylase,
W55 ou W58, respectivement, par un acide aminécdfabrement moindre, la sérine ou la

cystéine, rendrait I'enzyme capable d’oxyder desaras plus longs non oxydés par les
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enzymes sauvages. Sur cette base, ces auteurs@nbpo modéle moléculaire d’insertion de
l'alcane dans le site actif de I'alcane hydroxytiese. putidaGpol {igure 1.14).

Si les données expérimentales sur l'alcane hydaseylde type AIkB a fer non
hémique sont tres nombreuses, ce n'est pas leecéaahne-1 monooxygénase a fer hémique
de type CYP153 dont la fonction n’a été décriteacuartir de 2005.

4.1.3 Les monooxygénases de type cytochromes P450
Les monooxygénases a P450 sont des enzymes tth€estulu fait de leur présence

ubiquitaire dans les organismes et de leur fréguémplication dans la dégradation des
composés xénobiotiques. La nature hémique deshoyimes P450 a été établie en 1964 par
Omura et Sato. La fonction enzymatique du cytocler&®#a50 et son role dans le métabolisme
des composés xénobiotiques et dans I'hydroxylates stéroides a ensuite été montre
(Denison & Whitlock, 1995).

4.1.3.1 Classification des cytochromes P450 :
Les cytochromes P450 sont présents chez les etesrsiopérieurs mais aussi chez les

levures et les bactéries. Une nomenclature des B4&@ établie (Nelson, 2003). Il existe
plusieurs familles de P450, nommées CYP ou Cyp tzheauris uniquement. En fonction du
regne animal, les numérotations des familles deOPetiangent. Chez les bactéries, la
nomenclature a nommé les cytochromes P450 de CYRIDYP281 (Nelson, 2003). Pour
classer des P450 dans une méme famille protéibiaeitique les protéines aient au minimum
40 % d’identité de séquence (Nebert & Nelson, 1991)

Ces enzymes sont divisées en trois classes selomtele d’action catalytique :

a) Les cytochromes P450 de classecarrespondent aux enzymes mitochondriales et

bactériennes, qui sont solubles. Ce sont des compleomposés de trois protéines : une
ferrédoxine réductase contenant un coenzyme flgnan(FAD), une petite protéine contenant
un centre fer-soufre (la ferrédoxine) et le cytoche P450. La chaine de transfert des
électrons du NAD(P)H au P450 est décrite darfigglae 1.15 Dans de nombreux systemes
bactériens, les génes codant pour le cytochrom®,Rd3errédoxine et la protéine réductase
sont regroupés en opeéron, généralement inductitdee(sonet al, 1990; Petersort al,
1992); (Chauvauwet al, 2001; Nagyet al, 1995). Ce type de cytochrome est peu spécifique
et peut catalyser I'oxydation de nombreux composés.

b) Les cytochromes de classedui incluent les enzymes microsomiales et menairas. lls

comprennent seulement deux protéines, une réductagenant deux coenzymes (FAD et
FMN) et le cytochrome P450. Le transfert des ébetrest décrit par feggure 1.15
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O,
R—CH Ferrédoxine Classe |
= Réductase-FAD NADH + H*
8 T (red) "
Cytochrome P450
R-CH,0H <= Ferrédoxine Réductase-FADH, NAD™
(0x)
H50
O,
Classe I

R-CHj o Flavoréductase NADH + H*
Cytochrome P450 (red) x
sl 2 N Flavoréductase NAD*
(0x)
H-0
Figure 1.15 : Les monooxygénases a cytochrome PA&8 chaines de transfert d’électron.
Classification selon Munro & Lindsay (1996).
c) Un cytochrome P450 de classe MYP102, a été isolé ch&acillus megateriunfP450

BM-3). Cette enzyme soluble de 119 kDa interviemmsile métabolisme des acides gras a

longue chaine et est intermédiaire entre les dalsstll. Ce cytochrome ne nécessite que la
présence de NADPH pour oxyder les acides gras (Naffulco, 1987). Il est composé de
deux domaines : un polypeptide de 66 kDa contdearteux coenzymes flaviniques (FAD et
FMN) et un polypeptide de 55 kDa correspondant woaohrome P450 (Narhi & Fulco,
1987). Ces deux domaines présentent plus de sidabt avec la réductase et le cytochrome

P450 a deux composantes (type Il) qu’avec les systdactériens (type I).

4.1.3.2 Réactions catalysées
Les cytochromes P450 sont des protéines possédamnire « héme-thiolate ». C’est

une classe de protéine a fer hémique dont le aéngeiiligand est un groupement thiol
(généralement celui d’'un résidu cystéine).
La réaction catalysée par les P450 mono-oxygérsdénsertion d’'un atome d’oxygéne dans
le substrat alors que I'autre atome d’oxygéne éditiit en eau.

RH+Q+2H +2¢6—-=ROH+HO

La plupart des réactions catalysées suivent leeaatalytique présenté parfigure 1.16.
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Figure 1.16: Le cycle catalytique par le systéme cytochrord&OP D’aprés Munro et
Lindsay (1996).

Un mécanisme général de l'activité catalytigue dgschromes P450 a été proposé
par (Guengerich & MacDonald, 1990). Le cytochron#@am dePseudomonas putida
largement servi de modeéle pour ces études. Au arice mécanisme catalytique, I'oxygéne
moléculaire est clivé et le substrat est oxyfdgifel.16). La premiére étape de ce mécanisme
réactionnel est la fixation du substrat. Lors diéecétape, qui est supposée rapide, le spin de
'atome de fer est souvent modifié. L'atome deifiialement sous la forme ferriqup dans
un état bas spin hexacoordonné est converti ematatspin pentacoordonné représenté par le
complexe [[) . Lors de la fixation du substrat le changementat’ée spin s’accompagne
d’'une modification du spectre d’absorption. Dan® weconde étape, le fer est réduit par
l'arrivée d’'un électron de la protéine réductasedeula ferrédoxine. Le fer ferreux passe a
I'état haut spin, représenté par le compldi& (Au cours de la troisieme étape, un complexe

(IV), instable [FEO,], est formé par la fixation de I'oxygéne moléctdasur I'ion ferreux.
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Lors des derniéres étapes, un second électromaesiféré au complexe cytochrome P450-
[Fe'O,] ce qui régénére les intermédiair®$)(peroxo [Fe@ " et (VIl) oxyferrique [F&'=0].

La liaison de I'oxygeéne moléculaire est ensuite pam libérant une molécule d’eau et un
intermédiaire réactif. Le substrat est alors oxygé@t libéré. Le cytochrome P450 est
disponible pour un nouveau cycle.

Les cytochromes P450 sont capables de catalydératifes réactions d’oxydation sur
un grand nombre de substrats gu'il serait trop ldeglétailler dans cette étude. Pour illustrer
certaines de ces réactions un exemple des difEsegaactions catalysées chtizodoccocus,
une bactérie capable de dégrader un grand nombecerdposés organiques, est présenté ci

dessousfigure 1.17) :
Hydloxylations

Epoxydat|on >D
J
Dloxygenat|on I \ J/

Sulfoxidation o
fé e é\ —_— g
R E R0 F R” 0

Figure 1.17: Réactions catalysées par les cytochromes P45Rhdelococcus facilitant sa
croissance et la dégradation d’un large spectrgpduants. (Larkin et al., 2005).

A : Réaction d’époxydation d’'oléfines et de cyclesnaatiques. Les époxydes des composés
aromatiques peuvent subir un réarrangement pooneioun phénol ou un trans-diol.

B : Réaction decis-dihydroxylation. Au cours de cette réaction, 2nas d’oxygene sont
incorporés au substrat. La réduction de I'oxygéméénulaire nécessite 4 électrons dont deux
sont fournis par le substrat et les deux autredgoBFADH. C’est une réaction qui est aussi
catalysée par les dioxygénases, comme la naphtdiemggénase. Cette derniere est une
enzyme a 3 composantes comprenant une NADH oxydotase a cofacteur flavinique, une
ferrédoxine a cluster [2Fe-2S] et une composanygénase terminale avec un cluster [2Fe-
2S] de Rieske et un centre a fer mononucléaires@ueet al, 2004).

C : Réaction d’hydroxylation subterminale, c’est ugaation aussi catalysée par la propane
monooxygenase deordoniasp. TY-5 et dd’seudonocardiap. TY-7 (Kotaniet al, 2006).

D : Réaction hydroxylation terminale. La plupart désames hydroxylases catalysent cette
réaction. C’est en 2001 gu’'a été mis en évidenceMzder et al une nouvelle famille de
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cytochrome P450 catalysant uniqguement I'hydroxgtatd’alcane linéaire. Il s’agit d’un
cytochrome P450 de la famille des CYP153dmetobactesp. EB104 (Maieet al, 2001).

E et F : Réaction de sulfoxidation de thiol en sulfoxidedes sulfoxides en sulfones.

Parmi ces réactions, nous nous intéresserons aoxhcgmes P450 qui sont capables de

dégrader des alcanes linéaires ou branchés dedonda chaine comprise entrgef Gg.

4.1.3.3 Les cytochromes P450 de la famille des CYP153
Les cytochromes P450 catalysent I'oxygénation djtand nombre de composés aussi

bien naturels que procarcinogenes, mutagenes @biatigques. A la différence des P450
eucaryotes, les P450 procaryotes sont solublastkk montré par Aspergetral.en 1981 que
Acinetobacterétait capable d'utiliser I'hexadécane comme unigogrce de carbone grace a
un cytochrome P450 fonctionnant comme une alcamgolylase (Aspergeet al, 1981).
Chez les eucaroytes, les cytochromes P450 ayanfomeéon d’alcane-1 mono-oxygénase
sont appelés CYP4A. Dans les bases de donnéeasivedent procaryote est nommeé AIkB, or
il s’agit de l'alcane hydroxylase membranaire arfen hémique (8 4.1.2). Les cytochromes
P450 catalysant une réaction d’hydroxylation d’'akdinéaire chez les bactéries ont été
nommés CYP153 (Maiest al, 2001). Il s’agit peut étre d’une allusion a lanmenclature de
l'enzyme : E.C.1.14.15.3.

4.1.3.3.1Fonction des CYP153
Les cytochromes P450 de la famille des CYP153 desitcytochromes de classe | car

ils utilisent une ferrédoxine et une ferrédoxindugase pour fonctionner (van Beilehal,
2006). De plus, ce type de cytochrome P450 estkolies cytochromes P450 CYP153
hydroxylent préférentiellement les alcanes linaides chaine moyenne avec une forte
sélectivité sur les régionsterminales. Les CYP153 peuvent aussi hydroxylerrdakcanes
de longue chaine et les alcanes cycliques. L’hydabion est uniquement termindlevivo. Il

a été montré quia vitro, le CYP153A6 peut former du 2-alcanol en faiblegartion (< 5 %)
(Funhoffet al, 2006).

L’hydroxylation d’'un alcane de chaine moyenne sem@ire la fonction principale des
CYP153. Funhofkt al. (2006) ont testé l'activité de onze CYP153. list’avéré que certains
cytochromes P450 (5/11) sont aussi capables dedab réactions d’époxydation, en plus des
réactions d’hydroxylation. Les réactions sont pnéSes par léigure 1.18
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Figure 1.18: Réactions catalysées par des CYP153 d’aprés Beillen & Funhoff, 2007)

Le CYP153A6 deMycobacteriumsp. XHN1500 utilise préférentiellement I'octantgra que

le CYP153A7 deSphingomonasp. préfere oxyder I'octéne. Le CYP153A6 est séilpour
convertir des alcanes en alcanols ou bien encdimdémene en alcool périllylique, un agent
anticancéreux (van Beilept al, 2005a). Le CYP153A7 est utilisé pour hydroxylesd
pyrrolidines, pyrrolidones, pipéridine et azétidingubstituées qui sont des intermédiaires

d’intérét pour l'industrie pharmaceutique.

4.1.3.3.2Présence et redondance dans les génomes bactériens
Une analyse des homologies de séquence peptidigueivaau du site actif du

CYP153 est représentée suffipure 1.19. La région comparée est comprise entre le site de
fixation du substrat proche de I'hélice | et lasénce terminale de fixation de I’'héme par la
cystéine en position axiale. (Voir § suivant paustructure).

La plupart des séquences analysées correspondens@us-famille des CYP153A. Cing
autres CYP153 appartiennent aux sous-familles GulE. La séquence la plus éloignée est
celle deNovosphingobium aromaticivora®YP153C1 qui a entre 38 et 43% d’identité avec
les autres séquences de CYP153.

4.1.3.3.3Structure
Puisque les tentatives de cristallisation du CYPIB® été infructueuses, une

modélisation de la structure a été realisée pahéifiet al. (2006) tigure 1.20). Le modéle
obtenu révele que le site actif du CYP153 a uneradtydrophobe, ce qui est le cas d’autres
CYPs. C’est aussi ce gu’avait supposé Maier en 200@bservant la nature hydrophobe des
acides aminés composant la premiere hélicgu cytochrome P450 dacinetobactersp.
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EB104. Dans ce cas, la réaction catalysée prerm glans une poche catalytique de nature

hydrophobe. Ce qui facilite le passage du substrat.

01 Acinetobacter sp. EB104 - CYP153A1 (+)
_ —— A. borkumensis AP1 - CYPI33A12(-)
‘|1' A. borkumensis AP1 - CYP153A13 (+)

A. borkumensis SK2 - CYP153A13a
A borkumensis 8K2 - CYP153A13b
R. opacus T89 - AJ843243
Gordonia sp. TE1C - AJ833999
M. paraffinicum ATCC 12670 - AJ§34000
M. marinum M - CYP153A14 (+)
R.erythropolis NRRL B-16531 1 - AJ833997
R.erythropolis NRRL B-16531 2 - AJ833998
R. erythropolis HXN2000 - AJ833996
H. neprunium ATCC15444 - CYP133A15
C.crescemus CB15 - CYP153A2
Sphingomonas sp. HXN200 - CYPI53A7 (+)
B. japonicum USDA110 - CYPL53A3 I
B. japonicum USDA110 - CYP153A4
R. palustris CGAQQ9 - CYP153A5 (-)
| — Mvyecobacterium sp. HXN1500 - CYP153A6 (+)
M. rhodesiae HXN100 - AJ833089
M. peregrinum HXNG60D - AJR3399]
M. septicem HXINS00 - AJB33990
M. abscessus HXN1200 - AJ833993
M. septicum HXNI1900 - AJE33995
— M. abscessus HKN1000 - AJ833992
Oleomonas sp. HXN 1400 - AJ833904
— _|: Sphingomonas sp. HXN200 - CYP153A8 (-)
L Sphingomonas sp. HXN200 - CYP153A11 (+)
— B fungorum LB400 - CYP153A10
B japonicum USDA110 - CYP153A9 _ |
E._chrysanthemi 3937 - CYP153E1 ]
_|: Sphingomonas sp. HXN200 - CYP133D2 (+)
Sphingomonas sp. HXN200 - CYP153D3 (-) II
N. aromaticiverans Saro_178 - CYP153D1
N.aromaticivorans Saro_178 - CYP153C1
C. crescentus CB15 - CYPI91A]
Pseudomonas sp. CYP10BA1 P450terp
P. putida PpG777 - CYP111A1 P450lin 111
8. solfataricus ATCC35091 - CYP119
P.putida ATCC17453 - CYP101 P450cam |

Figure 1.19: Arbre phylogénique des P450 de type CYP153 asél'alignement de
séquences partielles (région de fixation de I’herfugn Beilen et al., 2006)
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Mint |

Figure 1.20: Modele de la structure du CYP153A6 selon Funéiodfi. 2006.
A gauche, la structure du CYP153A6 modéliséededide en rouge le undécane coordonné a
’héme (en vert).

Pour le CYP153A6 de la souche Mgcobacteriumsp. XHN1500 (illustré par lagure 1.20)

les résidus composant le site actif sont les stsvailet101, 1le103 et Met106. Ces résidus
sont localisés, en partie, a proximité d’autresleeiaminés hydrophobes : Leu252, Val255,
Gly256, Gly257 et Thr260 dans I'hélice centraletlide Leu303, Phe407, Val408. Des
analyses in silico d’amarrage d’alcanes gra@ ont montré que dans plus de 90 % des cas,
les molécules se présentaient de la méme maniésigeaactif. Le carbone terminal est proche
de l'ion ferreux de I'héme (4,5 A) et I'alcane aeuconformation coudée le long de I'hélice |,
ceci, en raison de la présence de la Phe407. Silceses de longueur de chaine supérieure a
10 carbones ou inférieure & 5 carbones sont pé&sent site catalytique, seule une partie

(jusqu’a 50%) peut s’y fixer.

4.1.4 CYP153 ou AlkB ? : L'’exemple de Alcanivorax borkumensis SK2
Il existe deux types d’alcane hydroxylases implegiédans I'étape initiale de

dégradation d’alcanes de chaine moyenne, I'AlkBeeCYP153. Certaines bactéries sont
équipées des deux catégories d’enzymes, coRimeococcus erythropolui a quatre AlkB

et trois CYP153 (Whytet al, 2002)ouAlcanivorax borkumensiSK2 qui a deux AlkB et
deux CYP153.A. borkumensisest une bactérie marine qui utilise exclusivemesg |
hydrocarbures comme sources de carbone. Son gémeémeséquence recemment et il s'avere
gue ce dernier a plusieurs systemes enzymatiqudgégtadation des-alcanesfigure 1.21)
(Schneikeret al, 2006).
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L’'opéron alkSB1GHJde A. borkumensiSK2 a prés de 80 % de similitude de séquences
protéigues avec l'opéroalkBFGHJKL de P. putidaGPol (Koket al, 1989a) (Vahaojat
al., 2005; van Beileret al, 2001; van Beileret al, 2002b; van Beileret al, 2003) a
I'exception de lalkS codant pour un activateur de transcription de typeR et de la sous
famille des MalT qui n’a que 48 % d’identité de sénce. L’AIkB1 deA. borkumensiSK2
oxyde les alcanes des@ Gg. L'alkBl est induit en présence d’alcanes lors de la ptase
croissance exponentielle de la bactérie et nonderta phase stationnaire (Sabirataal,
2006b; van Beileret al, 2004). Les autres genes reliés a la dégradageraltanes comme
alkK (une rubrédoxine)alkL (une protéine de transport membranairedllelN (une protéine
potentiellement impliquée dans le chimiotactismelt onoins de similitudes avec les
orthologues d®. putidaGpol. En outre, il n'y a pas d’équivalent powlkF codant pour la
rubrédoxine 1 deP.putida Gpol. Cependant, deux genesA et rubB codant pour la
rubrédoxine et la rubrédoxine réductase ne sont dzass |'opéronalkSB1GHJde A.

borkumensi$SK2 mais dans une autre région du génome de laract

moef moaB-1 P450 {E.:I

T——]
I!SS P4E0 (b
v é FAD-dlpendent

arsC fix P450 (o) aicje | omidoreductase

] - el —

alkcs akB1  akG  alkH alky  A0MP ek

< ) =) Em—pT——— > .

gntR  alkB2 Hypothatical

e

iy B ruebA
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Figure 1.21 : Déterminants génétiques impliqués daia dégradation des alcanes chez A.
borkumensis SK2 (Schneiker et al., 2006)

Un second systéme enzymatique fonctionnant avealgaee hydroxylase a été découvert, il
s’agit de lalkB2 sous le contréle d’'un répresseur de transcripBotR. L’AlkB2 oxyde des
alcanes de chaine moyenne, d&a@s (Smitset al, 2002; van Beileret al, 2004). LalkB2,

tout comme lAIkB1, est induit en présence d’alcanes dedGCg (van Beilenet al, 2004). I

est intéressant de noter que les systéemes de demeadcanes hydroxylases sont proches de
I'origine de réplication du chromosome AeborkumensiSK2 ce qui permet a cette derniere
de croitre rapidement sur alcanes.

A. borkumensisSK2 pousse aussi en présence d’isoterpénoides.nibéa le temps de
génération de la bactérie est deux fois plus lamgpsistane (0.106 + 0.016h que sur
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hexadécane (0.11% 0.03 h') utilisé comme seule source de carbone et d’éadNjartins
dos Santoset al, 2008).

Les génes dlkB1 et dalkB2 ne sont pas exprimés en présence de terpénoiéss.u@ autre
systeme de dégradation des alcanes qui entre ercgéui des monooxygénases de type
cytochromes P450. Les cytochromes P450 (b) etdu) des paraloguediqure 1.21), le
cytochrome P450 (a) est en opéron avec une ferideldidx), une alcool déshydrogénase
(alkJ?2), une oxydoréductase FAD dépendante et un régulade transcription AraC
(Schneikeret al, 2006). Des analyses protéomiques ont montré&ajtes ces enzymes qui
sont sous le contréle de ce cluster de génes swex@imées lors de la croissance Ale
borkumensisSK2 sur octadecane (Sabirogtal, 2006a). Des analyses de PCR quantitative
ont montré que les P450 (b et c) sont expriméssait en présence d’alcanes, ce qui n'est
pas le cas du P450 (a) dont 'expression est d¢atigd (Martins dos Santat al, 2008). Une
analyse de séquence des P450 paralogues et toutndiets en présence d’alcane a montré
gu’ils sont tres proches du cytochrome P450 de étolmacter sp. Eb104 qui catalyse
I'oxydation terminale des alcanes (Magtral, 2001). Il s’agit donc de CYP153.

D’aprés ces éléments de génomes, une reconstitttigmatique de dégradation des alcanes

est représentée parflgure 1.22

Alkana
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VEEREREL

PG A — —
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Figure 1.22 : Reconstitution des voies de dégradatputatives des alcanes chez A.
borkumensis SK2. (Schneiker et al., 2006)

Afin de dégrader les alcanes, les bactéries utiliseit une alcane hydroxylase de type
AlkB soit un cytochrome P450 de type CYP153 sait deux. A I'exception de I'étude du
génome deéA. borkumensisles cibles spécifiques de ces enzymes ne sordgiaslées dans

la littérature. Cette étude réalisée par I'équipeGblyshin P.N. est la premiere a montrer
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'existence de deux types d’alcane mono-oxygénase,a fer hémique et 'autre non chez
une bactérie. Parmi les génomes de bactéries réepms&quencées, comme celui de
Mycobacterium vanbaalenPYR-1, M. gilvum PYR-GCK, les deux systemes ne sont pas
présents. Ces bactéries sont en général équipgesydies de type AIKB.

Ces enzymes, catalysant |'étape initiale de détoedales alcanes, sont généralement
présentes chez les bactéries capables d'utiliséypee se substrat comme unique source de
carbone et d’énergie. C’est la raison pour laquedie bactéries sont aussi bien équipées en
oxydoréductases qui prennent ensuite le relaisédgadation des alcools pour s’en servir

pour leur croissance ou pour participer a la sysgtdes lipides cellulaires.

4.2 Les oxidoréductases (E.C. 1).
Les oxydoréductases, ou enzymes redox, sont uneriampe classe d'enzymes

naturelles, représentant pres du quart des enzgomeaies. Elles catalysent des réductions et
oxydations chimiques et interviennent dans la dfgifan ou la synthése de nombreuses
substances biochimiques.

Le nom commun est « déshydrogénase ». Comme diternaéductase accepteur” peut étre
employé. Le nom "oxydase" est employé seulemeliDsiest I'accepteur d’électrons. La
classification est difficile dans certains cas, rmson du manque de spécificité envers
I'accepteur.

4.2.1 Les alcool déshydrogénases (E.C. 1.1.)
Les alcool déshydrogénases (ADHs) appartiennerd aolis-classe E.C. 1.1 des

oxydoréductases oxydant des alcools primaires nsled@s et des hémi-acétals en aldéhyles
ou en cétones. Les ADHs sont impliqguées dans des wiétaboliques nombreuses et peuvent
oxyder des alcools primaires ou secondaires, anehaiéaire ou branchée, aliphatiques ou
aromatiques (MacKintosh & Fewson, 1987). Les mioggaaismes possédent généralement
plusieurs ADHs et leurs réles physiologiques resfgesont alors difficiles a connaitre
précisément.
Les ADHs utilisent différents accepteurs d’élece@omme le NAD(P) la pyrrolo quinoline
quinone (PQQ), un groupement hémique en associatiea la PQQ, le cofacteuigou le
FAD.
Les ADHSs peuvent étre divisées en trois categon@gures (Reid & Fewson, 1994) :

1. Les alcool déshydrogénases NAD- ou NADP- dépendante

2. Les alcool déshydrogénases NAD(P)- indépendantes

3. Les oxydases
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4.2.1.1 Les ADH utilisant le NAD(P)" comme accepteur d'électrons (E.C. 1.1.1.).
Les alcool déshydrogénases NAD(P)-dépendantesspomdent a la classe d’ADH la

plus étudiée. Ces enzymes catalysent la réactivarge :

R-CHOH + NAD(P} ~ . R-CHO + NAD(P)H + H
Trois groupes composent cette superfamille (Rekedvson, 1994):
Groupe |: les ADHs zinc-dépendantes a longue chaine (env@&h acides aminés). I
représente le groupe le plus étudié (Yokoyaghal, 1990) et 'ADH de foie de cheval
(HLADH) en est l'archétype. Les ADHs de ce grougmpatiennent aux eucaryotes, aux
champignons, aux levures ou aux bactéries. Il y am exemple la benzyl alcool
déshydrogénase deseudomonas putidghaw & Harayama, 1990). C’est aussi le cas de 4
alcool déshydrogénases RbodococcugPenget al, 2006) et d’'une alcool déshydrogénase,
Adh, deCorynebacterium glutamicurfArndt & Eikmanns, 2007) qui présentent les résidu
conserves GXGXXG correspondant au site de fixatiorcoenzyme et un second ligand du
site catalytique & Zit GHEXXGXXXXXGXXV.
Groupe Il : les ADHs zinc-indépendantes a courte chaine (@ma50 acides aminés). Ce
groupe n’'est pas bien caractérisé. |l comprendwimgtaine d’ADHs. Ces enzymes ont un
large spectre d’action et ont été isolées prineip@nt de drosophiles et de Procaryotes. La
ribitol déshydrogénase delebsiella aerogenes été caractérisée comme appartenant a ce
groupe (Lovinyet al, 1985).
Groupe 1l : les ADH a fer. Ce groupe correspond aux ADH adient la taille des sous-
unités est autour de 385 acides aminés. La pliparnzymes de ce groupe ont été isolées
chez des bactéries. L'alcool déshydrogénase Il Zggnomonas mobiliset ['alcool
déshydrogénase IV d8accharomyces cerevisiappartiennent a ce groupe. Cependant,
certaines enzymes peuvent avoir presque 900 regithss le cas de I'alcool déshydrogénase
multifonctionnelle descherichia coliet de Clostridium acetobutylicumZ. mobilisa deux
ADH, une ADH | zinc dépendante et une ADH Il a f&ette derniere est sensible a
I'oxydation, car en présence d’oxygene l'activie lkenzyme est perdue car il n’y a plus de
métal dans son site actif (Tamaettal, 1997).

4.2.1.2 Les alcool déshydrogénases NAD(P)-indépendantesCE1.1.[2-3-4-5-99]).
Les alcool déshydrogénases NAD (P)-indépendantak/sant la réaction suivante :

R-CH,OH + 2X(0x) & R-CHO + 2X(réd) + 2H
ou 2X(ox) et 2X(réd) sont, respectivement, les fsnoxydée et réduite de l'accepteur

d’électrons qui peut étre soit un cytochrome (dadenzyme E.C. 1.1.2), soit une molécule
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d'oxygene (E.C. 1.1.3), soit un disulfide (E.C..4)1soit un co-facteur dérivé de la quinone
(E.C. 1.1.5). Parmi ces enzymes, la famille desdahlcdéshydrogénases pyrrolo quinoline
qguinone (PQQ) —dépendante a été particulieremantiést (Toyamaet al, 2004). Ces
enzymes sont trouvées chezde$ ety- protéobacteries et sont localisées dans le asomue.
Cette classe d’enzymes inclue les quinoprotéinetegtquinohémoprotéines. Elles sont
divisées en 3 catégories :

- Type |: ce sont les ADH trouvées en petit nombre chezniéthanotrophes comme
par exemple la méthanol déshydrogénasatacoccus denitrifiangde Vrieset al,
1988).Ce sont des quinoprotéines avec une PQQ cognoupement prosthétique.
Elles sont différenciées en fonction de la spétéfidu substrat.

- Type ll et lll: ce sont des quinohemoprotéines ou des ADH cantame sous-unité
guinohemoprotéine et un cytochrome c. Les enzyradgpe |l sont solubles alors que
celles de type lll sont liées a la membrane. Lihadéshydrogénase NAD(P)
indépendante dé\cetobacter(Takemuraet al, 1993) et deGluconobacterspp.
(Matsushitaet al, 1991) fonctionnent avec une sous unité compremarmytochrome

c et sont liées a la membrane, ce sont des ADH-B€@ndantes de type IlI.

4.2.1.3 Une famille particuliere, les flavoprotéines
Une famille particuliere et correspondant a des KAB : flavine oxydorédutases a

été créée apres la découverte de caractéristignasgnes a certaines oxydoréductases issues
de ces différentes sous-classes. Cette familldigste elle-méme en deux classes, la classe |
correspond aux enzymes dans lesquelles la flaviest pas liée dans un groupement
prosthétique alors que la classe Il correspondesazymes dans lesquelles la flavine est liée
dans un groupement prosthétique. La famille des Gi§gloréductases appartient a la classe
| car la flavine, le cofacteur, n’est pas liée dedn covalente.

Cavener (1992) a proposé de définir cette famillela base des résultats obtenus avec un
groupe de flavoenzymes qui incluaient alors, lacgbe déshydrogénase (GLD ; EC
1.1.99.10) deDrosophila melanogasterla méthanol oxydase (MOX ; EC 1.1.3.13) des
levuresHansenula polymorphat Pichia pastoris la glucose oxydase (GOX ; EC 1.1.3.4) de
Aspergillus nigetet la choline déshydrogénase (CHD ; EC 1.1.9%1Edcherichia coliCes
enzymes présentaient des séquences primaires igdsiilae qui en faisaient des protéines
homologues malgré I'écart phylogénétique considéraimtre ces différentes especes. Les

identités de séquences entre ces différentes eszgensituent entre 23 et 32 %. Ce sont les
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enzymes comme la glucose déshydrogénase et lanehlddshydrogénase qui ont le plus fort
degré de similarité.
Les réactions catalysées sont les suivantes :

- Choline déshydrogénase (CHD) : Choline + accepteuietat oxydé=>» bétaine

aldéhyde + accepteur réduit
- Glucose déshydrogénase (GLD) : Glucose + accepdedrétat oxydé = o-
gluconolactone + accepteur réduit

- Glucose oxydase (GOX) : Glucose ¥ 9 5-gluconolactone + b0,

- Méthanol oxydase (MOX) : Méthanol +@& Formaldéhyde + pD,
Les sites catalytiques de ces enzymes ne sontopasi€ et dans deux cas, CHD et GLD, les
accepteurs ne sont pas identifiés. Depuis cetdeétliautres enzymes ont été rattachées a
cette famille, I'aryl-alcool oxydase (AAQO) deleurotus eryngiiet Pleurotus pulmoniarus
(Varela et al, 2000) ainsi qu'une polyéthylene glycol déshydrage (PEG-DH) de
Sphingomonas terragugimotoet al, 2001).
Ces enzymes ont en commun trois séguences consesgyrsatures » ainsi qu’une séguence
conservéee impliquée dans la liaison du FAD domhtdif GXGxxG est caractéristique. Il se
trouve dans la partie N-terminale de cette proté@mesein d'une zone de repliement dont la
structure est de tygea-p (Varelaet al, 2000).
AlkJ, impliqué dans la voie de dégradation desradsachez”. putida Gpol (Figure 1.13,
1.21) et codée par l'opéralkJKL, est une alcool déshydrogénase appartenant enibefales
flavine oxydoréductases. Un alignement a d'ailléiésréalisé avec les 4 premiéres enzymes

composant au départ cette famille (van Beééeal, 1992a).
4.2.2 Les aldéhyde déshydrogénases (E.C. 1.2).

4.2.2.1 Fonction
Les aldéhyde déshydrogénases (ALDHS) constitueahtga elles une vaste famille

d’enzymes tres diversifiées. Elles premettent déabadiser une grande variété d'aldéhydes
exogenes et endogénes (Sophes al, 2001). Cette famille est classée dans les
déshydrogénases oxydant les aldéhydes ou les graayzedes donneurs qui peuvent étre
oxydés aussi bien avec addition d'eau puis clivdgda liaison C-C que, dans le cas des
composeés cycliques, par addition de molécules @eaaudéshydrogénation. Avec le nombre

grandissant de séquences de génomes, cette fastilkn constante expansion. La présence
de génes codant pour des ALDHs dans une granderitdajie génomes de Archea,

d'Eubactéries et d’'Eucaryotes vient renforcerd'igée 'intervention de ces enzymes dans les

-36 -



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

processus meétaboliques a des origines tres ansienaequi a été montré par une analyse
phylogénique (Sophos & Vasiliou, 2003).

Ces enzymes catalysent notamment la conversiométigtes en acides correspondants
(activés ou non), et ce de facon irréversible. Eb&istent sous plusieurs formes avec des
localisations tissulaires et subcellulaires variéesirs substrats sont en général des aldéhydes
aliphatiques et aromatiques. La littérature présdmaucoup d'études sur les aldéhyde
déshydrogénases eucaryotes (Gonzalez-Duarte & ak)li2005; Sophost al, 2001; Sophos

& Vasiliou, 2003). Associées aux alcool déshydrag&s (ADHS), ces enzymes sont des
acteurs majeurs des voies de dégradation bactéressimilant les alcanes, les alcools et les
aldéhydes, elles remplissent d'ailleurs d'impoesribnctions de détoxification cellulaire et
sont aussi impliquées dans des systemes de dé&fense des xénobiotiques (Hemptlal,
1993) (Jornvall, 1994; Vasiliou & Pappa, 2000). lawymes les plus étudiées de cette
famille sont les aldéhyde déshydrogénases de clagf¥H1 (cytosolique) et ALDH2
(mitochondriale) de foie humain en raison de leomplication dans la conversion de
l'acétaldéhyde dérivé de I'éthanol. Les sous-udigeBLDH comprennent environ 500 résidus
d'acides aminés et sont le plus souvent tétranesiqla premiere structure de
déshydrogénase de classe | a été établie par Hetngle(Hempelet al, 1984). Ces enzymes
ont une conformation générale assez similaire. G fa présence de trois domaines, un
domaine impligué dans la liaison au co-enzyme, amaine catalytique et un domaine

d'oligomérisation.

4.2.2.2 Classification
La super famille des ALDH est subdivisée en fonttie I'accepteur d'électrons qui peut-

étre le NAD(P) (E.C. 1.2.1), un cytochrome (E.C. 1.2.2), l'oxygéB.C. 1.2.3), un disulfide
(E.C. 1.2.4.), un protéine fer-souffre (E.C. 1.2W@)un autre accepteur (E.C. 1.2.99). Ainsi les
ALDH sont classées sur la base de leur spécifagté&ubstrat et peuvent étre regroupées en
plusieurs familles (Sophos & Vasiliou, 2003):

- Semialdéhyde déshydrogénase (E.C. 1.2.1.[16-241232341])

- ALDHs non-spécifiques (E.C. 1.2.1.3)

- Bétaine aldéhyde déshydrogénases (E.C.1.2.1.8)

- Glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénases nopipdrgtante (E.C. 1.2.1.9)

- Phénylacetaldéhyde déshydrogénase (E.C. 1.2.1.39)

- Lactaldéhyde deshydrogénase (E.C. 1.2.1.22)
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- ALDHe-like protéines incluant des protéines contdnaarfois des séquences partielles
d'ALDHs.
L’intégralité de la nomenclature de cette catégdiemzyme figure sur le siteww.aldh.org
Il est intéressant de noter que dans la famillebé¢sine aldéhyde déshydrogénases on trouve
I'enzyme AlkH, impliqguée dans la voie de dégradaties alcanes chd2 putidaGPol et
codée par le géradkH appartenant a I'opré@kBFGHJIKL (figure 1.13; (Kok et al, 1989a;
Kok et al, 1989b; van Beileet al, 1992a)

4.3 Les estérases (E.C.3.1.1.x)
Les estérases appartiennent au groupe des hydrolase3.1.1 qui catalysent la

formation ou la coupure des liaisons esters de osé®psolubles dans I'eau. Ces enzymes
sont largement distribuées chez les animaux, l@stgd et les microorganismes. La réaction
peut étre réversible, cela en fonction des conastibermodynamiques. Il faut différencier les

lipases (E.C.3.1.1.1) dont les substrats sont dglydeérides et des acides gras a longue
chaine, des estérases (E.C.31.1.13) qui agisselassesters carboxyliques.

4.3.1 Mécanisme d’hydrolyse de I'ester
Beaucoup d'estérases ont une large gamme de tdéaarx substrats ce qui montre

gu'elles ont évolué pour faciliter leur accés atverses sources de carbone lors des voies
cataboliques. De plus, les estérases ont une riégie- et stéréo- spécificité, ce qui les rend
intéressantes pour la biocatalyse et la productid® composés optiquement purs
(Bornscheuer, 2002). L'intérét de ces enzymesedads le fait qu'elles ne nécessitent pas la
présence de cofacteurs et sont habituellementestadti méme actives dans les solvants
organiques. Deux classes majeures d'hydrolasesagsbssocier :

Les lipases (EC 3.1.1.1, triacylglycerol hydrotse

Les vraies estérases (EC 3.1.1.3, carboxyl egtholases).
La structure tridimensionnelle des deux enzymedig@t al, 1992) met en évidence un
repliement caractéristiqu@p de I'hnydrolase. En effet, un ordre précis deschéli et des
feuillets B qui est aussi retrouvé dans les halopéroxydaséss etpoxides hydrolases. La
triade catalytique est composée de la séquencaeSedcide Aspartique - Histidine (la Glu
remplace I'Asp pour quelques lipases), d'une s@gueonsensus Gly-X-Ser-X-Gly et du site
actif a sérine. Petersen et al (2001) ont montee lgs estérases ont un motif Gly-X-X-Leu
tout comme les enzymes montrant de fortes homaadgeséquence avec la classe C des L-
lactamases (Petersenal, 2001).
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Le mécanisme d'hydrolyse de l'ester est a peul@m@@me pour les estérases et les lipases et
est composé de quatre étapes:

La premiére est la formation d'un intermédiaireaté¢drique issu de liaison avec la sérine et
stabilisé par les résidus hisidine et acide agpagtdu site catalytique. Puis, I'alcool est formé
suite a I'hydrolyse et un complexe acyl est forrménaveau de I'enzyme. Apreés une attaque
nucléophile, par de I'eau dans le cas d'une hyskolgu sur un alcool ou un ester en (trans-)
estérification reforme alors un intermédiaire téédrique, qui est libéré sous forme d'acide et

d'ester.

Figure 1.23: Représentation schématique du replieméfide I'hydrolase.
Les feuilletsp sont représentés en bleu et les hélieesn rouge. La position des acides
aminés de la triade catalytique est représentémage. (Bornscheuer, 2002)

Les lipases agissent lors d'un phénomene d'activatierfaciale ce qui n'est pas le cas des
estérases. En effet, les lipases agissent dansodégions particulierement hydrophobes en
raison d'un domaine hydrophobe au niveau du stié @& la molécule. Seule la présence
d'une concentration minimum de substrat et lagm@&s d'une phase non aqueuse permet au
substrat d'accéder au site actif. En outre, lesséip préferent des substrats insolubles dans
'eau comme les triglycérides composés d'acides dgea longues chaines alors que les
estérases hydrolysent préférentiellement des estepdes comme l'acétate d'éthyle. Les deux
enzymes sont stables et actives dans les solvayaniques (Fojaet al, 2000).

Afin de rechercher une activité estérase, il estranat d'utiliser des substrats chromophores
(i.e. p-nitrophenyl esters) (Paloned al, 2004; Soroet al, 2007).

4.3.2 Classification des estérases
La classification des enzymes peut étre faite fuitla spécificité de leurs substrats,

soit a partir d'alignements de séquences. La Gilzdsin selon la spécificité du substrat
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nécessite de comparer toutes les enzymes avecne nype de substrats et de préférence
dans les mémes conditions. Ceci obligerait done gue les biochimistes qui caractérisent
ces enzymes utilisent les mémes protocoles, ca'gsli pas une stratégie d'analyse habituelle.
La seconde option de classification est plus fat#eces grace a l'information croissante de
séquences dans les bases de données. La compataiséguences en acides aminés permet
de donner une image claire de I'évolution et degioas entre les différentes enzymes. C'est
ainsi qu' (Auriliaet al, 2008) ont classé ces enzymes et ont montré guestérases forment
une superfamille comprenant 90 sous-familles. Paihas, 156 protéines différentes ont été
cristallisées. Il a été établi que la séquenceamsiss des lipases et des carboxyles - estérases
avait le motif Gly-X-Ser-X-Gly, avec un site actif proximité de la sérine. Auriliat al.
(2008) ont analysé toutes les séquences d’'estéehsme confirmé la présence de ce motif
chez la plupart des estérases classiques. Cependaniest pas parce que deux enzymes ont
une similitude de séquence qu'elles ont les mémmgwiptes comme : la spécificité vis a vis
des substrats, la stéréospécificité, le pH, la @atpre optimale de fonctionnement et la
stabilité dans les solvants. Par exemple, la bremydase d&treptomyces aureofacieas
55% d'identité de séquences avec une estéraBsalglomonas fluorescenmis ces deux
enzymes n'‘ont pas tout a fait la méme spécificiséawis de leurs substrats (Pelletier &
Altenbuchner, 1995). Méme si l'on considere aujbwidque toutes les lipases et les
carboxyl-estérases ont la méme séquence consergusSer-X-Gly ou le site actif est
représenté par une sérine. En 1999, une analyséqdence a montré que ce n'était pas le cas
de toutes les enzymes (Arpigny & Jaeger, 1999). dXample, la séquence consensus de
Streptomyces scabiesontient une séquence Gly-Asp-Ser-Leu avec un gitlytique
contenant le duo Ser-His au lieu de la triade wassSer-Asp-His (Weet al, 1995). C'est
aussi le cas pour d'autres estérases comme cebsealglomonas aeruginogAF005091),
Salmonella typhimuriunfAF047014) et deé’hotorhabdus luminescen(¥66379). D'autres
informations concernant les propriétés biochimigeedes substrats préférés de certaines
estérases figurent danstébleau 1.3

- 40 -



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 1.3: Comparaison de diverses carboxyl estérases hantges (Bornscheuer, 2002).

Origln® Biochemical propertics

Specific subsrares®

Remarks

B, gladiold ATCCI0Z4E (EB) 392 aa, 42 kDm

B giadiolé ATCCI24% (EaC) 208 an, 2 kDha

P Muorercons DeSM 0106 36 kDs, T 43°C
P. fuorercens STKWI 27 kDva. homodimer
Perndomone patids MEX6E 0 kDa, homosdimer, T.,'l
HC
Bacilur acldocakdartus 34 kD, Tom. TO°C
B, subiile MRR L REQRTD 4B9 aa, 54 KDk, Tdh'l- SPC penpitrobensy] ster of Loracarbel
(565 C for best mutant)
Bacillur 2eearothermaophihe - piP-esters, moderaie enanboselectivity
B. subtilis (Thail-g) = 32 kDa, Ty, 35-55°C High enanlioselectivity lowards 2arylpropionic acids

Thermmoanaerobaciorium 5, 320 aa, 3 kDm
JWISL Y5485

Actmetobacter gp. ADF1 37 kDa

Clogeridiven ther mocellaen 31 kDa

Pyrococeis furivas DEMI63E  Tope 100°C, rae 50 min a0 MU-Ace®

1267 C

pHP-ssters, trighyeerides (up 1o Cgh, deacylates,
phP-esters (up 1o Oyl oot waghoerides

Lacionaz, ethyl caprylute, maulerate snin Boslaetivity
piP-esters, high enantiosclectivity for o-phenyll ethan.ol,
moderste £ vahaes for other aleohols and carboxylie acid
Allcyl-dicarboxyhic acid masthylesters, high sereosslactivity

piP-gsters (best: henamoate), moderale s tercoselectivity

Xylose tetra acetak, cophabosporin C, MU-Acc?

plF-esters (besr: hexsmoate), benayl esters

piP-gsters (best: hexamoate), tribwiyrin, ‘Cy-phospholipids

Lacweoceus facris® 258 m, X kDm

Fhodococcus ruber DEM £3338 Two esterass with opposite Linalool-acetate (£ = 1)
Ecun o prefirenos

Rhodwoceus sp, HI 34 kDwa, tetramer

Rbodococeus gp, MBI 574 an, 65 kDwa, momomer

Srreptonneoes chrysomolie 42 kDa

Streptoveces diaamchrome- 326 ga, 31 kD

meRey

Crpinomyces sp. PC-2 313 aa, 35 kDm, T 30PC Xylose lefra acetale
Asperptiies awamori IFOMRT 373 pa, 31 kDw

Sacchoramyces gerevivios 2B kDa, homodimer, Tee

TFOZHMT 5

plP=esters (besC: bulyrate)

pHP-esters, moderaie enantboselectiviy

Wheat bean, o-naphthsol acsate

Tsoamyl acetate, isobulyl acetils

S-5-x-K motif, f-actamaselike

G-x-5-x-G o, homology 1o plant hydroxynitrdle |yases
G-n-5.5-0 mdil, homology 1o 5 haBoperoxidizs

Low haloperoxidase activity, aliered substrate specifici o
and Improved snantos lectivicy by directed evolution

Hom ology te hor mone-sensitive lipass

Evalved by directed evolution for incressed stability in
D'MF and thermostabiliy

Thermostalsle mutants

Structure known, more stable mutamis by SOME
G-p-5-x-G mdil

G-x-5-x-G motif, involved in cateche] branch of
Peketoadipate pathway
Ester ase activity within cellulssome

G-5-5-x-G motil, function unclear
Two esterases with opposite emantboprefersms:

GepeBex-0 motil, conserved Hisy

G-5-5-Y-x-45 motif, homology to M-prolyl-dipepaidy]
aminopepthdases

Gex-5ex-0 modif, high homalogy to ederase from

A, glabifarmiz

High homodogy 1o other acety] xylam eslerass
Homology to lipsces from Gearrichion covdiden and
Condida cplindrarea

verexpressad in E colf, if notl stated oiberwise

bpMP, pnitrophienyl; MU-Ace, 4-methylambelliferyl-acetate ; SDM, site-directed mutagencsis

N on-recombinant pucified enzymes
A0verenpresad in L factis
*Ohrerexpresad in B subiils

4.4 Les enzymes de la B-oxydation
La B-oxydation correspond a quatre réactions successivecours desquelles la chaine

carbonée d'un acide gras lié au coenzyme A esiteeda deux atomes de carbone. Cing

enzymes sont impliquées dans ces étapes. Les eszien@p-oxydation ont été largement

décrites chez les eucaryotes (Hiltunen & Qin, 20&0) revanche, peu d'études biochimiques

concernent les enzymes d'origine procaryotique.obit@let al. ont étudié les enzymes de la

B-oxydation chezZCaulobacter crescensy®'Connellet al, 1990). Les réactions catalysées

par ces enzymes sont illustrées par une partia dei¢ dégradation du citronelldl.g4).
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Q 0
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Citroneilo Citronellal Citronellate
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carboxylase dehydrogenase
2 /I\/\/I\i
‘—
N X S=CoA
CoA == S CoA=—§ 5 Citronellyl-CoA
Isohexenyl- .
glutaconyl-CoA [sohexenyl- cis-Geranyl-CoA

glutaconyi-
CoA hydratase

o

3-Hydroxy-3-isohex-
enylglutaryl-CoA:

acetate-lyase
S—CoA ——

/I\/\/l.i\j\
X S = CoA

CH,
COO - 3-Hydroxy- 7-Methyl-3-0x0-8-octenoyl-CoA
3-ischexenyl-
glutaryl-CoA 0
Acyl-CoA
H,C S=—CoA thiolase
Acetyl-CoA
Acyl-CoA
)\/\/szshydmgenase i 0o
.‘7
X N — CoA X — COA

(2E)-5-Methylhexa-2,4-dienoyl-CoA

5-Methylhex-4-enoyl-CoA

Enoyl-CoA i 0
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— CoA N n—_—— crotTyt-CoA
3-Hydroxy-5-melhylhex-4-enoyl-CoA 5-Methyl-3-ox0-4-hexenoyl-CoA i
Acetyl-CoA

Figure 1.24: Enzymes de la béta-oxydation, chez Pseudomaragiaosa, impliquées dans
la dégradation du citronellol (Adapté de Seuberftass 1964 et de Forster-Fromme et al.

2008).

L’'acetyl CoA acétyltransféraseatalyse I'étape d’activation de l'acide gras pacyl

CoA. Cette enzyme condense l'acide gras et I'aG&plen une molécule d’acétoacétyl-

CoA.
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e L’acyl CoA déshydrogénaseatalyse la formation d’'une double liaison engreléuxieme

et le troisieme carbone. Deux acyl-CoA déshydrogémaont été trouvées chez
Pseudomonas aeruginasiune d'elles, AtuD a une spécificité vis-a-vissderpénoides
comme le citronellol figure 1.24) l'autre, PA135, est aussi bien active vis-a-vis d
I'octanoyl CoA que des dérivés enoyl CoA des teeggifrorster-Frommet al, 2008).

* La 2-énoyl CoA hydrataseatalyse I'adsorption d'une molécule d'eau a lldoliaison

précédemment formée. La liaison est généralemérdastpécifique pour former I'isomere
L. Cette enzyme présente une tres large spécifigtéubstrat (de longueur de chaine de
Cs & Go).

» La 3 hydroxyacyl CoA déshydrogénasmvertie le groupement hydroxyle en cétone.

» Et une_acyl CoA thiolasknalise le cycle d@-oxydation en clivant le 3-cétoacyl CoA par

le groupement thiol d’'une autre molécule de CoAeeld G et le G.

5 Dégradation de xénobiotiques récalcitrants par Mycobacterium
5.1 Taxonomie et description du genre Mycobacterium

5.1.1 Taxonomie et phylogénie
Les mycobactéries (genrglycobacteriumh sont des bactéries a Gram faiblement

positif (Hartmanet al, 2006) appartenant a I'ordre des Actinomycétesreglioupe aussi les
genresNocardiag Corynebacteriunet Rhodococcud.es bactéries appartenant a ces différents
genres ont en commun un certain nombre de carstiq@es : le métabolisme est de type
aérobie, le pourcentage de bases G+C dans I'ADNéles (66 & 71 mol % pour les
mycobactéries), leur paroi cellulaire contient @éegles mycoliques. Ces derniers peuvent,
chez les mycobactéries, comporter 60 a 90 atomesb®ne et conferent aux cellules un
caractére hydrophobe.

Les mycobactéries sont non mobiles, ne sporulest giase présentent, a I'observation
microscopique, sous forme de bacilles droits ownvés plus ou moins branchés, ou de
coccobacilles. Les colonies sont lisses ou rugseys@fois colorées en jaune ou en orange
(présence de caroténoides).

Les mycobactéries sont largement présentes dams dles sols. C'est I'un des 14 genres
bactériens les plus abondants des sols, puisquepsésentent 2,6 % des communautés
microbiennes totales (Floyet al, 2005). Le genrélycobacteriunest le seul représentant de
la famille des Mycobacteriaceae Les espéces incluent des bactéries pathogénes ou

saprophytes et sont généralement réparties en slews-divisions : les mycobactéries « a
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croissance rapide » et les mycobactéries « a aruss lente », le temps de génération
pouvant varier, selon I'espéce, de deux a plusingt heures. Mais, il est aussi possible de
classer ces bactéries en trois groupes : cellessopi pathogénes pour 'nomme et les
animaux, celles qui dégradent les hydrocarburesatiques polycycliques et celles qui sont
associées a aucune des catégories precédemmees ¢Hartmanet al, 2006). Les
Mycobactéries suscitent un intérét particulier pleur aptitude a dégrader certains polluants
et ainsi pour leur implication dans l'atténuati@tumelle et la bioremédiation des sites pollués.
L’identification des mycobactéries est réalisée laupase de séquences des ARNr 16S pour
une identification du genre. Comme les séquences ARNr sont trés proches voire
identiques, on a recours aux séquences des gapéSet rpoB pour une identification plus
fine de l'espéce. Le gémsp65(Ringuetet al, 1999) code pour la protéine chaperone Hsp 65
présente chez toutes les bactéries et essentigle pa résistance a des stress
environnementaux. Le geresp 65possede deux régions hyper-variables dans lesguill
semble moins conservé que I'ARNr 16S. Le gguoB3 code pour la sous unifede 'ARN
polymérase ; il est aussi moins conservé que I'ARDS et les différences de séquence sont
utiles pour classer les especes (Adekastbal, 2003). La méthode la plus commune de
caractérisation est lI'analyse RFLP (Restrictiorgfr@nt Length Polymorphism) discriminant
différentes souches ou clones grace aux différaatiss d'amplification PCR obtenues sur la
région intergénique 16S-23S. Cette méthode est lls ptilisée actuellement pour
l'identification des mycobactéries. Elle permetddmtification des mycobactéries «a
croissance rapide » grace a la combinaison dességs des genes de 'ARNr 16S et des
geneshsp 65etrpoB (Wanget al, 2006).

Une étude a permis d'isoler des souchedMgeobacteriumissues de sols contaminés par
divers hydrocarbures et PCB. Pour récupérer leshesude mycobactéries, une culture des
microflores en présence d'amibes a permis d’isldsrbactéries. Les amibes servent de
réservoir protecteur pour protéger les souches ymbactéries du stress environnemental et
de la toxicité du milieu (Wangt al, 2006). Plusieurs souches de mycobactéries ont été
isolées de ces sols et elles ont été identifieetadnase de ARNr 16S et des gehsp 65et
rpoB. Les bactéries isolées sont proches des souchesM.devabaalenij de M.
austroafricanum de M. chlorephenolicunet deM. frederickbengenséceci est montré par

une annotatiof sur lafigure 1.25).
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Figure 1.25: Arbre phylogénétique des especes du genre Myteidam a croissance rapide
et dégradant les HAP d’apres les séquences desatts hsp65 (d’apres Wang et al., 2006).
L'arbre phylogénique, basé sur les séquences dessdgasp 65, permet d'identifier I'espece
des mycobactéries isolées. Cet arbre regroupe detehes a croissance rapide dégradant
les hydrocarbures et les bactéries isolées suoleantaminé.
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Grace aux progres de la génomique a partir deseart#0 de nombreux génomes bactériens
ont été complétement séquencés et notamment ceagrtdénes mycobactéries pathogénes.
Les génomes des principaux pathogermds,tuberculosisH37Rv (1998),Mycobacterium
avium k10 (2004),M. bovis AF2122/97 (2003)M. tuberculosisCDC1551 (2002) eiM.
leprae TN (2001) furent les premiers a étre séquencés. lBcemment, le génome d'un autre
pathogene animall. marinumM (2008) a aussi été séquencé. Les génomes debantéoies

de l'environnement et qui sont impliquées dans édgrabtlation d'hydrocarbures ont été
séquences et annotés. Ce sont ceuMdemegmatisnc2155 (2006)M. gilvum PYR-GCK
(2007), Mycobacteriumsp. JLS (2006), KMS (2007) ou bien MCS (200d), vanbaalenii
PYR-1 (2006). La taille de ces génomes est compmigee 3,3 x 1Det 6,9 x 16 pb. La
fraction codante de ces génomes varie entre 90%NMhsmegmatis mc215& 99 % che.

vanbaalenii PYR-1

5.1.2 Description de I'enveloppe des mycobactéries
Le modele actuel d’architecture de I'enveloppe degobactéries découle, entre

autres, d'observations obtenues par microscopietréf@que (Paul & Beveridge, 1992)
soulignant la présence d’'une épaisse barriére liydiojue a I'extérieur de la celluldigure
1.26).

Légende:

(A): membrane.

(B): peptidoglycanes.

(C): couche
d’arabinogalactane.

(D): lipoarabinomannane
enrobé de mannose.

(E): protéines associées.

(F): acides mycoliques.

(G): glycolipides en surface
associés aux acides
mycoliques.

Figure 1.26: Représentation schématique de la paroi des nagtéhes selon (Karakousis et
al., 2004).

L'ultrastructure externe, également mise en évielgrar des études biochimiques (Petit &
Lederer, 1984) est composée de structures lipidigamifiées ou l'on distingue la présence
de gros complexes d'acides gras, les acides myesliJormant une structure assez dense et

- 46 -



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

la présence de lipides libres plus courts, telsleumycocérosate, les glycolipides phénoliques
et différents phospholipides. Les acides mycoliqdesla paroi sont reliés de maniére
covalente aux peptidoglycanes par I'intermédiaieel’drabinogalactane. La paroi présente
donc une structure unique de type mycolyl-arabitaajanepeptidoglycane (mAGP). Le
lipoarabinomannane (LAM), qui peut étre considésénme le « lipopolysaccharide (LPS)
mycobactérien », s’intercale de maniere non covalelans cet enchevétrement complexe
(Baulardet al, 1999). La structure de la paroi des mycobactéltiestrée par Idigure 1.26

est donc l'une des plus complexes qui existent ldsekactéries. Récemment, des analyses en
microscopie a cryo-éléctron ont permis de visualike structure de la membrane des
mycobactéries. Les images des Zudteal. et de Hoffmanret al. (2008)sont trés similaires et
tendent a dire que I'enveloppe des mycobactérieadaine bicouche lipidique semblable a

celles des bactéries a Gram négatif.

5.2 Mycobactéries dégradant des polluants
Grace a leur paroi complexe, a la présence d’aciesliques de longue chaine et a un

eéquipement enzymatique approprié, les mycobactéoas bien équipées pour dégrader les
polluants de type HAP, alcanes et alcanes branch&s. nombreuses souches de
Mycobacteriumont été décrites pour leur capacité a dégraderHAaP (hydrocarbures
aromatiques polycycliques)Mycobacterium sp. 6PY1 (Krivobok et al, 2003), M.
austroafricanumGTI-23 (Boganet al, 2003),M. vanbaaleniiPYR-1 (Kim et al, 2006),M.
frederiksbergensd.B501T (Wick et al, 2003). D'autres sont connues pour dégrader des
composés oxygénés comme le MTBE (métieyt-butyl ether) : il s'agit des souches e
austroafricanumlFP 2012 et IFP 2015 (Francaes al, 2002; Lopes Ferreirat al, 2006).
Une alcane hydroxylase membranaire serait impligdées la dégradation de cet éther
carburant, alors que cheézhodococcus rubetFP 2001, il s'agit d'un cytochrome P450
(Chauvauxet al, 2001). La plupart de ces souches possedent aime,deux (c'est le cas chez
M. vanbaalenii PYR-1 et M. gilvum PYR-GCK uniquement), alcane hydroxylases

membranaires de type AlkB ce qui leur donne aassapacité de dégrader certaialcanes.

5.2.1 Dégradation des n-alcanes par Mycobacterium
Plusieurs souches de mycobactéries utilisermdgsanes comme sources de carbone.

La gamme de substrats utilisés varie en fonctios deuches tébleau 1.4. M.
austroafricanumFP 2012 et IFP 2015 &. vaccaeJOB5 dégradent les alcanes deaCCe.
Les souches IFP 2173 et IFP 2009 ne dégradentepaadanes a courtes chainesa@;e

alors queM. smegmatianc2155 ne dégrade que le dodécane. Le spectrdotiade ces
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souches vis-a-vis des alcanes est probablemeidt g spécificité de I'alcane hydroxylase
membranaire. Les souches de mycobactéries ont amsmpe alcane hydroxylase, dont les
séquences partielles ont été publiées récemmepegeerreirat al, 2007).

Tableau 1.4: Spectre de dégradation des alcanes par des ssudd Mycobacterium (Adapté
de Lopes Ferreira et al 2007)

Souches Croissance et rendement de minéralisation (%) sun-alcanes
Methane Ethane Propane Butane Hexane Octane Dodecane Hexadecane
M. austroafricanumFP 2012(a) - ++ o+ + + ++
(b) 0 57.§ 24.9 39;8 51.*2 61.9 57.1 45.9
M. austroafricanumFP 2015(a - ++ + + ++ ++ + ++
(b) 0 583 476 393 53.7 528 42.6 85.9
M. vaccaeJOB5 (@) - ++ + +" ++ + + ++
(b) 0 48.1 38.3 315 62.7 529 28.4 69.5
M. austroafricanumFP 2173(a; - - - - ++ ++ - + (flocs)
(b) 0 0 43.1 446 56.3 58.8 36.6 76.6
Mycobacteriunsp. IFP 2009 (a - - - - + ++ ++ t (flocs)
(b) 0 0 0 0 355 774 61.0 66.4
M. smegmatisnc? 155 (e - - - - - - + (flocs) -
(b) 0 0 0 0 0 0 33.7 43.1

Toutes les cultures ont été ensemencées initialenBr0.600 de 0,1 et la croissance a été mesurée
apres 15 jours d'incubation sauf exception. Chaspuigstrat a été ajouté & une concentration de 200
mg.L™.

(a) La D.Ogpoa été mesurée et reportée dans le tableau selonddication : -, pas de croissance; +

2 fois la D.O. initiale; +, 3 fois la D.O. initiatet+, <4 fois la D.O. initiale.

(b) Rendement de minéralisation = 100 x (moles de aragbde CQ produit / moles de
carbone de substrat introduit)
* Mesure de la croissance apres 3 jours d'incubatio

5.2.2 Dégradation d'un alcane branché par M. austroafricanum IFP 2173
M. austroafricanumlFP 2173 a été isolée a partir d'un échantill@aw'souterraine

polluée par de I'essence pour sa capacité a dédliadectane. Cette bactérie est capable de
dégrader des hydrocarbures variées comme-bisanes (de £a Gg), lesisc-alcanes, les
aromatiques et les composés oxygéneés présentd'esence ou le gazole (Solano-Serena
al., 2000a), a I'exception du MTBE (Lopes Ferratal, 2007).

La dégradation des alcanes ramifiés portant unattecarbone quaternaire a été peu étudiée
car cette structure est habituellement résistataebéodégradation (Mc Kenna, 1972; Solano-
Sereneet al, 1999). L'étude de la dégradation du 2,2-dimégptiane paAchromobactesp.

a mis en évidence l'accumulation d'acide 2,2-diglgtbpanoique, une décomposition

partielle et un tour dg-oxydation mais l'atome de carbone quaternaire tancholécule
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résistante a la biodégradation (Catelahial, 1977). M. austroafricanumiFP 2173 a été
isolée pour sa capacité a utiliser le 2,2,4-tripigibntane (isooctane) comme unique source
de carbone (Solano-Sereetal, 2004). La voie de dégradation de l'isooctaneegmsentée

a lafigure 1.27. Quatre intermédiaires de dégradation de l'isoectant été identifiés: I'acide
2,4,4-trimethylpentanoique résultant de I'oxydatgubterminale, lI'acide pivalique issu de
'oxydation terminale de [lisooctane. Ce derniert dermé aprés lacide 2,4,4-
trimethylpentanoique et est accumulé de maniérssitre dans le milieu puis son dérivé
CoA est dégradé completement apres un cyclg-abeydation. La 2,2-dimethyl-3-pentanone
puis la 3,3-dimethyl-2-butanone sont formées aipde l'acide 2,4,4-trimethylpentanoique.
Dans ce cas, c'est une voie mineure de décarbmtyldti -ketoacide car le produit de cette
voie de dégradation est récalcitrant. D'autre matte voie fourni peu d'énergie a la bactérie

pour sa croissance.
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Fig. 4 Proposed pathway for the degradation
of isooctane by Mycobacterinum austroafricanum
IFP 2173, The products isolated in cultures
on isooctane are in solid lines hoxes and
proposed intermediates mineralized by isooc-
tane-grown cells in dotted lines boxes. The
free acid form is indicated for acids but is
meant to include CoA derivatives. 1: ispoctane
(2,2, ~mimethylpentane); 2: 2.4 4-trimethyl-
l-pentanol; 3: 2,4 4-trimethylpentanoic acid;
4+ 2.4 d-trimethyl-3-oxopentanoic acid; 5s

2, 2-dimerhyl-3-pentanone (pinacalone); 6:

4. 4-dimethyl-3-oxopenmnoic acd; 7: 3,3-di-
methyl-2-butanone; §: pivalic acid {dimcthyl-
propanoic acd); 2 dimethylmalonic
semialdehyde (2,2-dimethylb-3-oxopropanoic
acid); 10k dimethylmalonic acid (dime-
thylpropanedibic acid), 11: sobatyraldehyde
(methylpropionaldehyde); 12: ischutyric acid
(methylpropanoic acid); 13: methylmalonic
acid {methylpropanedivic acid); 14: succinic
acid (butanedioic acid)

Figure 1.27: Biodégradation de l'isooctane par Mustroafricanum IFP 2173 (Solano-

Serena et al. 2004)

La souche IFP 2173 a donc la capacité de dégradealdanes branchés de type antéiso qui

ne sont habituellement pas utilisés par la voissitpie impliquant I§-oxydation. En outre,

cette souche possede une alcane hydroxylase meairerah un cytochrome P450 induit sur

isooctane (Solano-Serepaal, 2004).
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PRESENTATION DU TRAVAIL

L’objectif du travail est d’étudier la biodégraditiéi du 2-EHN, c’est a dire d'isoler
une ou des bactéries capables de dégrader cetécutel puis d’établir la cinétique de
biodégradation et la voie catabolique de ce composé

La figure 2.1 représente la stratégie mise en oeuvre pour @utadvoie catabolique
du 2-EHN.

Biodégradabhilité Voie de dégradation Recherche des De I'enzyme au
du 2-EHN du 2-EHN enzymes impliquées géne

Test dg dégradation Recherche et
- Microflores

Identification de & oy
- Souches pures Hetabolites Analyse protéomi ueE
CPG- intermédiaires - I ADN

catharométrique . ’
Desing d'amorces
CPG-FID Gl L récupération du géne
CPG-Ms Foeit . AR par PCR

Analyse génomique

H Tyl /
Identification ARN
des protéines -

dégradation
" par une souche pure par LC-MS-MS Etude de I'expression des

transcrits par RT-PCR

Cinétique de

sélectionnée
Respiromeétre
Sapromat

Validation de I'activité de I'enzyme lors de tests Clonage du géne et expression de la protéine
de degradation sur le 2-EHN dans divers systémes d'expression bactériens

Figure 2.1 : Stratégie suivie pour caractériser la voie de détatéon du 2-EHN

L'étude comporte quatre volets principaux :
1. Sélection de microflores et de souches bactériecmmpétentes ;
2. Elucidation globale des voies de dégradation duHRE
3. Identification des enzymes induites lors de lassance sur 2-EHN ;
4

Recherche et clonage des genes d'intérét.

1 Sélection de microflores et souches bactériennes compétentes
Dans un premier temps, nous avons cherché a neettéyidence la biodégradabilité

du 2-EHN a l'aide d'un test de biodégradation premaé compte les propriétés physico-
chimiques particuliéres de la molécule. En effet2dEHN est légerement soluble dans I'eau
(12,5 mg.L* & 20 °C) ; cependant, le 2-EHN présente une Ipyaroicité trés marquée (log

Kow=5,24). Lorsqu'on introduit dans une fiole d'essa guantité de 2-EHN dépassant celle
autorisée par la pression de vapeur saturantes fosne une phase liquide distincte. La

solubilité maximale du 2-EHN dans la phase acquessalors atteinte. Dans une fiole d'essai
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de 120 mL contenant 10 mL de milieu a 20 °C, lasgimn de vapeur saturante de 2-EHN est
égquivalente a 0,21 mg. Elle est en équilibre avé2 éng dissous dans la phase liquide. Il se
forme donc une phase liquide distincte de 2-EHNr 83 mg de 2-EHN introduit dans une
fiole d'essai. Dans nos essais standards, la ¢@ia®isubstrat mise en oeuvre dans le test de
biodégradation utilisé (5 pL) est tres sensiblensumérieure a la saturation de l'espace de
téte. De par I'effet déstructurant qu'il exercelssirstructures membranaires lipidiques, l'excés
de 2-EHN est alors susceptible d'empécher la @woiss bactérienne. Pour s'affranchir de
l'inhibition, nous avons ajouté au milieu de cutwne phase non aqueuse liquide (non
agueous phase liquid ou NAPL selon la terminolagiglosaxonne), telle que le HMN. La
phase NAPL piége la majeure partie du 2-EHN et dertéserve de substrat. Au fur et a
mesure de la consommation du substrat dissousElN contenu dans la phase NAPL est
progressivement transféré vers la phase aqueuse.

L'utilisation du 2-EHN en tant que substrat de £sance impose aussi de disposer de
micro-organismes dotés de propriétés pariétaleticpbgres et capables de résister a la
toxicité du substrat. L'aptitude a dégrader destsats branchés est également requise pour
ces micro-organismes. La sélection de micro-orgaesscompétents est effectuée selon deux
types d'approche :

- Des microflores, issues de boues de station d'8pnrarbaines et de raffineries ou
de sols contaminés par les hydrocarbures, soretestfin d'isoler des microflores
compétentes. Ensuite, des isolements sont teq@giade ces microflores.

- Des souches de collection sont testées directef@emaison de la difficulté d'isoler
des micro-organismes a partir des microflores cdemiés). Ces souches
appartiennent principalement au groupe des "CMNOufpCorynebacterium-
Mycobacterium-Nocardia lequel est connu pour sa capacité de résistanze
hydrocarbures. De nombreuses souches de ce group@ar ailleurs capables de
dégrader les hydrocarbures branchés.

L'ensemble de ces travaux ont été effectués daboohtion avec Floriane Solano-

Serena, Maitre de Conférences a I'ENSIL (Ecoleddate Supérieure des Ingénieurs de

Limoges).

2 Elucidation globale des voies de dégradationdu 2  -EHN
Le 2-EHN est potentiellement récalcitrant a ladiéigradation. En effet, la molécule de

2-EHN est de petite taille et possede une structaneifice du fait de la présence d'un

substituant éthyle en position 2 de la chaine fpaie.
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L’étude des voies de dégradation du 2-EHN est pnse avec la bactérie M(
austroafricanunmFP 2173) présentant la meilleure cinétique de dgoadation. Un bilan final
en carbone est établi avec cette souche. Ce bikinem évidence I'accumulation d’un
métabolite qui est identifié par CPG-SM. Il nousnpet de proposer une voie de dégradation
probable pour le 2-EHN.

L'identification et la synthese chimique de l'imé&diaire métabolique, non disponible
commercialement, ont été effectués dans I'Unit@®ligopharmacie et Médiateurs Chimique

de I'INRA de Versallles par Lucien Kerhoas et MaatLettere.

3 Identification des enzymes induites lors de lacr  oissance sur 2-
EHN

Les enzymes impliquées dans la voie de dégradgtitative sont recherchées par deux

approches classiques :

- L'analyse protéomique de la bactérie aprés craiesanr 2-EHN comme unique
source de carbone est effectuée. Des gels d'ébhirese 1D et 2D sont réalisés. Des
polypeptides sélectionnés font I'objet d’analysesdguences en LC-MS/MS, et les
informations sont confrontées aux banques de denpear obtenir une identification
provisoire des polypeptides induits. Ces analysdasété effectuées au Laboratoire
d’Etude Dynamique des Protéomes dirigé par Jéroamm@u CEA de Grenoble.

- L'analyse des génomes de bactéries récemment sEuerésente une source
d’'information & ne pas négliger pour retrouver ggnes d'intéréts difficilement

repérables par I'approche protéomique.

4 Recherche et expression des genes d’intéréts
Des sondes nucléiques spécifiques sont eélaborégsclomer les génes correspondant

aux polypeptides. L'analyse de la séquence dessgéimérét et des régions flanquantes
nous renseigne sur la nature des genes impliquési que sur la fonction des enzymes
codées.

Afin de valider l'activité des enzymes trouvées fgproche protéomique, certains
genes d'intérét sont surexprimés dans des bactmspriées. La surproduction d'enzymes
sous forme recombinante devrait faciliter leur ésoént et I'étude de leurs propriétés

catalytiques et biochimiques.
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