SQi2MiB2HDb /2b TQHv@ ?v/ Qtv H+ MQ i2
# +i0° B2Mb TQm™  H62M+ TbhmH iBQM /2 KQI
120 T2miB[m2

* "QHBM2 C BM@"2m;m2H

hQ +Bi2 i?Bb p2 ' bBQM,

* "QHBM2 C BM@"2m;m2HX SQi2MiB2Hb /2b TQHV@?Vv/ Qtv H+ MQ i2b
/2 KQHO+mH2b " pBb02i?0° T2miB[m2X JB+ Q#BQHQ;B22iS bBiQHQ
@ ""2Dbi- KyR3X 6° Mi BbX LLh, kyR3"_layyN8 X i2H@ykR99y8R

> G A/, iI2ZH@ykR99y8R
21iTb,ffi2HX "+?Bp2b@Qmp2 i2bX7 fiZH@ykR?9
am#KBii2/ QM kN J v kyRN

> G Bb KmHiB@/Bb+BTHBM v GOT24WB p2 Dmbp2 "i2 THm B/BbBIBTHBN
"+?Bp2 7Q i?72 /2TQbBi M/ /Bbb2KIBEBMBR MNQ@T™+B2® " H /BzmbBQM /2 /
2MiB}+ "2b2 "+?2 /Q+mK2Mib- r?2i?@+B2MMiB}2mM2b#/@ MBp2 m "2+?22 +?22- T
HBb?2/ Q° MQiX h?2 /IQ+mK2Mib MK VW+RK2Z2EF IQKHBbb2K2Mib /62Mb2B;M
i2 +?BM; M/ "2b2 "+? BMbiBimiBQWER BM?8 7M#M2I @b Qm (i~ M;2 b- /2b H
#Q /-Q 7 QK Tm#HB+ Q T ' Bp i2T2HRAB+B @2MT2BIpXib X



THESE DE DOCTORAT DE

L'UNIVERSITE

DE BRETAGNE OCCIDENTALE
COMUE UNIVERSITE BRETAGNE LOIRE

EcoOLE DOCTORALE N° 598
Sciences de la Mer et du littoral
Spécialité : Microbiologie

Par

Caroline JAIN -BEUGUEL

Potentiels des Poly -HydroxyAlcanoates (PHA) bactériens pour
OTHQFDSVXODWLRQ GH PROpFXOHYV j YLVpH WKy

These présentée et soutenue a Brest, le 14.12.18
Unités de recherche : Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes (LM 2E - UMR6197) Ifremer Brest

Institut de Chimie et des Matériaux Paris -Est (ICMPE - UMR7182) CNRS Thiais

Rapporteurs avant soutenance : Composition du Jury

Sophie MONGE -DARCOS Gwenaélle LE BLAY
Professeur Professeur (Président du Jury)
Université de Montpellier (UM) / ICGM  Université de Bretagne Occidentale (UBO) / LEMAR

Manfred ZINN  Sophie MONGE -DARCOS
Professeur Professeur (Rapporteur)
University of Applied Sciences Switzerland (HES-SO) Université de Montpellier (UM) / ICGM

Manfred ZINN
Professeur (Rapporteur)
University of Applied Sciences Switzerland (HES-SO)

Ruxandra GREF
Directeur de Recherche (Examinateur)
,QVWLWXW GHV 6FLHQ®$hY OROpFXODLL

Christelle SIMON -COLIN
Chargé de Recherche (Directeur de these)
Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes

Valérie LANGLOIS
Professeur (Co-directeur de these)
Université de Paris Est Créteil (UPEC) / ICMPE



REMERCIEMENTS

Je souhaite adresser mes sincéres remerciements a Madame Sophie MONGE
Z K"U WE}( »» pE o[/ve8]5pus Z o « ' EZ & § D}v38% o
Manfred ZINN, Professeur de la Haute Ecole Spécialisée de Suisse Occidentale, pour avoir

% $ afueh mon travail de thése en qualité de rapporteurs. Je remercie également

D u ZuE v E 'Z&U JE § uE zZ 72 € Z o[/ve3]Sus
[KE« CU & D u 'Av #o0o0 > >zU WE}( ¢ uE p > }E 3}
o[ VA]E}vvDu &}§v o[hv]A E-]3& E S Pv K ] v3o U %}uE

participer a mon jury de thése.

Ce travail de thése a été réalisé au Laboratoire de Microbmidgs Environnements
Extrémes|I(M2B de Brest Jve] <@[[/veS]Sus Z]u] riagux Parif&ss(CMPR
de Thiais. Aussi, je tiens a remercier Monsieur Mohamed JEBBAR et Monsieur Didier
FLAMENT, directeurs du LM2E, ainsi que Monsieur Michel LATROCHE et Madame Valérie
> E'>K/AU JE S pE- o[/ DW U %o }u E airf dA luitahlisiement. p Jo o]

§] ve % ES] po] & u vs E uE] E of/veS]Sus &E v
o[l A% o0}]S S]}v o D& ~/&Z D Z+« S o Z P]J}v & S Pv %}uE L

de recherche doctorale.

Je souhaite également remercierdleu u E -« ol }o } S}E o LA I VAR

DE § p>]35}E 0 ~ ~D>¢ %}UE u[ A}YJE % Eule [ (( Su E -

Mes profonds remerciements vont a Madame Christelle SINCONLIN, Chargée de
Recherche HDR, ma directrice de theseLM2E, qui a cru en moi il y a plus de quatre ans
iU u[ }(( &S5 §S u PV](]J<H }%o%}ESUV]S E Z E Z upos
appris. Merci encore pour nos discussions enrichissantes, ta confiance, tes qualités

professionnelles et plus eno® humaines.

Au méme titre, je souhaite sincerement remercier Madame Valérie LANGLOIS,
WE}( ¢ pE o[hv]A E+<]8 W E]e 5§ E 3§ ]JoU u JE S3E]

judicieusement orienté ce sujet de thése vers des travaux aussi originauxograéeurs, et



*UHESIUS % }UE u[ A}YJE % Euls [ %% E Z v E o0+ (}v u vse
D E] A}lue %}uE A}SE ][ VA ]JooVv U %}UE 0 ¢ }%%}ESUV]S
cu Alpe u[ A1 }(( ES +X

Par ailleurs, je remercie chaleureusemsS o[ ve u 0 e Uuu e+ p >DT S
o/ DW U Z & Z pE-U JvP v] uE+s S S Zv] ] veU %}uE 0 PE ]*
0 ¢ E %}ve o <u[]Joes }v3 SIHIIUE* ep U[ %% }ES EX > A] o 1}
SIHIJUEs *Ju%o0 3 Bo]€E RA}e 1 + 3 ]Jv]S8] 8]JA e« <uy o >Di & of
0 }JE S}]E ¢ %% E HPE* HPE+* 35 VIA S pE+U pn s ]Jv ecpoe i[] 8

trois années formidables a vos cotés

Aussi, je tiens plus particulierement a remercier MoosiErwan ROUSSEL, Chargé de
Recherche au LM2E, pour son implication dans les expériences et travaux menés en biologie
moléculaire. Nos discussions sur le rble écologique des organismes producteurs de PHA et

o[ Alous]}v ¢ }eCe3 u o u E]¥ PWEIFHUE }V[Jve%]E 5]}vX

[ UEE % ES & A S}pus u E }lvvi]eev Ui EuE] D
WE}( *s HE of[hVv]A E+]8 W E]s ¢35 E § JoU %}uE o =+« A}JEU
u[ A1l & veu]e v u 8] E ZludX Keul%s}o[Cus @ E Alpe 8§
% $] v ] MI}HE [Zu] i[] EE]A %% E Z v E 0o *Gv3Z o 3§
chimique des PHA

Je tiens également a vivement remercier Madame Ruxandra GREF, Directrice de
Z Z & Z Oo[/"DKU <dpo]JCS % (Eu]e- ufJvs € s« E HAE V V}%o !
MOF, qui sans nul doute incarnent la future génération de thérapeutique. Merci pour votre
]*%}v] ]0]8 U A}SE Jus U A}SE P v3]Joo e+ 3 0 }Jv(] Vv <
remercie avec la #me sincérité tous les membres de votre équipe, impliqués et

] VA Joo vieU A «u] il ] U JU% %o % E ] Z VP E 3§ SE A ]c

Par ailleurs, je remercie Madame Ludivine HOBENAULT, Ingénieure affiliée au
vEE WZ}8}v]cp 13D ] 0% }p@[/OPRYIE (}EuU A v EF
dévouement aux techniques complexes de la biologie cellulaire et de la microscopie

confocale.



]v Al uuvdUi Eu E] A VIEu uvd [u]8] u=+ }oo
post-docs et jeunes stagiaires, qui ont été nomux a mes cbtés durant ces trois années. Le
*}us] vU o« e pec]lve o T vS](Jcp o ~}p up]ve o J vS](J<p cYeU O ¢
les rires que nous avons partagés ont contribué a rendre cette grande aventure du doctorat
la plus belle et enrlussante possiblé Je ne citerai pas de noms de peur de ne pas étre
exhaustive, néanmoins je tiens particulierement a encourager mes paires, les copains qui
o[ %% E!S3 v8§ P o u v$ *}us VIE o pE 38Z - U « A}JJE ~ U z

Antoine & Sarra. Merci, merci, et bonne continuation a vaoss !

W E Joo HEes § o[ P]ee v§ }pus] vU Ao pE-+ 3§ E]E -
de la premiére heure et ceux rencontrés trop tard, merci pour vos encouragements mais
surtout, merci pour ous ces bons moments, ces moments qui font que la vie est belle, folle
et excitante! Ainsi et par ordre alphabétique, Mer8arbie Carine Charloy Didine, Jé,

Justyne LévéMath, Mel, PapassPauline Perrette, Seb,Steven etYang

Bien sdr, je tiens a remercier avec toute mon affection ma famille, pour vos
encouragements et votre bienveillance, et avec tout mon amour, mes par€atg.est Papa,
il 1] v(]v (]Jv] u lesLagigueur, la loyauté et le travail sont les valeurs que ti[

inculguées, et que je tacherai de ne jamais oublier. Merci

Enfin, et peutétre méme avant tout, je remercie mon mari, Quentin BEUGUEL, sans
<u] i v[ HE ]* % E} o€ uwebatene carriere dans la recherche. Brillant
rhéologue, tu as tojours cruen mqgi § v[ ¢« | [ V JUE P E S ul ] &
avec tant depersévérance que dbienveillance Tu es certainement mon meilleur collégue,

mon meilleur partenaire, en sciences comsw le long chemin de notréde, Merci !






TABLEDES MATIERES

NOATES)

LISTE DES FIGURES ... ...t ettt e e e e 10
LISTE DES TABLEAUX ...ttt a e e e e e 14
LISTE DES ABBREVIATIOINS. ..ottt et e eens 16
INTRODEUTION GENERALE.......co e 18
CHAPITRE |I. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES POLY(HYDROXYALC2d
l. 1. Présentation des Poly(HydroxyAlCan0oates)...........oceevieeviiieniieiiiiiiiiee e 24

[. 1. 1. Découverte des PHA. .. ... e 24

[. 1. 2. BIOSYNthESE deS PHA. ... e e 26

I.1. 3. Réles écophysiologiques des PHA bactériens...........oooeveiiiiieiiiii e 32

IX iX X Z€o « « u}viu E - WeooooZo L0 [ FUUeccee, 33

I. 1. 5. Biosynthése et potentiels des copolymeéres de P(BHB4HB)...........cccevvvneennnen. 35

l. 2. Méthodes de détection de bactéries productrices de PHA............ccccoeevvveeee 37

I. 2. 1. Techniques de criblage non MOIECUIAILE. ..........c.vviniiniiiiee e e 37

I. 2. 2. Techniques de criblage MOIECUIALLE...........c.ueeniiiiiiieei e 38

I. 3. Potentialites des PHAL ... et 41

I. 3. 1. Implantation des PHA surle marcheé............c..coooiiiici i 43

I. 3. 2. Fonctionnalisation des PHA comme matériauxvptamts..............coocevviiiiiieennnnns 45

I. 3. 2. 1. Fonctionnalisation de PHA par bioSynthese........coovvvviviiiiiieniiiiieeieienieneennn 4D

I. 3. 2. 2. Fonctionnalisation de PHA par modification chimique.........c.ooviiiiiiiiiciiiiiinn 47

I. 3. 2. 3. Fonctionnalisation de PHA par greffage de polyméres biocompatibles................. 48

I. 3. 3. Usage de¥HA a des fins biomeédicales..........ccouviiiiiiiiiiei e 50

IX IX iX iXW, Uu 3§ E] pE % }WE..alL]v.P. .v]..E]...8] 0. ] E...... 51

I. 3. 3. 2. PHA, matériaux pour la libération controlée de principes.actifs..........c.cvevieininenn.. 53

I. 3. 4. MOF & nanoparticules hybrides..........ccoueiuiiiiii e e eas 56

L. 4. CONCIUSION. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e 59

CHAPITRE II EXORATION DE LA BIODIVERSITE ASSOCIEE AUX ENVIRONNEMENTS
MARINS PROFONDS POUR LA DETECTION DE BACTERIES PRODUCTRICES
P(BHBAHB). ..o 62

1 R [ 0 (0 o [ U1 1o ] F TR 64




[1. 2. MAtErielsS & METNOUES . ... cn e, 67

II. 2. 1. Echantillonnage de la collection Ifrem®2E..............ccooiiiiiiiiiiiieeeeeen Qa7
[IX IX X o }E 3]}v [uV  }00.8]} Ve . 3E.ALO e, 69
[IX TX TX A 0}% % u vsS Juv u §$Z} E] o P ulo po JJE %}pCE
productrices de P(SHBAHRB).......ccuuiiiiiiie e e e e 69
[ITX IX X iX }v %S]}v [ u}@E& - praCet4HBCoAL.Q..e..P..M..0eceenenenenee. 70
Il. 2. 3. 2. Mise au pointjduv % E1}S} }o E] o P ulo phat giEHBCoAFANYV -
1=od 00110 U1 = = PP 74
Il. 2. 4. Approche culturale pour paioduction de copolymeéres de P(3HB4HB) par fermentation
0T 10 (= 1= o = 76
Il. 2. 4. 1. Production de P(SHB4HB) en erlenmeyers selprotocole de culture standardisé.....76
. 2. 4. 2. Optimisation de la production de P(3HB4HB) en bioréacteurs...........c.cocvevenenann. 78
II. 2. 5. Extraction, purification et caractérisation des PHA..........cccooviiiiiiiiiei i, 80
. 2. 5. 1. Extraction et purification des PHA.........c.viiiiiiiiere e ee e e e 80
[1. 2. 5. 2. Caractérisation deS PHA. . ...ttt ee e e e e e et e e ens 80
Il. 2. 6. Analyses phylogénétiques des souches productrices de PHA igsve&]E}Ivv |u vSe
MANINS PrOTONUS. ..cee e et e e e e e ees 81

[IX TX 6X » <pv P e % E} H]Se W Z Uu%o0](] * % E o0 *.82u%o0 ¢ [ L

[IX TX 606X iX WUEI(] Sl}tv * % E} plSe W Z u%o](] = % E s UujE& -

(ot T0 0T Tt ot PPN 83

II. 2. 7. 2. Purification des produits PCR PHASCI par ClONage. .....o.vvvvvereenirieienerienieneenennes 84

[I. 3. RESUIALS & DISCUSSIOML.....ceviiiiiiiieeeieiie ettt e e e e e e eeeeaes 87
1. 3. 1. Détection par criblage moléculaire PCR des bactéries potentiellement productiices de

P BHBAHB). ... ittt n e e 87

II. 3. 1. 1. Détection des gén&8S phaCet 4HBCoApar criblage moléculaire...........c..vvvveneen. 87

Il. 3. 1. 2. Séquencage des produits PCR amplifiés par les amorces PHAscIf/r1 et.AHBf/rl.. 92

Il. 3. 2. Production de copolyméres de P(3HB4HB) par fermentation bactérienne a pdrtir des

souches révélées positives au criblage moléculaire...........cccooeviiiveiiiiiciineeans 96

II. 3. 2. 1. Production de copolymeéres de P(3HB4HB) selon un protocole de culture standardisg

[IX iX TX TX o] [}%3]ule 8]}v 0 % E} U 3]}ven.es }.%0 }.0.C u.1@6 - W~i, &
Il. 3. 3. Exploration de la biodiversité bactérienne productrice de PHAscl associge aux
environnements Marins ProfoNds..........coouviiiiiiii e 109

II. 3. 3. 1. Analyse phylogénétique des souches bactériennes productrices de copolymieres de

LG R T=T =) T, 109

II. 3. 3. 2. Analyse phylogénétique des souches bactériennes productrices de.PHAscl...... 111

II. 3. 3. 3. Analyse phylogénétique des souches bactériennes basée sur la détection plegeAdd 6




CHAPITRE Il SYSTEMES PARTICULAIRES POREUX HYBRIDES ©RGANIQUE
INORGANIQUES BIOCOMPATIBLES. ..., 120
e R g o 18 o o o PRSP 122
1. 2. MAriels & MEthOAES..........ccoiiieeie e 123
2t I V= 1 (= = £ P 123
. 2. 2. Synthése de PHA amphiphileS.........ooouiiiiiiii e 123
. 2. 2. 1. Synthése de PEiD)13ySQ 20y« ++xxerrrrurirrrmriirriiiirrriiie e 123
l1l. 2. 2. 2. Synthése de PE,SQ 2oPEG) et de PH@/SQ 20PEQis)--«veerveeerereermeeereeens 124
[ll. 2. 3. Conception de nanoparticules hybrides MRBA............cccovviiiiiiiiiiieeneiieeenens 125
. 2. 4. Caractérisations physicimique et microscopique des polymeéres synthétisés 126
Ill. 2. 5.Tests de cytotoxicité et de prolifération cellulaire sur une lignée cellulaire dg type
macrophages au contact de nanoparticules MEHFA .........ccoiiiiiiiie e 127
. 2. 5. 1. Culture des cellules Modeles J774A.AL .....cceuiiiiii e ae e eneaeaes 127
[11. 2. 5. 2. TEStS A CYtOIOXICIEE . .. vvueeueeeeeeeei e et ete e e e et e e e et e et e e e e e e e e e eaeaneenes 127
1. 2. 5. 3. Test de prolifération CElUIAINE............vvueen e e r e e 129
Ill. 2. 6. Observations par microscopie confocale a balayage.laser..................c.......... 129
. 3. RESUIALS & DISCUSSIOML......ciiiieiiiiiiie ettt 131
lll. 3. 1. Synthése de PHA a moyennes chaines hydrosolubles.............ccccoveevieennen. 131
1. 3. 1. 1. Greffage drouUPemMENtS SUIfONAIES . .. .uvviriieerir it eeeiee i ereereet e eenieneeneas 131
1. 3. 1. 2. Greffage de polyméres de poly(éthylene glycol)........oeevvrviriiniiieeniieeeieaeanes 136
1. 3. 1. 3. Caractérisations PNYSHTMIGUES ....vuiverireriitieteeetiereneriesienreeeaerieneresnenns 138
lll. 3. 2. Synthése de nanoparticules hybrides NPBIR .............c..coeeeeiiiiienciieiieeeennens 140
1. 3. 2. 1. Caractérisations PRYSHTMIGUES. .. ...vverererieriereenetisreneresiesreeraerieneeesnenns 140
1. 3. 2. 2. Caractérisation Par MICITOSCOMIE. . .. vureutrertenrenerreeeneeietienrenrenesarseenesasnsaes 145
. 3. 3. Etude de la biocompatibilité des nanoparticules hybridesRKDk..................... 148
Il. 3. 3. 1. Cytotoxicité des nanoparticules hybrides NPEIR via-Ale [uv ]Pv
IMMUNItAIre PRAJOCYLAINE. ... cu it i e e n e e e e e e eaas 148
[IIX TX IX IX Su 0 % E}o]( & SJ]lv Juv o]Pv Juufjuv]s 1&E
nanoparticules hybrides MOIFHA ... e 154
[IIX TX 00X Yu%l}®ES u vs [uv o]Pv Juupv]s JE %Z P} €S |E U
NYDrIAES MORPHA. ... e ae e e e e e e e e ens 157
CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES........cooi e, 160
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ... 168
VALORISATION SCIENTIFIQUE ... 196







LISTE DES FIGURES

Figure 01.Image de microscopie électronique de la souche bactérieRrerobacillug

ferrooxdans v . %Z ¢ [ pupo S]iv JvSE oopo |JE W ~17,.24XK
Figure 02Structure générale des poly8/droxyalcanoates)..........ccceeeeeeeviiiiiiiiniennnnnn.. 26
Figure 03Voies de biosynthése des polyi@droxyalcanoatesS)............ccccceeeeeeiiiinnnnn... 27

Figure 04Organisation des opérons codant les PHA synthases de types |, Il, lll.et.1\28

Figure 05.Schéma récapitulatif des interactions entre les protéines impliquées dans la

PCR.

SYNINESE UES PHA ... e e e e e e eaas 29
Figure 06Voies métaboliques de biosynthese des PHA............ccccccoiiiiiiiniiiiiiiiinnnn... 31
Figure 07 Structure chimique du-Bydroxybutyrate et du 4ydroxybutyrate.................. 34
Figure 08 Représentation du plasmide pKSSES5.3 portant les gameSet 4AHBCoAthez |
bactérie compétentdE. COIXLEDIUE..............oiiiiiiiiiiiiiieee i 36
Figure 09 Récapitulatif ds étapes effectuées dans le cadre du criblage moléculaire pa
................................................................................................................................ 39
Figure 10Positionnement des bioplastiques..............ccccccceevviieeeniiiiiiiiiiiciiiiieeeeen A1
Figure 11 Classification des bioplastiques issus de ressources renouvelables.......... 42
Figure 12Capacités de production mondiale des bioplastiques en 2017...................43
Figure 13Structure générale de PHA a courtes et moyennes chaines...................... 45
Figure 14, Structures moléculaires de PHA fonctionnalisés obtenus par fermentation
bactérienne ou par modifications ChimMIgsL.................cccccceeeiviieeeriiiieiiiiiieniiiiiieeennaen. 46
Figure 15Schéma de la réaction de type thée.................cccccocviiveeiniiinecnnnnn. . 49
Figure 16 Exemples de biomatériaux congus a base de PHA...................cccceevii. 52
Figure 17.Evolution de la concvSE S]}v Vv u}o MO * S]JA ¢« u V]A
(0110 =T T PP PPPPPPPPPS 54
Figure 18 Exemples de biomatériaux concus a base de PHA................ccccceevennnn. 55
Figure 19 Z u 0 *SEY SUE -1ppWFeR.K.&.D./>....cccvveeriaaann. 57
Figure 20.* Z u e oSEU SUE * u EJv » E SEIPA % E}
................................................................................................................................ 64

Figure 21./u P [UvV Z ulv ZC E}SZ Eu o <]Syu U v]A |u

ve 0} VvV W J(]J<p U § % EEhimigues asseiBse]. bl 65

EE

HooHpoe]
Juls [
o @

Figure 22 Noms, dées et zones géographiques des campagnes océanographiques lfremer.

Figure 23.Alignement des régions conservées des séquences protéiques codant Ja PHA

synthase de type | (PhaG)vpuu E}e | ee]lv " v vl VSE..%.. . E.VEY ¢ e

Figure 24.Alignement desrégions conservées des séquences nucléotidiques relativ
genephaCde type l~vuu E}e | ee]lv ' v vl VSE..%.E.VSZ. Y1
Figure 25.Alignement des régions conservées des séguences protéiques codan

hydroxybutyrateCoenzymeAransferase (4BCoAt) ~vuu E}e | ee]lv ' v
PANENTNESES). ... it et aarraaaas 72
Figure 26.Alignement des régions conservées des séquences nucléotidiques du
AHBCOAt~vpuu E}e | se]lv VSE..%..(E.VSZ. .02 .ccooeeeeennnn..... A3

10

S au

la 4
A

gene

vS E



Figure 27 Schéma du procédde production de PHA en erlenmeyers en deux phases/6
Figure 28. }u%o}e vSe [pv J}E S p& D]v](}E.. 0. >. .z/[E&KZ8
Figure 29Schéma du procédé de production de PHA en bioréacteurs en deux phasg9
Figure 30Carte génique et séquences promotricaswkcteur pPGEM (Promega).......... 84
Figure 31." 0 [ 0 SE}%Z}E - * % E} U]Se W Z o ol Z o
amplifiés par les amorces 16S, PHAscIf/r1.r2 et AHBf/rLa2.........ccveeeeeeiennniiina, 38
Figure 32Position et appartenance des nucléotides retrouvés en début de chaque fra

X

difiou

ment

ClONE B SEOUEBINCE......cci ittt s e e e e aeaaas 92

Figure 33Alignement des séquences nucléotidiques des PHA synthases de typedt IV

Figure 34Spectre RMNH du P(3HB), produit par la souche AT1214 en présence de 5

g/L de

GIUCOSE. ..t 10

Figure 35Spectre RMNH du copolymére de P(3HB4KB synthétisé par la souche AT12

3,

en présence de 5 g/L de glucose et 1,5 g/bwigdroxybutyrate (4AM)..............ccceeee... 10

Figure 36.Position phylogénétique des souches bactériennes productrices de copoly

meres

W~i, 0, U S o] o %@® °*sovp 0 }S] J<p e pP v } .0

o[ ZEE

Figure 37 Position phylogénétique des souches bactériennes productrices de PHA a

ourtes

w

ch 'veU § 0] [ %@ * 0 ¢ <puv vy o0 }S] J<u . u.RP.M

} vs o]

Figure 38.Position phylogénétigue des souches bactériennes détectées positives (

our le

génephaCU S 0] [ %@ * 0 ¢ ¢« <p v ¢ vy 0 }S] J<p o W..R1

} vsS o

Figure 39.Madifications chimiqgues du PHOU impliquant le greffage (1) de groupel

ents

sulfonates $Q) puis (2) de poly(éthyléne glycol) par réaction tgiok photoactivee.....13

Figure 40Spectres RMNH du PHQ@7\U(33)(a) dans le CDGt du PHQ@7U13SQ 20y (b) dans

Figure 41.Conversions des insaturations latérales du Rh®s3), en fonction des ratig

molaires de S©, déterminées par RMRNH. ................cc.oovurioiieereiieieeeeieeeieeeeeeenn 133
Figure 42Spectres RMNH du PEG méthyle éther thiol dans le GDCL...................... 134

Figure 43.Spectres RMNH du PH@/UnSQ eoPEG) (8) et du PH@)SQ xoPEGs) (b),

AANS 18 DIMSEO. ... e o e e e 13

Figure 44 Ratios de PEG déterminés par RMINa partir des copolyméres PHQJ/SQ

2oPEG) (gris) et PHE@nSQ 0oPEGg) (noir), en fonction du nombre de dialyses effectu

ceS.

Figure 45. Thermogrammes duPHQs7Ugs, du PHQ7U7SQ 20PEG), du PH@.SQ

e L 13

Figure 46.Schéma récapitulatif de la conception de nanoparticules hybrides-Ri p

=

101 0] (=T e T = L0 o T PSP 14

Figure 47 Potentiel zéta des nanopatrticules de type MOF nus ou enrobés de copolymé

res de

PHQ57)U(7)SQ_(20)PEQ;) et de PH@7)SQ_(20)PEC53) Uu e U E Ve O [ HUO§. E4

%o U E X

Figure 48.Diametres des nanoparticules hybrides MPHQs7U7SQ 20PEG) et MOF

PHQ7SQ20PEG3 U *UE % v VS 060 Z Ve O] U HOSE %op(

F -~ S

tampon phosphate salin (PBS) a 37°C (c et d), en fonction des concentrati

DNS  en

COPOIYIMIEIES... ..ottt et e e et e e e et e e e e et e e e e et aaeeeanaeeaeeennnas 14

Figure 49Clichés de TEM et proportionsoatiques relevées par SEM et STEDIX a part

=

de_nanoparticules de type MOF nus, enrobés de 4 g/L decRHEBQ 20PEG) ou dg

e ey = e 14

11



Figure 50 Mortalité des cellules J774.A1 calculée a partir du test CytoTox Fluor (Promega),
en fonction des concentrations en copolymeres (a) ou en nanoparticules de type MOF natifs

}p vVE} - W, (}v S]}vv 0] » ~ eU % E..10..Z..[]Jv..ul

}v X

Figure 51Viabilité des cellules J774.A1 calculée a partir du test LDH (Roche), en fonction des

concentrations en copolyméres (a) ou en nanoparticules de type MOF natifs ou enrd
W, (}v 8]}vv 0] ¢ ~ eU % E e..00.2..LJlv..u...81vX.........15

bés de

Figure 52.Nombre de cellules J774.A1 viables déterminé par le test RealTime Glo pendant

42 h en présence de copohgres de PHA fonctionnalisés ou de nanoparticules de type
NALIFS OU BNTODES. .. ..ot et e e e e e aeeeaaenas 15
Figure 53./u P - u] E}e }%o] }v(} o [Uv u E}%Z P u
[Jv o S]}vU e ve SCE J[S UVS ~ ¢ S VvV %E * vV iil RH
MOF MIELOO.. ...t ettt e e e e e e e e e aeeens 15

Figure 54.Images de microscopie confocale de macrophages murins J774.A1 api

[]v piorsau contact de 200 pg/mL de copolymeres de BH®)SQ 20PEG) imprégnés

de rhodamine b (a) ou de 100ug/mL de nanoparticules de type-F@®:/\U7»SQ 20PEG)

12

MOF

ME]V
lu>

es 3 h



13



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 01.Propriétés thermiques et mécaniques des P(3HB), P(3HB3HV), P(3HB4HB),

P(BHB3HHX) €t P(BHOBHHX).....ovveooveeeoeoeeeeoeeceeerevoeeeeeeeresereneseeeneseeneresnenennned 50

Tableau 02. Noms des campagnes océanographiques Ifremer, dates, localis

tions,

% E}(}v p&Ee [ Z vS]Joo}vv P S viu E U Z o u..2}.B8

7]o -«

Tableau 03Séquences nucléotidiques des amorces PHAsclf, PHAscIrl et PHAscIr272

Tableau 04Séquences nucléotidiques des amorces 4HBf, 4HBrl et 4HBr2.............. 73

Tableau 05.Nombre de souches bactériennes possédant les g@hes; 4HBCoAtou les

deux, classés par campagne océanographique Ifremer...............cceeeeveeeieeiieeeeennnnn.. 89

Tableau 06.Récapitulatif des 237 souches bactériennes possédant le pba€ le géng

AHBCOATOU IS GBUX . cenieeiitiiteee ettt ettt e e e et e et e e m et e e e et e ea e e e s eneeaeeenennenaes 90

Tableau 07Noms des souches et affiliations taxonomiques, correspondances BlastN

BlastX

des produits PCR séquencés et pourcentages de similarité...................ccccccoeeiee. 94

Tableau 08Moyenne des rendements de PHA (en g/L et en g PHA/g masse cellules

seches),

temps de fermentation (h), masses de cellules séchés et compositions monomériqu

£S

des PHA obtenus apres fermentation cellulaire en présence de 5 g/L de glucose et 1,

b g/L de

Tableau 09 Rendements et ratios de 4HB en fonction du mode de culture, de la dur

ée de

fermentation et des sources carbonédslu: glucose, Glyglycérol, 1,8ut: 1,4butanediol

Tableau 10.Epu E}e | ee]lv E / "v vl }EE *%}v VS q

[ ZEGE

POrteuses du GENPNAC .............iiiiiii et e e 11

Tableau 11.Ratio massique de PEG libres éliminés apres dialyse, en fonction

de la

concentration du PH@WUnSQ 20PEG) dans le DMSO..............cccccuvuviiiiiieeiiiiniaenn, 13

Tableau 12 Caractéristiques des polymeres de PEG, Bis), PHQN\U~»SQ 20PEG) et

PHQ51SQ 20PEGia) crreiiresoirresoirse s sressiesesimeeseiresssieesesees e seeeeeee 13

Tableau 13 Compositions atomiques moyennes des nanoparticules de type MOF n

ifs ou

imprégnes de 4 g/L de PgU7SQ poPEG) ou de PH@NSQ 00PEG g, déterminees p3

STEMEDX et SEMDX, comparées a la composition élémentaire des MOF calculée p

ar XPS.

14

E

s



15



LISTE DES ABBREVIATIONS

AHBCOAt
ARNr 16S
CHG
DLS
DMSO
DSC
EDX
EPS
EtOH
MEB / SEM
MeOH
MET / TEM
MOF
P(3HB)
P(3HHXx)
P(3HO)
P(3HU)
PEHV)
P(4HB)
PCL
PCR
PEG

PHA

4-hydroxybutyrateCoenzymeAransferase 4HBCoAt géne)

Acide ribonucléique ribosomique 16S

Chloroforme

Diffusion Dynamique de la Lumiére / Dynamic Light Scattering
Diméthylsulfoxyde

Calorimétrie Différentielle 8alayage / Differential Scanning Calorimetry
Energie Dispersive des Rayons X / Energy Dispersaye X
Exopolysaccharide

Ethanol

Microscopie Electronique a Balayage / Scanning Electron Microscopy
Méthanol

Microscopie Electronique en Transmission / Transmission Electron Microscopy
Metal Organic Framework

Poly(3hydroxybutyrate)

Poly(3hydroxyhexanoate)

Poly(3hydroxyoctanoatég

Poly@-hydroxyundecenoate

Poly@-hydroxyvalerate)

Poly@-hydroxybutyratg

Poly(xcaprolactone)

Polymerase Chain Reaction

Poly(éthylene glycol)

Poly(hydroxyalcanoate)

16



PhaC
PHAmMcI
PHAscI
PLA
RMN'H
SEC

THF

PHA synthasephaC: gene)

Poly(hydroxyalcanoate) medium chain length / & moyerotesnes

Poly(hydroxyalcanoate) short chain length / & courtes chaines

Poly(acidelactique)

RésonancéMagnétiqueNucléaire du proton

ZE}U §}PE % Z]

Tétrahydrofurane

[ £ o uzg ExclusSiodEJhrpmatofraphy

17



INTRODUCTION GENERALE

18



19



Alors que le XXsiécle a incontestablemenprivilégiéla ( &] $]}v § o[ue P
molécules synthétiqueslans tous les domaines scientifiques, le ®&@mble fermement
[} E] vérsi&s biotechnologiegCantor, 2000; Gavrilescu and Chisti, 2005; Bachneann
al, 2014)S o}v o[KEP v]e S]}v }}% & S]}v S A Q@B u vs }
le domaine des biotechnologies viseetployer des organismes ou composés issus de
ressources biologiques, pogromouvoir la conceptiorde matériaux vivants ou inertes, a

des fins de production de connaissances, de biens ou de se(wiz&s.ocde.org)

En effet suite a une récente double prise de conscience mondiigle aux réserves
limitées en énergie fossile et o] pupo 3]}v £ e<]A sdr ld pl@ast@ o vSe
SIHIIUE* %oope [ ((}ESe® *}vS Je% ve * <y viagésplfs Sdtarkds &} v %o (
E *% Sy LA o[ v A€ ger soiti daddUles domaines agricoles, industriels ou

encorepharmaceutiques ebiomeédicaux

[ S Ve } v S v@alénté de développement demodes de consommation
raisonnée et de produits limités en comm®s pétrochimiques que les
PolyHydroxyAlcanoate$ (PHA) « [ ] u %dits Les PHAsont des polyesters synthéésa partir
de micrc}EP v]eu ¢ Je}o o[ vpdrGiple proeéssus de fermentation de
ressources carbonées naturelles. Outre letaractere biosourcé les PHA possedent
également des propriétés debiodégradabilité et de biocompatibilité particulierement

intéressantegpour un usage dans des domainds pointe, telle qudathérapeutique

Forts de ces préoccupationst disposés a combiner leurs compétencdss
chercheursdu Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrérhb®B de Brest
S o[/veS3]Spus Zlu]l] § <E8 (GVM&]de ARiapra@pdsent de montrer
les potentialités des PHA bactérierssus de la biodiversité maringo }uE& o[ o dpE S]}v
us &] uA£ []JvsS E!S et]plus Jartculierement de namparticules a visée

thérapeutique

Ce contratde recherchedoctorak a été finarcé parl [fremer (Institut Francais de
Recherch epE& o[ £%0}]S $]gtwne allocablondle recherche doctorale (ARED),

octroyéepar la région Bretagne.
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Face a la bioderisté des fonds marins, une méthodke criblage par technique
moléculaire PCR été mise au pointpour la détection de bactérigmarinespotentiellement
productrices de copolymeres de pyhydroxybutyrate4-hydroxybutyrat§ P(3HB4HB)
Ainsj les expériencesseraient menées sur des microrganismes issus de sites
hydrothermaux des océans Atlantique et Pacifique, échantillonnés lors de campagnes

océanographiques Ifremer.

Dans un deuxiéme temps ehe foisle criblage desouches bactérienneterming, il
*[ P]eéde]&ncevoides protocoles de production de PHA par fermentation cellulaiee
maniére a obtenirdes copolymeresde P(SBHB4HBaux E v u v3e § & S]}+ [HV]S *

hydroxybutyrate (4HB) les plus élevés possibles.

En parallele, dans w u E Z [ uo]}& S]}v Vie }lvv Jee v o
biodiversité bactérienne marine,uv Ev] & } i S]( [visaikod eddisn Ha
taxonomie et les inférences phylogénétiques des souches productrices de afidA

[ (Eette populationparticuliere,associée augnvironnements marins profonds.

> ¢ v % ES] §§ SZ o afo[uswy-Eld¢v < W, }uu
systémes de libération contrdlée de principes actifs. En paralEdendnoparticules de type
Metal-Organic Framework¢$MOF), a visée thérapeutique, ont déja montré toutes leurs
potentialités, mais également leurs limites en matiére de stabilité en milieu physiologique.
Par conséquent, des PHA fonctionnaljggreffés a la fois déonctions sulfonatepermettant
o[ (&gedu polymére a la surface des M@E de poly(éthylene glycolapportant des
propriétés de furtivité au polyméregnt été synthétisés%}uE& o[ o }&E S]}v *CeS§
hybrides poreux MOPHA SE A Jo § & o] o[/ DW U % E]v ]% 0 1
moyennes chaines de type poli8droxyoctanoate3-hydroxyundecenoate) P(SHO3HU).

Enfin, @ }oo }E 3]}v A o[/veS]Sus JE PV KM} Glapb DKe
biocompatiblité @& ces nouveausystemeshybridesporeuxMOFRPHAa été évaluéeris-a-vis
de cellules immunitairesu macrophags, par destests de cytotoxicitéet de prolifération

cellulaire
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|. 1. Présentation ded?oly(HydroxyAcanoateg

|. 1. 1.Découverte des PHA

Au début du siécle derniesuite aux progrégeéalisésen matiére de microscopie et a
o[]Jvs E!S e Z E Z nuE-* %o} pebscientifiglie@hchisdAarijicé) Lamoigne
centreses recherches i § } 4 @ mjcreorganismealorslargement représenté dans les sols,
Bacillus megateriumllindique ainsi<p[ v o[ < Vv [} At Pagtéde Gram positif
semble HUHO (E PV el ¢S V % ES] po] E U e}pe (}CEuU []Jv oy
(Lemoigne, 1926, 1927)

Figure0l. Imagede microscopielectronique de la souche bactérienferrobacillus ferrooxida
V %Z ¢« [ Mdupo S]}v JvSCE oopo JE W~T, «X EE& |
[ %o @& « t VP § >uWPE v ~id0

Quarante ans plus tard,undgrenet al. (1964, 1965; Wang and Lundgren, 1969)
affirment que certainessouches sont o[ A] ocapables de synthétiser unpolymére
naturel, < p [sJaaractérisat de poly(3-hydroxybutyrat§ ou R3HB (Figure 0). Au cours des
années 1970, lesA v« § Zv}o}PJcp ¢ v u 8] E [ VvOCe o Z]Ju]cu o
[T vs](] & %}0C 8 E (@rgrBero agmposé wWe la famille des
Poly(HydroxyAlcanoatesou PHA(Dawes and Senior, 1973; Brauneg@l., 1978) Plus tard,

de nombreuses étudedémontrentque @s polybiydroxyalcanoatessont des biopolymeres
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universels, casynthétisés par des organismes appartenant aux trois domaines du vivant

(EubacteriaArchaebacteriat Eukaryotd (Anderson and Dawes, 1990)

En particulierchez les micrmrganismes bactériens, les Pldént par définitiondes
molécules de réserve énergétiquproduites en réponse a un stress environnemental, a
savoir une carence en éléments nécessaires au développement cellulaire (azote, gxygéne
phosphore etc,) } %o 0 MV %o %o } E8ne gourde de cdrbone (glucidique ou
lipidique) (Leeet al., 1999) LesPHAsont S} | ¢« e}ue 0o (}EuU [Jv ope]}ve ZC E}%
granules intracellulaireset peuvent occuper plus de 90% du volume cellulaire bactérien
(Doiet al., 1990; Rehm, 2010pe plus.en raisonde leur faible solubilité et de leunasse
molaire élesée, les granules de PHAEmerent <pu[puv (] 0 % @E ¢<]}v }eu}S]<pu
parois cellulaireset affectent tres peuo u S }o]eu o [Prageel al., 2009;
Jendrossek and Pfeiffer, 2014insj les PHA sont des polyesters amorplaes sein des
cellules et (}vsS % ES] [uv C o }vS]vup o 1} C v $dr assowir PE
les besoins énergétiques cellulaires, et aassurer la survie o[} EP (Keadouriet al,,
2005; Obrucat al., 2016)

A ce jour, tus del50 motifs difféerentsde polyhydroxyalcanoatessont décritsdans
la littérature, synthétisé par des organismes natifs ou recombinants, faisant des PHA la
famille de biopolymeéres la plus vaste conn(@einbluchel, 2001; Keshavarz and Roy, 2010)
[Uv % }]VvS Ap 5 EHsent assés en trois catégories fonction du nombre
[ S}u de carbone présnts sur la chaine latérale dRi monomeére: 3 a 5 carbonepar
motif pour les PHAscl(short-chainlengh, a courtes chaings6 a 14 pour lesPHAmMcI
(mediumchainlength, & moyennes chaingset au minimum15 pour lesPHAIcl(long-chain

length, a longues chaingélLuet al.,, 2009)(Figure 02.
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Figure @. Structure généraleles poly(3hydroxyalcanoates).

l. 1. 2. Biosynthese des PHA

[UV %0 }]v$ fonclignnel la biosynthésdactérienne « W, fhdctuea partir

bne enzyme cléJa PHA synthase. LAHA synthaseou protéine PhaCcatalyse la
JVA Ee]}v [HV *p *SE § ulviu EJ<p ZC El}e}op 0 magse % }oCu

molaire élevég200-3000 kDa)Cette protéine induit la polynérisationdu (R)3-hydroxyacy

CoenzymeA, molécule intermédiaire des cycles de dégradation glasides etdes acides

gras, en PHAWiItholt and Kessler, 1999Figure ().
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Figure @. Voies de biosynthéseed poly(3-hydroxyalcanoates).
[ %o E * t]SZ}08 § < ee0 EBU i6060X

Chez les microrganismesbactériensy <gu SE SC% ¢ [}% E}ve }u pv]S
(}v 8]}vv 0o ¢ } VS % }HE of viCu sant rabensés, CouEaque
organisation génétique détient un ensemble de genes spécifiqirkashm, 2003, 2006;

Suriyamongkoeét al., 2007; Tsuget al., 2015)(Figure 03.

La PHA synthase de type du PhaC a été découverteZ I o[}EP v]eu u} o
Ralstonia eutrophgPeoples ad Sinskey, 1989)t-protéobactérie ubiquitaire des sols et
eaux douces. Phaiditie la polymérisation des PH/A&t est traduite a partir degenes de
o[} % pERaAGARPohimanret al., 2006) constitué des geneghaC(PHA synthasephaA( t-
ketothiolase) ](( & v ] V 76 Je}o}Pu o %}lUE [ %S E U *u *SE S
(Slateret al,, 1998) et phaB (acetoacyCoA reluctase NADR dépendante)dont il existe

également 15 isologues
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Figure @. Organisation des opérons codaesIPHA synthases de types |, II, Il et IV.
phaC/C1/@: PHA synthase.phaA: -ketothiolase. phaB: acetoacylCoA réductase NAB
dépendante phaz: PHA dépolymérase.phaD/phalphaQ/phaR: protéine de régulatiol
phaF/pha/phaP : phasinesphaJ: enoyl CoA hydratase.

[ %0 E « Z Zu2010jJdardrossek et al., 2014 et Tsuge et al., 2015.

Parailleurdd [ uSE& « P v e JE S u vVvS Ju%eo]<usPHAut & s CVvSZ -«
identifiés, tels kes génesappartenant ala famillephaP, codant quatre phasineamphiphiles
ey vS o[ P v[uw v& u (EaVa surface des granulele PHApour contrbler

leur synthésetaille et nombre(Potteret al,, 2002; Mezzina and Pettinari, 2016)

En paralléledesgénesde typephaRsont décrits codant des protéines de régulation
directementliées ala répression deo [ A& %o (Elescels} mémegphasines afin  pjuster la
synthese de polymeére@rietoet al, 1999; Maeharat al,, 2002; Yorlet al,, 2002) De plus,
deux groupes sygiémentaires de genes ont été mis en évidence, comptant sept games
codant la PHA dgiblymérase, et deux autres gengsaY ~ZC (E}o - [}o]P}u & - wW
Plee v§ v ES % }uCE PE €& o u}s](e W, v }eCvsSZ §
cellulaire (Tsenget al, 2006; Jendrossek and Pfeiffer, 2014)n schéma récapitulatif

% EU SS VS []JOOU*SE E S}uS ¢« « |VgUEOS]}ve ¢S % E} %o} Vv
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Figure ®. Schéma récapitulatif des interactions entre les protéines inugks dans |
synthese des PHA.
[ %o E « W}Zou vv § oXU TiioX

Quelques années plus tarttois PSE ¢ SC%o ¢ [} % E}ve }vsS §

[ MSE ¢ *}u Z » § (E] vv seinldesguees difierents genephaCont été
répertoriés (Figure 04. La PHA synthase de type,limajoritairement retrouvée chez les
bactéries appartenant au genrBseudomongsest codée par un agencement génétique
composé de deux genes correspondants dexx sousunités de la PHA synthase de type I,
phaClet phaC2(Huismanet al., 1991; Nishikawat al., 2002; Prietoet al,, 2016) [ usS &
part, la PHA synthase de type Jlimise en évidence cheghromatium vinosum est
constituée de deux sousnités codées par les géenpbvaCet phaE(Rehm and Steinbiichel,
1999) v(]vU o0 ¢« P v o 0 [ } %o PEA gynthase $ledype lunt été décritschez
o[ * %o '"(E uB%eillu$ $ggateriunMcCool and Cannon, 1999).

[HV  miére générale que ce soit dve o[ VA]JE}vv u eéndtions e
laboratoire, lacomposition desPHAvarie en fonction de la souche bactérienne etsde
sources de carbone disponibkdans le milieu (Steinblchel and Valentin, 1995; Jeingl.,

2016).Ainsi de nombreuses étudesapportent les capacités deprocaryotesa synthétiser
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tout type de PHAY comprisa partir de substratparfois originauxels le glucose, @fide
oléique, le glycérol, djiile de coprahja mélasseou les ceproduits cosmétiges (Lemoset
al., 1998; Kellerhalst al.,, 2000; Zinret al.,, 2003; Ashbt al.,, 2005; Christelle Sime@Golin,
Raguénes, Costat al., 2008; SimofColinet al.,, 2009)

A ce jour, quatre voies métaboliquestivesont été identifiéeset déterminent les
différents processushactériensde production de PHA. Celles sont classées selde type
de PHA synthase codée par la souche microbiempliquée, et le substratcarboné
consommeé (glucides ou acides grasinsi,aux voies métaboliqueoriginellesl, Il, Il et IV
exposéesen Figure 06 <gjoutent lesvoies V a XIV, développées en laboratareo [ ]
[JEP v]eu « E }{Mdnget &k, 2014) Par ailleurs,ds multiplestravauxmenés sur
de e}p Z e P v Slcpguvs u} ]J(] + }vsS %esEarraisdarkes €Hr les
mécanismes moléculaires de synthése des PHA]e P o u vS []Jv]S] E 0o % E} M

nouveaux copolymeres (Yee al,, 2014).
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Figure ®. Voies métaboliques de biosynthesesdiPHA.
(voiesde synthése naturelles (vert) et issues du génie génétique (orange 31
[ % E « D VP § oXU TiidX



l. 1. 3. Rbles écophysiologiques des PHA bactériens

Depuis pres deiUdé6 wu]Joo] & - [ vv <U olonisent StolE | type }

[ }e+C -3 auravers le globéKnoll, 2015; Pearcet al., 2018) et ont su résister face aux
fluctuations environnementales en matiére de température, pH, potentiel rédox ou
osmolarité (Hug et al, 2016; Obrucaet al, 2016) Pour survivre danges conditions
drastques, les bactéries ont développé des systémes combinant diverses stratégies de

survie(MarlesWright and Lewis, 2007; Baharoglu and Mazel, 2014)

Une des stratégies de réponse au stress les plus connues et apgligaéles micre

organismes halophilesS1}pu §Z Eu}%Z]o « S o] soluésuamnipptibles Les
solutés compatibles sont des molécules hydrosolubles de failslesse molaireaccumulés
dans le cytoplasmeles cellules v § vS <u[}eype@sttavs [ <puJo] & E 0 % E -
osmotique ettre le cytosol et le milieu extérieuiRoberts, 2005; Lebret al, 2017; Vyrides
and Stuckey, 2017 es solutés sont divisés en plusieurs catégories (acides aminés, polyols,
glucides, ectoines etcet luttent non seulement contre le stress osmotique mais protégent
egalement les cellules, protéines et autres molécules labiles de nombreux stress
environnementaux tels que les haut@ganThuocet al., 2013)ou les faibles températures
(Lilieqvistet al., 2015) le pH(Galleguillost al., 2018)ou 0 » *% * E S]A - o[} EC
(ou reactive oxygen specieROS)(Chen and Murata, 2002; Sarker and Oba, 2018p
solutés compatibles sorgtinsiqualifiés demolécules chaperones § (}vS Wi} uEjetZu] o[}

[ %% 0] S]}ve Jv ueSE&] oo « Einétal, 200%,0WRditgéSirisatthaet al.,,
2016)

Dans une autre catégorie les poly(hydroxyalcanoates) sont également des
moléculesintracellulaires,des polyméresde masse molaire importanteaccumulé& sous
forme de granules chez de nombreux genres bactéridngiséeenergétique le mécanisme
de biosynthése des PHA*S C o]«<u § [ «uFpmtkéige devSolitces carbonées et
dégradation en oligoméres pour une consommation en tant queubstrats en cas de
carencesVUSE]S]A « ve o[ vAdsEHAM\aiNSivS cpEA] qRadolrel p
al., 2005)
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Outre ce rOle de stockage énergétiquelusieurs études ont démontré
o[ pPu vs S]}v 0 *uEA] o ol Z - Sradyjire vles PH¥ pao
rapport & des micrerganismes dépourvus de cette aptituden milieux aquatique et
terrestre (Matin et al,, 1979; Lopeet al, 1995; Ruizt al., 2001; Kadouret al., 2005) De
plus,des travaux}vs ¢} ] 0 % ]S eior et geudégraglation des PHA a la
résistancebactérienneau stress oxydati{Gohet al,, 2014; Lope=zt al, 2015) Ainsi, les
granules de PHAugmentent la survie bactérienne en induisant la surexpression de genes
codant des protéines de stre¢Ruizet al., 2001; Y. H. Zhaat al., 2007; Raigelustman and
Ruiz, 2008)menantnotammentala production de molécules antixydantes(Kadouriet al.,
2003; Ruizt al., 2004; Ayulet al., 2009)

De la méme maniere, la synthése de PHA est reconnue comme gg&radé lutte
contre le choc osmotique chez les mi@m@anismes maringYinet al, 2015; Obrucat al,,
2018) ou la résistance vgvis deshautes(Wu et al., 2011; Raiger lustmaet al., 2015)ou
basses températuregAyub et al, 2009; Paveet al., 2009; Parndnert al, 2015; Raiger
lustmanet al., 2015; Hauschil@t al., 2017) Enfin, les monoméres de-I8/droxybutyrate
dégradés a partir du P(3HB) cellulaire sont désormais considérés comme solutés
compatibles, ayant pour fonction la protection dgsotéines contre les phénomese

[ P& P,en|das de stress salin et thermig(Martin et al., 2002; Sotet al., 2012)

Bien que ces mécanisme®stent a ce jour peu expliquésles capacités de
]}eCVvSZ - e W, }ves]Su vS adaeptdbiiteoet 48 gusviepour les micre
organismes, et plus particulierement ceux exposés aux conditions environnementales

extrémes.

.L1.4X Z€0 ¢« <« u}viu E - W, Z 1 o[,}uu

e 0 VV ¢ id0iU 0 % @& + v hydraxyali¢ano@dies g été mise en
Al v Z 1 3lus I1SE A]JA v3U C Yadanieial, PO75; dolinson and
Williamson, 1980; Miuller and Seebach, 1998insi le t-hydroxybutyrate (ou 3HB) est
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présent dans la paroi cellulaire des eucaryoteq)glie sang a des concentrations comprises

entre 0,6 et 18,2 mg/L, et entre 30 et 60 mg/L dans le s§inmet al., 2001)(Figure Q).

Le 3HB est a ce jour reconnu non seulement pour son réle énergétique en tant que
précurseur de lipogenese, mais également pour ses propriétéscantiulsivanteYumet
al., 2012)et neuroprotectriceyYamanashet al., 2017) Par ailleurs, il représenta majorité
des corps cétoniques produits par le foie suite a la dégradation des acides gras chez
o[Zpu JvU A v3 [!8CE Z u]v SE A E* 0 %0 su * VPU]V ipec<
(Y. Zhaet al.,, 2007)

[Uv %o}]VvS A u, des tdstsosangns basés sur la titration des unités 3HB,
alors assimilées comme marqueursnt été mis au point pouconfirmer le décés soudain
par hypoglyémie chez ds malades alcooliques chroniquéBenmark, 1993) ou afin

[ 0 ES E p <u}S] ] v 0 ¢ %U€E «défivientes] en Srjsulineen situation
[ 11} S$XAroraand Menchine, 2012)

Figure @. Structure chimique du-Bydroxybutyrate € du 4-hydroxybutyrate.

Un second monomere appartenant a la famille degdroxyalcanoatessuscite
o[]vd E!S pnu }E%e* u ] oX Z SE}pA v }v VvSE S]}ve % E} Z
cerveau, levhydroxybutyrate (ou 4HB) est un métabolitssudu neurotransmetteur GABA,
V UE}E Ppuo 8§ pE e+ v3] 0o pu A 0}%% u vsd u EC}lvv |E s (
les animaux(Maitre, 1997)(Figure @). Le 4HB contribue par ailleurs a la réduction de la
}veluu S]}v v CEP S]«u Ve O[0ER EJSu S]1§v ¢ S]eepe v ¢ [ZC!

autres stress oxydatifdMamelak, 1989)Néanmoinsles réles précis imputés aux unités 4HB

Z 1 o[,}Juu @E 3 v§ i}UE o EP[ w¥ & 3u %dolapmdiprité des

Su e uv e e (} o] tage sfreswméfaits du 4HB utilisé comme stupéfiant, ou

v §v8 <u VIHA p 3Z E % pslcp Ve 0O E (Kamdlet dl]}ve %o C
2016)
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Toutefois la présence et ledlifféerentes fonctions métaboliques imputées aux
ulviu €& « [ZC & }#sCaucsein es organismes vivantstribuent & expliquer le
caracterebiocompatible des PHAHazeret al., 2012) Par ailleurs,d dégradation des PHA,
<u[]oe <}] viormgu<q{}o]P}uodke polymere v[ VP v & M UV % E} p S]}v
dérivés toxiques, ela tolérance du systeme immunitaire \dsvis des PHA&Ncaurage leur
usage en tant quenatériau pour des applications biomédical@sigmatullinet al.; Liet al,,
2016)

l. 1. 5 Biosynthese et potenels des copolyméres de P(3HB4HB)

Depuis quelques décennies, un intérgarticulier estporté sur la production de
poly@-hydroxybutyratg P(4HB, qui est a ce jour le selHA autorisé par la Food and Drug
Administration (FDA) pour des applications dans le domaine biomédigaliamset al.,

2013; Boeseett al, 2014) Le P(4HB) est un PHA a courtes chaines résistant et fortement
ductile, et la présence de monomeres de 4HB au sein de copolymerd?(3t¢B4HB)
engendre unecertaine flexibilité du matériau, plus approprié pode nombreux usages
thérapeutiques(Martin and Williams, 2003)W (E ]Joo HE<*U o[ VSE %o E]-* u E]
S MI}UE [ZY] O < po u vu( SuE % }UA}]E }uu E ] o] E

P(4HB, sous forme de sutures résorbables ou de méches chirurgicales.

Concernant la recherche académique,H4HB et ses copolyméres de(3HB4HB)
sont synthétisésdepuis pres de 30 ans, a partir geocédésnaturels de fermentation
bactérienne(Kuniokaet al., 1989; Saito and Doi, 1994; Cletial., 1999; Huu Phongt al.,
2016)ou via des souches génétiguement modifié€onget al., 1999; Hwet al,, 2011; Zhou
et al, 2012; Le Meuet al,, 2013; Tripathet al,, 2013; Kampét al., 2014) Ces travaux ont
par ailleurs conduit a la synthese de matériaux a visée thérapeutique, et notamment de
nanoparticulegShahet al., 2010, 2012pu de supports pour la régénération cellula{fean

et al, 2009; Weeet al., 2017) a ce jour au stade exploxite.

[UV %o}]V$ Ap ulo po ]JE & O}Ee <u 0 ¢ A}] - ]}eCv:

décrites depuis 1989 par Peoples et Sinskey, la conversion des unités monomériques de 4
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hydroxybutyrate (4HB) en P(4HB) est longtemps restée eénigmatifune.1991, les
scientifiquesScherf et Buckeb[]vS & ¢ vS HAE % E} eeope la( baet@rie S S]}v
ubiquiste Clostridium aminobutyricumprincipalement connue comme colonisatricen
pathogéne du tractus digestif humain. Leurs travaexmettent alors [ ol rflesvoies de
synthése et de dégradation du-hydroxybutyratechez cette bactérie, et de mettre en
évidence o[ vI C d-hydroxybutyrate-CoenzymeAransferase ou 4HBCOAt protéine

responsable de la formation dulydroxybutyry-CoAa partir du 4HB et dicoenzyme A.

Quelques années plus tardes travaux deValentin et al. (1995) tentent de
déterminer la voie de biosynthése d{4PiB chez o[} &P v]eu R3lstaniaecutropha
sans parvenir adentifier toutes les protéines impliquées. En parall&@e dans un autre

}vs A£ES [, S@hling et Gottschalll996)explorento  ( (Eu vS S]}v o[ $Z v}o

of] &8 [pV %}]vs Au R hacigrigpathaeheglostridiumkluyverj et
découvrentle geneorfZ dont la fonction demeuralorsinconv p X V[ 8 <pu[ v i680 <«
Hein et al. démontrent que le geneorfZ code en réalité la protéine 4HBCoAglle-méme
responsable de ldixation du coenzyme A au 4HB pour générer daydroxybutyrylCoA,

intermédiaire indispensabla la polymérisation du 4HB chez les bactéries.

Cette équipe serapar ailleursla premiére a concevoiun micro-organisme
recombinantcapable de produire du(PHBs % E$ pl@Esmiflg portant lesleux genes
phaCet 4HBCoAtensuiteinséré chez la sohe compétenteEscherichizoli XL1Blue Figure
08). Ces constructions plasmidiques sont actuellement toujours utilisées en génie génétique,
pour la synthese de P(4HB) et de copolymeres de P(3HB4HB) a partir deorgamismes

génétiqguement modifiés.

Figure08. Représentation du plasmide pKSSHortant les genephaCet 4HBCoAt

chez la bactérie compétente. coliXLblue.
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Finalement,Macieira et al. (2009, 2012)réalisent o[ S| E]*S 00}PE %o Z]<p
protéine 4HEDOAL, caractérisent a structure tridimensionnellet les positions de sesites
fonctionnels (conplexes protéinesubstrats).A ce jour, aucune autre protéine capable de
condenserle coenzyme Aau 4ZC E}AC USCE S V[ 4HBCoAs&mbteddnm
étre la seule structure protéique apte a initier la polymérisation du 4HB dans la nature, aussi

bien chez legucaryotes que chez les procaryotes.

|. 2. Méthodes de dabtection de bactéries productrices

de PHA

Canme exposé précédemment, deombreux micreorgansmes sont capables de
synthétiser des PHA&N conditions particulieresle déséquilibreénergétiquel  [-asdire
lorsque subviennent simuiinément une carence en éléments nécessaires au
développementcellulaire et un exces de sources carbonéedin de repérer les micre
organismes producteurs, plusieurs méthodes de détection ont été décrites, basées sur la
présence effective de PHA au sein des cellules, ou sur la détection des genes impliqués dans

la biosynthése des PHA

|. 2. 1. Techniques de criblag®n moléculaire

Des les années 1970, des méthodes de criblagierimétrique ont été élaborées
pour la mise en évidence dgranules de PHAIles utilisent des colorants liposolublets
le Nile Redle Nile Blueou le Sudan Blaclqui E P]ee v§ v ¢[ PPousS]v vS§ o[ v
entourant lesgranules de PHA dans le cytosol des manganismes pour émettre une
coloration visible en microscopi& lumiére blanchgSchlegekt al, 1970; Ostle and Holt,

1982; Spiekermanat al., 1999)
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Néanmoins, ces techniqua®e sont pas adaptées dans le cadre de protocole de
criblageciblé, puisque cellesi v [ A E v ((] * <UL ] O - OoHO * u] E}
[JE « S culiivees v % Z [ MHupo S]}vDe plu etalgré un colt
abordable ces techniquepeu spécifiques et fastidieusase délivrentque des informations
partielles quant a la production de polyméreslans le sens ou le type de PHA produit
(PHAscl ou PHAmMCcI) ne peut étre distingl&s colorans peuvent également matggr tout
SC% []v ope]}wetoidbherainsit o[} S wdd ésultats faux positifs

|. 2. 2. Techniques de criblage moléculaire

Dans les années 1990 o[ -} @ologi® moléculairea initiéle développement de
meéthodes de criblage plus fines, notamment pour la détection de micr@rganismes
producteurs de PHAEN effef ces techniquesnoléculairegpermettent de cibler et de révéler
les genes, acides ribonucléiques ou protéjnepliqués dans le métabolisme déosynthése
des PHAau moyen %0 E } e [ u%o](] Stele laPrémdtiqn en chaine par
polymérase (ou Polymeraseh&n Reaction, PCRR }u  [] VvS$](] prétEljque a partir

[ v§] }E %0 *% ]J(]J<pu ¢ Ve O o [ AnMpre@ésiyVesterp]aiadp v}

Ainsi, plusieurs méthodes de criblagent été spécialement congues pour la
recherche de micr@rganismes producteurs de PHA, les plus nombreuses étant basées sur
0 % E]V ] %o [ u%o](] S§]}ErPefiej<lp PR gErmat deXdupliquer en grand
nom E UV ¢ <H V [ E( yvou} pEE v ciple) Ppartirdu patrimoine
génétiquecomplet [uv }E&P ,v]eo[ ] Bmorces PCR spécifiguate la séquence

[JvS .EéS amorcePCRsont }ve3S]Su ¢ [}o]P}lvu o }S] comptanCl8&HZ -
30 nucléotidedJ }u% o u vS JE ¢ [UV Ve U O st esfdire de E] o
bases conservéest fonctionnellessituées suro ¢ <u v [Ce&bases conservées sont
repérées a la suite deecherchesbioinformatiques, qui consistentlans un premier tempa
aligner les genesodant une méme fonction, par exemple le geueaC et appartenant a
différents genres et especes dmicro-organismes Une fois les génes aligndes acides
nucléiques communst partageant les mémes positions darséquence ADN vis@euvent

étre aisément décelés
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Des lors,deuxamorces PCRens (forward) et antsens (reverse}pécifiquesde ces
deux régionsonservéespositionnéesen amont et en aval du gensont dessinées suivant
les régles universelles b }e ¢ % E o } P v ehpepdldro(Ju%cfo] (] S]}v % C
PCR de tous les nucléotides compmigre ces deux amorcefigure ®). En fin de phase
[ u%o](] S]}vU & o]- H u}C v [uv SZ EBu} C o PEU 0 %
H%0]<u V. % O0ple] WE+* u]Joo]}lve [ £ u%o0 JE e« prockddgbto % E

permet laséparation des acides nucléiques en fonction de leurdeng.

Figure @. Récapitulatif des étapes effectuéearts le cadre du criblage moléculaire par PCR

La PCR est une technique rapide et peu onéreuse largement utilisée, notamment
pour la détection de bactériegerrestres productrices de PHAs¢Eheuet al., 2000)ou de
PHAmMc[Solaimaret al., 2000; Solaiman, 2002; Ciesielskal., 2006) De la méme maniere
LopezCortés et al. (2010) ont développé un protocole PCRpouvant détecter toute
protéobactériecapablede synthétiser de$HA, mais sans distinction de catégories (PHAscI
et PHAmcl)tandis < u [ UMSE ¢ <u]% -+ <01t deskiédps amorces particulieres
pour ciblersimultanémentles genes codant les quatre types de PHA synthéSekiman

and Ashby, 2005; Parnanext al., 2015) Enfin, Shamalaet al. (2003) ont misau point un
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protocole PCRspécialement dédié a la recherche deprésentantsbactériens producteurs

de PHAappartenant awgenreBacillus

Les amorces PCR utiliséesmslaes travaux ont été congcues a partir de la biodiversité

S E] vv S EE® *SE U § }vS % Eul]e [] VvS](] & pv PE v Vv

% O ° eCv3Z 8]+ E <+ W, X v EAvVv ZUI]o [+ AE <«
adaptées aux especesbS €] vv « [}E]P]v u & Lvpbsitignphyl@génétigue
éloignée En effet, le succés du criblage moléculaire par PCR dépend de la capacité des
amorces ase fixer surau moins deuxégiors peu variabls et donc conservés [pv P v
cible. Or, les amorces PCR sont dessinées en fonction des régions ADN repérées sur des
géenes préalablement décrits et déposés dans la base de données NCBI GenBank (National
Centerfor Biotechnology Information)Aussi ace jour, seuks quelquesdizainesde géenes
phaCsont disponibles dans la base de donnges pour la grande majorit@ffiliés a des

bactériesisoléesdes sols et eaux douces.

Ainsi, la faible universalité des amorces PCR actuellement employées dans le cadre
d[ Sp - (E ] otécBlaira représentain frein quant a la détection de tous les genres
et especes véritablement capables de produire dég, ve o[ VA]JE}vV u v8X W
particulierementet o[ P]ee vS§ o ol Z - § E] vv « u (Epontpour » u $Z}
o[]veadapées, et peuvent v o[ meBer o[} § vS§]}v & epos S (uAE Vv P

[ A% E] v - E] o P PE v Z oo X

Néanmoins la méthode de criblage moléculaire la plugable semble étre celle
décrite parSheuet al. (2009) inspirée des techniques de Western blot il est question de
déterminer @gtivité enzymatiqueeffective de la protéine PhaGur gel polyacrylamide
simultanément soumisa électrophoréseBienque tres spécifique, cette méthode basée sur
le dénombremenprotéigue o[ ] molécules substratsstdifficilement applicable pour
un travail de criblage a large spectren raison deson colt élevéet de son aspect

chronophage

ni}u @& ,[filZ2piste donc plusieurs méthodes de détection de bactéuresluctrices
de PHA, parmi lesquelles la détection des génes par des outils de biologie modédalai

type PCRonstitue probablement la technique la plus fiable.
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|. 3. Potentialités des PHA

Depuis la fin du X6iécle, o[ %o % p A Edu stackwiondial en énergie fossile et
o[ HMUMO S]}Vv % E} 0 u S| . Z S* %}0o0n VSe suE 0 %0 V
e o § HE- o & Z & Zz 8 o[]l]v pH*SE] aBEI®R} & -
polymeres [}E]JP]v % S dpnbipdégradables [ «S v }vs AES Alo}vs
de nécessité de changement en matiére de consommation quéo L] 0 » vv ¢ {0061 [ S8

A 0}% % o[]vs HopfastglesE o o

Le terme bioplastiqueegroupedeux types de matériaugFigure 10X /o [ P]SU [uvVv
part, de matieres plastiquebiosourcées c'esta-dire synthétisées a partir de ressources
renouvelables (végétale, animale, résiduelle ou algaley, [ PSE % ES u sS] G
plastiquesbiodégradables(dont compostables), décomposées par la bioma@seirous,

2004; Kaleet al., 2007; Peelmanet al.,, 2013. Les bioplastiques sont classés ®&nis
catégories distinctes les polymeres biodégradablessus de ressources fossileles
polyméres non biodégradables siss de ressources renouvelahblest les polymeres

biodégradables issus de ressourcesouvelables.

FigurelO. Positionnement des bioplastiques.
[ %o @& ¢ HE}% V- NGVHolDStHSE. 41



Les plastiquedbiosourcésreprésentent une catégorie importante des bioplastiques.

Ces polymeéres sont produits en partie ou en totalité & partir de ressources renouvelables

[JE]P]v A P 30 U v]u o U EPaimjlesobioglastigoe® corxplétement
biosourcés, certains sont issus exclusivement de la biomasse comme lgsofgneres de
polysaccharides (amidon, cellulose, chitine eftipet al, 2012)et de protéines (animales
ou végétales)~, Ev v Ir/l<pid@&roghta, 2008)u produits & partir de monomeres
renouvelables commde Poly(Acide dctique (PLA)(Chenget al., 2009) (Figure 1). Les
Poly(HydroxyAcanoates)sont quant a eux les seyt®lyesters100%biosourcés produits par
des micreorganismespar fermentation de sources carbonées variées (glucides, acides gras
etc.) (Peelmanet al, 2015) En paralléle, certains bioplastiques tels que le Poly(Etkylen
(BioPE) et le Poly(Ethylene Tgréalate) (BioPET) sont élaborés o ] %0 CE } .
chimiquesa partir de20 a 80% deessources renouvelablesiais ne sont nbiodégradables

ni compostables.

Figurell. Classification des bioplastiqussus de ressources renouvelables

En effet,méme sio » u o vP « [ u] }vU o ¢« W> }u 0 W, %o}ee
caractéristiquesles matériaux biosourcés ne sont pas nécessairement biodéglies De la
méme manierejes polymeres biodégradableg sont pas forcément biosourcésymme la
W } o-Caprelactone) (PCL)Labet and Thielemans, 200®% le polyester aromatique
Poly(Butyene Adipate Ténghtalate) (PBAT)(Weng et al, 2013) préparés a partir de
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ressources fossilesia des procédés pétrochimique@Avérous, 2004; Kumar and Thakur,

2017) Par défiition, les plastiquesbiodégradablessont décomposés par la biomasse
[JE]P]V § E] vv U (}vPl<p U AP 30 }u ¥]Bo[Uuplw (}JEL

condition aérobie, ou en GOCH et eau en milieu anaérobie, sans rejet de molécules
SHAE]<H » ve o[ VA]@Erhussal al$ 1998 Shahet al, 2008) Un matériau

biodégradable ne doit par ailleurs pas étre confondu avec un polyroéngpostable En

effet, le compostage est la miseve "HAE }%3]u]e S }JvSEE€o M %o CE )
JVA E-]}v 3§ A 0}E] 8]}v [uv ud8 E] M V %E} pld 3 Jo]e

conditions de compost (humidité relative, température et oxygénation). Ainsi, un plastique

compostabledoit présenter untaux de biodégradation supérieur a 90% au bout de six mois

de compostage, se désintégrer en fragments de taille inférieure a 2 mm et étre faiblement

concentré en métaux lourds (écotoxicitgitée).

|. 3. 1. Implantation des PHA sur le marché

En matierede marchémondiale les PHAeprésentaienten 2017un total de 2,4%le
la production depolyméresbiodégradables, et pres de P de la part debiopolymeres
biosourcésbiodégradables Kigure 12). Cependant méme siles PHAcommencenta se
distingueraux cotés desnatériaux biodégradables les plusiliséstels que les mélanges

[ u] }weu lesacides poly(lactiques), iIs v[} H% vS v }E <uhjckieabhsein] du

marchéinternational

Figurel2. Capacités de production mondialesibioplastiques en 2017. 43
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Cettetroisiémeposition au rang des polyméres biosourcés et biodégradables les plus
% E} U]S-e iI}HE % pS epldeesfablicaticideB.PHA, plus élevé que celui
des polyméres synthétiques de grand usa@@oi et al, 1995; Salehizadeh and Van
Loosdrecht, 2004}1,2 United States Dollafisg pour le polypropyléne versus 2(6SDkg
pour le H3HB)(Chen, 2009) mais également supérieur &lai de leurs concurrents (1,6
h” IIP %}u@E o W> § 1T h™ |IP %}uE o « %LweCal, 2D15) e [ u] }v

Néanmoins)es PHA a courtes chaind2HA le plus produis a ce jour, possedd des
propriétés physiques et mécaniques comparables a cellesptiestiquesconventionnels,
|EXRTE o[]v HeS E]Tsuge, 2poR; Elvert al, 2016) En effet les PHA sont des
matériauxthermoplastiques stableset résistants insolubles v+ o[ et imperméablesa
o[ } &£ C(Burtyamongkakt al., 2007; Chidambarampadmavathyal., 2017)

Ainsi, les PHA sont des biopolymem®metteursU § (}vS o[} i § viu E pue
SH o Ve e Ju v e [ %%0] 3]}v pee] A E] ¢ <@t de P& C
o[ <p MOSHE U * s]}desE golEs vet adhésifs, des cosmeétiques, des
}veluu o U ltegeude la papeterieou encoredes biocompositegAvellaet al.,

2000; Bordeet al,, 2009; Defoirdet al., 2011; Shantiret al,, 2015; Jiangt al., 2016)

Toutefois au vu de leurcolt de fabication encore élevé,la large gammede
monomeresexploitable et surtout leur biocompatibilité vés A ] O[}&P v]eu Zpu ]JvU
PHA sont de plus en plus étudiés en tant quematériaux a haute valeur ajoutée, en
particulier pour des applications associéesdas domaines de pointe comme ceux du

biomédical et de la pharmacologi8udestet al., 2000; Li and Loh, 2015; Bettal.,, 2018)
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|. 3. 2 Fonctionnalisation des PHA comme matériaux polyvalent

HI}JUE [ZH]U %oope deimonanieid(ede PHA différents, portant une
grande diversité de fonctions chimiques au niveau de dbaine latéralesont recensés dans
la littérature (Steinbilichel and Valentin, 199%}es PHA sont synthétisés a partir de bactéries
natives ou génétiquement modifiéesultivées enprésence de substrats originaux (acide
valérique, 4hydroxybutyrate, acide undécénoique etcpmme lesPHA a courtes chaines
de type P(3HB3H\(Xinnet al,, 2003) P(3HB4HB)Le Meuret al., 2014) ou encorees PHA
constitués simultanément de courtes ée moyennes chaines P(3HB3HKDpiet al., 1995;
Quet al., 2006; Huet al., 2009) P(3HV3HO}Kanget al., 2001)ou P(3HP4HBMenget al.,
2012)(Figure B).

Figurel3. Structure générale de PHAcaurtes et moyennes chaines.
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Lesstructures de PHA les plus complexes, obtenuesf@amentation bactérienne
ont été majoritairement initiées a partir de souches appartenant au gétseudomonas
capablesde synthétiserdes PHAmMcl(Timm and Steinbilchel, 1990; Huijbesds al., 1992;
Lenzet al, 1992; Kinet al,, 2000) Ainsi, o [ u %ée Blbstratsa longue chaine carbonée de
type acide hexanoique ou acide octanoique portant des fonctions vadéesne le brome
(Kimet al, 1992) le chlore(Doiet al, 1995) le fluor(Kimet al., 1996) des aminegLenzet
al.,, 1992) des groupes hydroxyle@Kim et al, 1992) des époxydes (Bear et al., 1997,
Imamuraet al, 2001) des phénylegFritzscheet al.U i66iV d} Jv v K[ }wu}®U Tiifi
des carboxyleg¢Scholzet al, 1994)a permisla synthese de nouveaux monomeéres de PHA
(Figure 3).

[ MSE % ESU o0 <i€wns dePHA & n@yennes chaimesssédant des
double ou triple liaisons en position terminale sur les chaines latérales comme le
P(O,Ki,heU (1S o[} i 8 v}u EagevEerst@l, A9RFEGros®t al, 1989;
Huijbertset al,, 1992; Kimet al., 1995, 1997, 1998Ces PHA sont intéressants car ils sont
généralement produits en grande quantité par fermentation bactériennesagit aisément

fonctionnalisablespostpolymérisation % @& o (}ES E §]A]S o[]Jve SUE S

Figurel4. Structures moléculaires de PHAMctionnalisés obtenus par fermentatior
bactérienne ou par modifations chimiques. 46



La biosynthese de PHA permiat productionde polymeres originauxjéanmoins es
matériaux peuvent présenterdes limites en matiére de fonctionnalités de propriétés
physicachimiques(Kai and Loh, 2014; Raetal, 2018) [ *S 0 & ]J*}v % }de€&E 0 <u OC
techniques de modification chimiguear hydroxylation, époxydation ou carboxylationt
été développées(Hazer and SteinblicheR007) Ces syntheses onprincipalenent été
réaliséesa partir de PHAmdomptant des insaturationtel quele P(3HO3HU)les PHAscI ne

portant pas desites fonctionnels réactifexploitablessur leur chaine latérale

La conversion partielle ou totale de groupements vinyles terminaux en groupes

hydroxyles Ilfydroxylation) a partir de P(3H&3HU.s) a étédémontrée par Renardet al.
(2005) pour générerdes polymeéres amphiphiles solubles dansdes solvants telgjue le
métZ v}o }u o[, Sany Jdiminution de masse molaire des polymer8glon une
u sz} *JujJo ]& U o[ZC E}ACo0 S]}v §}S o [MV W~T,he P ou

[ MPu vS B o[ZC E}% Z]0] W stvhot€ pol@ites~ @ }&t aly 2005) En
outre, Leeet al. (2000)ont décritla conversion [Jve SUE S]}ve »n3HW3)ia Kn taux
maximalde 60%en groupements diols, taux suffisant pour la synthese de PHA solubles dans

le méthanol, le DMSO ou encadansdes nélanges 80/20 (v/v) acétoer/eau.

Parallelement o0 % @&} p S]}v W, uo %}AEC <épaxy@ationy JvVA E -]
guantitative de P(SHO3HU) a ébéenée sansréaction secondaire ou diminion de masse
molaire par Bear et al. (1997) et Park et al. (1998) Par ailleurs, ds PHAportant des
fonctions cationiques [JvS E!S ]} wnt Egalement été synthétisés a partie PHA
époxydés, pour former un polymérale poly(3-hydroxyoctanoate3-hydroxy11-(bis(2
hydroxyéthyl)amino)llO- hydroxyundecanoate))complétement hydrosoluble eprotonable
a pH physiologiquéSparks and Scholz, 2008, 2009; Scholz, 2010)

[ USE % JEA E-]}v [Jve SUE 3§]de P(BHBHIBN groupements
carboxyles(carboxylation a été pour la premiére fois rapportée pare and Park2000)
sdov pv § Zv]<«u [} A @véa [dev la synthése de diols en présence de
permanganate de potassium (KMpOCette u $Z} vl v vu}]ve %oreusjen o
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gue de la moitié des doubles liaisons disponibles, et surtout une diminution dras(@fi%)
de la masse molaire da(3HO3HUDe nouvelles méthodes de carboxylation de P(3HO3HU)
par oxydation utilisant différents réactifsont été développéepar Bearet al. (2001), Kurth
et al. (2002, Stigers and Tew2003) et Renardet al. (2003) Des polyméresotalement

fonctionnalisést non dégradés ont alors été obtenus.

Comme évoqué préciteEmment, lesPHA a courtes chainese portent pas de site
fonctionnel réaaf sur leur chaine latérale, toutefois des expériences égensur duP(3HB)
ou du P(3HB3HV) ont permis tgeffage de polymeres biocompatiblgsar voie radicalaire
Ainsi, des copolymérese P(3HB) greffés de poly(éthylene glycHEQ ont été synthétisé
par Zhijiang et Zhihon¢2007, 2011) a partir de P(3HB) ete PEG a groupe acrylate terminal
par voie radicalairepour le développement & nouveaux matériaux compositg@ur des

applications agricoles

[ USE % ESU * %o } origthaCiylatede 2daydrdaxyéthyle (PHEMA ont

été greffés a la surface de films de P(3HB3HV), afin de générer des matériaux aux propriétés

s U CE( u} J(] *U 3}pud Vv %E « EA v3 0 » % HL&EEH.S « u V]
2007, 2010, 2011 )Difféerentes méthodes @l polymérisation ont été employées, par réaction
E ] o ]E& ult@E % E A}] 8Z Eul<p U }p % E SE ve( ES [ &
rayons ultraviolets, en fonction du taux de greffage recherchépartir de films de
P(3HB3HV), le gifage contrélé [}o]P}u & - u §Z ydroxygethyle(HEMA

S [ ] u $Z @aH)]agté développé pgrhotochimie parVersaceet al. (2012)

pour la conception de systémes adaptdsdomaine biomédical

Concernant lesPHA a moyennes chainesle développement de matériaux
fonctionnalisés par des polymeres biocompatibles a principalement été mené sur des PHA
portant des insaturations réactives terminales, tel le P(SHO3RAidki, des copolyméres de

PHA greffés dpoly(éthylene glycol\PEGoud[ ] %o} o C ~ ¢PLA bnpéwé conguspar
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e u SZ} + [}AEGQuUISS]}¥S E](](RéAardet al, 2003; Domenelet al, 2007)
Enfin, desréseax P(3HO3HU)/PEG ont été élabogar |EE ] S]}v o[ ] & C
ultravioletsen présence du PH&t de PEG a groupe acrylate termii@hunget al., 2003;
Kimet al., 2005)

De meilleurs taux de conversion ont été rapportés Pabinotet al. (2012, 2013)ou
e Z ve (OU}E =+ Sl}p W' lvs S PE (( *» *uE o0 ¢ Jve SucC
PBHO3HU) permettant la synthése deopolymeres amphiphiles, ensuite formulé sous
forme de particulesde type polymersomes a visée thérapeutique. Ces modifications

chimiques ont étééaliséegar photoréaction thiokne.

La méthode de photoréaction thigne a été écrite parNilssonet al. (2008)en tant
gue réadion chimiqueprometteuse. Cellei [ (( Sp  vSE pgmenPtlio} GSH) et
un alcéneou double liaison carbonearbone (C=C), en présencé u}@E& pE* SZOEU]Y
photochimiques(Figure 15) (Sangermancet al., 2007; Yagoet al, 2010) La méthode de
photoréaction thioléne est rapide, applicable aux polyméres de masse molaire élevée, et
efficace car elle ne produit pas de produits dérivés et garantit des hauts rendements de

réaction(Hoyleand Bowman, 2010; Lowe, 2014)

Figurel5. Schéma de la réactiate typethiol-ene.

Ce procédé chimique rapide et reproductibleré&cemment permis la synthese de
PHA fonctionnalisés aux propriétés thermomécaniques et élassigriginalesU o[]Ju P
poly(3-hydroxybutyrate3-hydroxyundecenoate) P(3HB3HU) portant des groupemets
alcools, acides ou esterdevineet al; 2016) Enfin, Modjinou et al. (2015) ont décrit
ol o }& S]}v W, JMES ¢« Z v e ~WIT, 7,8 U%Z]%Z]o ¢« §
Z 've ~Wi,Ki,E e+ ZC E}e}ou 0 «U (}v Sgrpuperngntsesulfoodtds-

SQ) par réaction thioléne photoactivée.
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|. 3. 3 Usage des PHA a des finstiédicales

Les PHA sont des polyestersiocompatibles et non-toxiques, c'esta-dire <u[]oe
v vP v & v§ pa pv ]JvS E( & v auvpntad® @ que]gonquanatériel
biologique (Masood et al.,, 2015) Plus précisémentet «[ P]ee« v &omaine animal, la
biocompatibilité des PHA indiquiue ceuxci ne provoquentpas deréaction de rejet de la
part du systeme immunitaire o[Z©OS<u[]oes ¢}] vS JvP E Ali}and JaiiE -
2016)

Ainsi, les PHA sonqualifiés debiomatériaux, etfont pi}u®& [Zpu] ofdmbreux
prototypes dans les domaines médicaux efpharmaceutiques S o}v 0O %% 0] S]}v
biomédicale et les propriétés du matériau envisagées, la catégorie ou le type de PHA idéal
est sélectionné en fonction des caractéristiquplysicechimiques propres a cekai
(Tableau 01). Communément, lesPHA & moyennes chainegomme le pol{3-
hydroxyoctanoatg P(BHO ou le poly(hydroxyatanoate3-hydroxyundecenoate)
P(BHO3HU)sont des élastoméres seruristallins et flexibles, caractéés par ue faible
température de fusion et peu de résistance a la tractifiiazeret al., 2010; Brigham and

Sinskey, 2012)

Tableau @. Propriétés thermiques et écaniques des P(3HB), P(3HB3HV), P(EBR4
P(3HB3HH»t P(BHBHHX.

Température Temp(_arature Résistance Module Allongement
: transition R . .
PHA de fusion vitreuse alatraction | de Young | ala rupture
C) °C) (MPa) (GPa) (%)
P(3HB) 175 10 40 5,50 4,5
P(3HB53HV25) 137 -6 30 0,70 50
P(3HRs44HB16) 152 -7 26 0,02 444
P(3HRss3HHX12) 127 -1 4,5 0,14 108
P(BHQrs53HHX2s) 59 -36 9 0,01 380

o[]JVA E+« U o0 « Z}u}BbipcXZaurs ehaineplus cristallinsont quant a
eux destempératures de fusion élevées, proches des températures de dégradation, ainsi

gue des propriétés élastiques réduites o[Ju P H W~T, «X , Eertaim]ve
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copolymeresde PHAsdU [-asdBre des polymeéres constitués de deux ou plusieurs motifs
de monanerestels le poly3-hydroxybutyrate3-hydroxyvalerate) P(S3HB3HWY le poly3-
hydroxybutyrate4-hydroxybutyratg P(3HB4HB), sont régulierement préparés afin

[ «<p E]E v}uA o otherbhofiidshe e ef élstiquest peuvent étreemployés
comme biomatériauXChanprateep, 2010; Laycoekal.,, 2013)

Dans le domaine d o[]vP v] E] S]e*po ]JE U o0+« W, }vs §
ol o }& S]}v [Ju%eoo vSeU %0 @S}EuZautredsupportonig¢ ghide pour
la croissance de tissus nerveux, osseux ou cartilagin@ue jour testés cheplusieurs
mammiféres(Chen and Wu, 2005; Masaetial., 2013; Janat al, 2014; Ali and Jamil, 2016;
Butt et al., 2018) Sodianet al. (2000) ont implanté unevalve cardiaquechez un agneau,
constituée de copolymeéredlexibles de PBHQO, préalablementensemencée de cellules
autologues~ ooHO * % E}A v v -n@hjeECeliedicast regide stable pendant
pres de trois mois sansédeloppement de thrombose (caillot sanguin obstruant un
vaisseau), présentant toutefois un l|éger phénomene de sténose (rétrécissement

% $Z}0}PJl<py p ] uSE [pVv A ]Jee peX

La méme valve cardiaque a été optimis#e & i apide pplyglycoliqug (PGARpu
P(BHO3HHxEgt «[ S u}vsSE&E % E( ]S u vs (}v S]}vvpanotatiohAsans}]e %o E
formation de thrombose ni de sténog&tock, Nagashimat al, 2000) [ u S Btudes ont
employé du P(, * Ju% & Pv 0 *ME( [Uv u SE] S]eepo |JE }ES

vV %38]}v [uv A oA E ] <p ZC E] € +]*3 v§ o } Ppo 8
calcification (Stamm et al., 2004) (Figure 1@). Hoerstrup et al. (2000) ont observé
o [gmentation du volume dealvescardiaquessomposées de PGA et de P(4k)lantées

chez de jeunes agneaux, suivant leur croissance physiologique.

[ MSE %o @GEeffons vasculaireporeux de P(4HB) ont été appliqués sur des
artéres pulmonaires de moah, et une résorpbn quasis$}sS o W, Jve] <u[pv

formation de nouveau tissu cardiaque ont été observées aprés 169 jours de traitement
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(Stock, Sakamoteet al., 2000) Enfin, des greffons poreux de mélanges de polymeéres de
PGAP(3HO3HHXx) implantéturant cing mois chez un agneau avec succes ont été soumis a

o § oS3 SE S]}v S [ oo}vP u vsX e Vv 0oCe o }VS§ utvs

mécanique du vaisseau greffé similairacelles de vaisseaux natffsShumTimet al., 1999)

Dans le domaine dé& régénération des tissus nerveux, la conceptioncdaduits
artificiels biodégradables incarne une solution intéressante et alternative aux techniques de
greffage de nerfs autologues par chirurgie. Des conduits de P(3HB) ont par ailleurs permis la
reconeSEWN S]}v % ES] oo qud fder10 n@E(de Igngueur chezrig (Hazariet al.,
1999)X e uUuS E&] UAE }vS S }%S]u]e * % & O[ Ve uv UuvVvS euCE o
extracellulaire, de cellules de Schwann et de facteurs de croisgMasahebiet al., 2002,
2003; Armstronget al,, 2007)X [ HUSE ¢ SC %o *U% %o} ESe }veS]Su e W -~
P(3HB3HV) ou de P(3HB3HHXx) ont généré la prolifération et augmenté la survie de cellules
nerveusesnvitroU v }uE P vS ]ve] o[ u%oo0}]atéesad¥ compatiblestavec
les fonctions biologiques inhérentes a la régénération de tissus aussi complexes que ceux
appartenant au systeme nerve(ovikovet al.,, 2002; Xet al,, 2010; Chen and Tong, 2012;
Masaelietal.U 7ii1V >]1 EE P e=al920B)XE u

Figurel6. Exemples de biomatériaux concus a base de PHA.

a. Valve cardiaque a base d¥3HB (Stamm et al., 2004b. Image de nanofibres régénératives
base de BHB3HV) par MEB(Lemechko et al., 2013}. /u P [ support 3Dde P(3HBHU) par
MEB(Levine et al., 2005

En matiere de régénération osseuse, depportscomposeés principalement de PHA

a courtes chainesde typesP(3HB) ou P(3HB3HV), supplémentés en hydroxyapatite (HA)
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issue du tissu osseumnt présenté des résistances a la compression proches de celles des 0s
humains (Galegoet al, 2000) De plus, ces mémes matériaux ont engendrévivo la
proliférationconcluante [}+$ } o eBdenc la régénération organisée des tissus, tout en

% E A v vd 3}us %Z viu v [Jv(o uu S]}v ZE}v]Gooléah, VvS %00}
Doyleet al,, 1991; Luklinska and Bonfield, 1997; Shishatskayd, 2006) Plus récemment,

des supportgour la r@géneération osseuse constitués de nanofibdesP(3HB), P(3HB4HB),

W~T, T,s* }u W~i, 1,,F£ }vsS § O }E ¢« % E u S$Z} [ o S
démontré des potentiels prometteursant en matiére de propriétés physianécaniques

gue de prolifération etdifférenciation cellulairgRicottiet al., 2012; Lemechket al.,, 2013;

Ramier, Bouderliquegt al,, 2014; Ramier, Grandetf al,, 2014; Volovat al., 2014)(Figure

16h).

Yu vs 0 E % E S]}v o S]eepe E&ibe pouwvopr A WSHS ¢ [p
guérison,induisantalors ¢ % &} o u « [ (EERPEES de nbbilité articulaire, des
structures 3Dde P(3HB)P(3HB3HV) ou de P(BHB3HHX) ont permisitro et in vivg la
croissance soutenue de chondrocytesadbrtiorila synthese de nouveatartilage emrmoins
de quatre mois(Denget al., 2002; Zhacet al, 2003; Suret al., 2005; Wanget al., 2008,
2011; Levinest al,, 2015; Let al,, 2015)(Figure 1@). Enfin, des supports a base de P(3HB) et
de P(3HB3HV) ont égalei&s & U%0}C ¢ A g U %IUE % EIu}pA}]E
prolifération de cellules de type fibroblaste, productrices de collagene et impliquées dans la

régénération des ligaments edestendons(Rathboneet al,, 2010)

L[ u]v]*$3E 3]}v ulo po o 3S]JA e« Ale 3Z E % pSlcp 3
directe, soit par injection, par ingestion oupar délivrance transdermiqueles principes
médicamenteux naturels ou synthétiguessont ensuite J*SE] U ve O[}EP v]eu
fonction de leurs caractéristiques et affinités physatomiques (polarité, masse molaire
etc)X KEU of ((]snmddes [ u]v]*SE $§]étre Mwitges par la stabié, la

solubilité ou la toxicité deprincipes actifs
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Afin %o E} %o} E HVv U} [ u]v]es E d&iminueu Bspetedii¢ls S
effets secondaires VA Ee 0 ¢ §]eepue e« Jve | la app@havié scientifique
[Jv8 E <« vectaisation ou la délivrance controlée et régulée denolécules
thérapeutiques La vectorisation permet non seuleme¢ protéger le thérapeutique de la
dégradation prématurée et du milieu environnantais également demaitriser sa
distribution en quantité suffisarg au niveau des cellulesuatissus pathologiques cibles
(Dellacheriest al., 2001; Nigmatulliret al., 2015; Li and Loh, 2016frigure T7).

>[ u%0}] W, }tuu <CeS u - o] & S]}v SZ @stapusS]cu
ce jour depuis plus de 20 arig,vitro et in vivosur les animauxPouton and Akhtar, 1996)
stpe (}&EuU [Ju%eo vSe }pu u] &}lv v}i% ES] po X v (( SU o0 -
intéressants puisque outre leur caractére biodégradable et biocompatible, leurs produits de

dégradationsors v}iv S}AE]J<p ¢ S ]e u vS oJu]v.e* % & O[}EP v]eu

Figurel?7. Evolution de la concentratione u}o po ¢ S]JA « p v]A p p ]

Desimplants thérapeutiquesa base deP(3HB3HVjYagmurluet al.,, 1999; Glrseét
al., 2000; Turesirt al., 2001)(Figure 18), de P(3HO}Vergnolet al,, 2012)(Figure 1®) ou
de P(BHO3HHX)hixiong Wanget al., 2003)ont été congus et/ouemployés en tant que
systémes de délivrance de composés actifs de type ptiglee (anti-prolifération cellulaire)
ou vS8] ]}S]<p U % E %Z v}iu v ] ((pe{Chen and Zhph@; POME)e u

taux et la période de libération du thérapeutique sont globalement proportionnels a la
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concentration en molécules actives présemte sein du matériau, et peuvent aisément étre

modulés(Zhioxiong Wangt al., 2003)

D[ uSE I¥s RHA Nt également été développés commetargs de molécules
actives, encapsulées au sein mécro ou denanoparticules Desmicrospheresde PBHB) et
W-~T, 7,Se ] u s&E P o A RuU Z P + [ vS] ]}S]<pn U }v
Kassabet al. (1997, 1999) Sendilet al. (1999) et Errico et al. (2009) (Figure 18) par
§ Zv]«pu [ uiévaddration. La vitesse de libération du principe$]( [ 8 A &

extrémement rapide, aveprés90% de molécules relarguées en 24 h.

Figurel8. Exemples de biomatériaux congus a base de PHA.

a. Implant antibiotique a base d&(3HB3HV) (Yagmurlu et al., 199®. /u P [UV 8 VS
enrobé de P(3HO) par MEBergnol et al., 2012 c. Image de microparticules dd®(3HB)par MEI
(Errico et al., 2009

Dans o[} %0 S]<u & o vS]E o ]v Sdypprincipe Gacif Ge® P
microsphéres composites de IHB3HV)/wollastonite encapsulant un antibiotique ont été
synthétisées(Li and Chang, 2005Pe part cette nouvelle composition, la diffusion du
thérapeutique dans du tampon salin phosphate physiologique a été fortement diminuée,
avec 90% de délivrance awui de 22 jours. Des résultats similaires ont par ailleurs été
obtenus avec la conception de microsphéres de P(3HB3HV)/hydroxyapatit€¢Htbk)get
al., 2009)
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%oO e %o S]S Z o madopertioles¥p}uE o[ v %oepo S]}v S o
de principes actifs présente de nombreux avantaggSoppimathet al, 2001; Brannon
Peppas and Blanchette, 201Bn effet, leur taillmanométriqueleur confére des propriétés
% ES]v v8§ ¢ § 00 ¢ <u[pv P @& wBpégifidue et unemeilleure stabilite,
ainsi que des capacités a esquiMes cellules phagocytaires du systeme immunitaire
(furtivité). Ainsi, des nanoparticules de P(3HB3MBA4ranet al., 2002; Polettoet al.,, 2008;
Masoodet al., 2013; Ekeet al.,, 2014) de P(3HB4HBMuruevaet al,, 2013)ou de P(3HQ)
COOH(Kurth et al, 2002; Renarcet al, 2010)ont été préparéesafin de promser des

systémes de délivrance performants

Récemment des nanoparticules constituées de mélanges de PHA et de PEG ont été
elaborées de maniere a augmenter flartivittc de ces nanovecteurs. En effet, il a été
déemontré le PEG de masse molaire inférieure a 5000 g/meblplus particulierement de
2000 g/mol,greffés et/ou imprégmes a la surface de nanovecteuasaient une certaine
capacité a échapper au systeme immunitaire, en se faisant repérer et donc internaliser
moins rapidement par les cellules phagocytaif@sefet al., 2000; Amoozgar and Yeo, 2012;
Giménel rD ( <gt al, 2018)

Ainsi,un certain nombre de nanopatrticules hybriddstype P(S3HBPEG(Chenet al.,
2006) P(3HB3HV)/PEGShahet al, 2011) P(3HV4HB)/PEGShahet al, 2010, 2012)
P(3HB3HHXx)/PEuet al.,, 2014)et P(SHO3HU)/PE@®abinotet al., 2013)ont été congues
ve 0]} % Shugmenter le temps de circulation de ces vecteurs thérapeutiques dans le
sang, et de rejoindre et traiter les cellules et tissus pathologiques cibles sans capture

prématurée par les cellules immunitairgshagocyaires.

l. 3. 4 MOF & nanoparticules hybrides

De nombreux types de nanoparticules poreusasvisée thérapeutiqueont été
développés, a partir de polyesters biodégradables de polyméres biocompatibles.

Parallelement de nouveaux systemes de vectorisation ont récemment montré des
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% }S v3] 0]8 - Eu e Vv uslE [ Vv %epo S$]}v 38 0]JAE v

appartenant a la famille des Met@lrganic Frameworks (MOF).

Les Metal-Organic FrameworkgMORP), découvets en 1989 paHoskinset Robson
E % E * vS vS o[MV . Ev] E - solidesporeusesitaisas £h evadence
impliquées dans des domaines aussi variés que ceux du stockage (@ogezll and Yaghi,
TiAav Jv v >}vPdé laisépaation (Kurmoo, 2009)de la catalysdLeeet al,
2009)ou de la détection chimiquéXieet al., 2010) Les MOF sont des structures hybrides
hauteu vS %} @E pe «U }vons hi&mlliqued (Zn, Cr, Cu etc.) assce#@desligands
organiques de types carboxylate, phosphonate, sulfonate ou autres, dont il existe a ce jour
une large diversité en matiére de taille et forme de po(Esreyet al, 2005; Pernet al,,
2009)

Pus récemment, des MOF de taille nanométrique fer(lll) polycarboxylate ont
demontré des propriétés prometteuses pour des applications a visée biomédicale
(Horcajadaet al, 2010; C. Heet al, 2015; Wu and Yang, 2018n effet, ces MOF sont

% 0 [ *}E E o <g V3]S e Ju%}ES vS ulo po + 3S]A
comprises VS§E 1i § 61 AZ9U % E o A}lopu 3 o ep@E( o .
multiples pores amphiphile@Horcajadeet al., 2008; Chalatet al., 2011; Agostoni, Chalagt
al., 2013) Parmi eux, les MOF fer(lll) trimesa&®L-100(Fe)~D/> % }uE& ZD S E] o }( /v
> A}]e] E[* *}vEd ¢ v VIA § uEes §Z E % pSJcpu e C vs (]5 o[} i
synthétisés par microndes couplés a une technigue hydrothermale rapide et non toxique

(Agostoniet al., 2015)(Figurel9).

Figue 19. Schéma de la structure[duv D K &100(Be). 57



Les MOF MH100(Fe)se forment spontanément par coordination entre des trimeres

[1}v u § oddFkg' (FeG(H:O)) et le ligand organiquecide trimésique (§0s), pour
générerdeux types de cages mésoporeuses de 29 éh.Zes cages sont accessibles par des
pores pentagonaux (5,8) ou hexagonaux (8,8), au sein desquels les molécules actives
sont rapidement adsorbées panprégnation (Horcajadeet al., 2010); une méthode simple
appliquée a de nombreuprincipes actifdels des anticancéreux ou antiviraux, interagissant
soit avec le ligand organique, soit avec le centre métallique de la nanoparticule, en fonction

M P& [ZC &} %o Z](®luxforghet &l., @D10) En moyenne,ds MOF MH100(Fe)
atteignent desdiameétres compris entre 100 et 300 npselon la taille de nanoparticule

recherchée

[Uv %0}]VvS Au  ]}oigdinpatibilité des MOFn vivoa été démontrée
A epu « veo E [ 3p * Ju%o]<p vs (Baate}@lEI®L3Cai « E S
et al, 2017; Wuet al, 2017) En outre, de nombreuses expeériendasvitro ont confirmé
o[ vV S}AE] ]S «10D(Ke) vi/wis de cellules phagocytaires de type
macrophage a des concentrations administrées inférieures a 50 pug/mL, et une concentration
inhibitrice médiane (I§g) €égale a 300 pg/m{Chalatiet al., 2011; Agostoni, Horcajadet al.,
2013; TamameSabaret al., 2013; Grdlet al,, 2015)

Depuis quelgues années et de maniere a élabdemvecteuss thérapeutiques fiables
et plus adaptés aux conditions physiologiques, des expériencesad®uvrementde MOF a
partir de molécules biocompatibles ont été réalis¢psur principalementaugmenter la
stabilité ¢ v v}% ES] po* H ¢ ]Jv H *Ce*S u ]E po S}]E X o o8
% EU S5 vS % E ]oo pEeprefesdafpsthstE} \deciblageou debioadhésion
par les MOF, sans compromettre lesipacités [ v % epo S]}v § des]AE v

molécules actives-']Ju v 1rD E&etpl,2018)

Jvel]U % E ¢]Ju%0 %Z viu v []vs E S]}ve 0 SE}*S S]<u
S o[ P vs E }UACE u vsU * }0]P }AgBsteniet alC201p;LiEtRE | v
2017; Liuet al, 2017)U o[Z %Betidpwet al), des polysaccharides de types acide
hyaluronique (Cai et al., 2017) et chitosan (Hidalgoet al., 2017) des lipides (dioleyl
phosphocholine)(Wuttke et al, 2015)ou encore des polymeres de pbkcaprolactong
(Filippousket al., 2016)ont été employés pour la conception de MOF hybridess stratégies
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[ vVE} P }vS Po} o uvS % Eu]e oJu]S & 0 ¢ %Z viuv e [F
milieu physiologiqueyvoire de diminuerla vitesse de délivrance des molécules actives
encapsulées sans toutefois prévenide maniere efficaceo[]vS Ev o] S]}v &E %o]

nanoparticules par les cellules du systeme immunitaire.

Pour apporter un certain caractere furtif a ces MO&s polyméres depoly(éthylene
glycol) hautement polaires et biocompatible&alipsky, 1993; Alcantat al., 2000; Lutz,
2008) Uese e ulo]JE * }u%E]s » VSE il S %Ol ATl }vs F
[ A% E] v - E }UAE u VEXS]o]e(( Wuo PNVvE [ VE} P % CEu
prévenir la dégradation prématurée des nanoparticules dans le sang par diminution de
o[ Zonr fles protéines a la surface MOF, mais également de diminuer la reconnaissance
et la capture des nanoparticules pades cellules du foie, de la rate ou du systeme
immunitaire (phénomeéne de furtivitéBoccaet al., 1998; Immordincet al,, 2006; X. Het
al., 2015)

La PEGylationdes nanoparticules de type MOF est a ce jour réalisée a partir de
procédés chimiques covalen(&refet al., 1994; Wanget al,, 2015; Zimpeét al,, 2016) et
notamment par technique rapidempliquant une seule étapede réaction (Graftfas)
(Mévellecet al.U 1ii6V 'Ju v IrDet@®k2018) (]v opfimiser la stabilitéet le
temps de circulation sanguinges MOF et de fait, améliorer le pouvoir thérapeutique des
molécules actives encapsulée3outefois, des ajustementsle composition voire de
nouvelles stratégies de recouvrement restent a étre mis au point, de maniére a obtenir un
vecteur thérapeutigue compléetement furtif, stable plusieurs heures au sein du systeme

circulatoire et performanten matiere [ v %o*pno S]}v § o0]AGE v ives.u}o po

l. 4. Conclusion

Les }u ]Jv o E zZ €& Z S Z U%o-* [ %% 0] S]}ve .
poly(hydroxylcanoates) bactériens}vs Wi} uE [Z ], ai pangéiaeat des spécialités

aussi diverses que celles de halogie moléculaire, dda production par fermentation
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oo MO0 ]Eddlogie microbienne, demodifications chimiques ou dé& synthese de

biomatériaux.

v. (( SU o0 ¢ %}S vS] o]S = . § E] ¢ Jeew e [ }eCeS u -«
matiere de production de PHA sont encore largementxpierées, tout comme leur
%0% ES VV %ZCo}P v S]J<p S 0 HE ]*SE] puS]}v P }PE % Z]<}
des matériaux biodégradables et biocompatibles, dont il existe une grande variété de
ulviu E U %S * %}UE O A 0} %o Bana lessdorhatackioniedisgdyw
et pharmaceutiques, et notamment pour la conception de nanoparticules poreuses pour la

libération de principes actifs.

Ve 0[}%S]<n [ 0o EP]E& o0 ¢ }vv Jee v ¢ (}v uvVvS 0°* S %o
o >Di1 § o]/ donasociés pour proposer kepi S §Z o ]JvsS]Spuo ZW}S vs§]
W}oC~,C E}EC 0o Vv} S e W, S E] ve %o}uE o[ V %oepo S]}v
§Z E %o US]<H [
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CHAPITRE I

EXPLORATION DE LA BIODIVERSITE ASSOCIEE AUX
ENVIRONNEMENTS MARINS F®DS POUR LA
DETECTION DE BACTERIES PRODUCTRICES DE
P(3HB4HB)
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Il. 1. Introduction

%o L] %o E e 81 veU o+ A 0}%% u v3s & Zv}o}P]cu « }v:
des mers et des océans, en particulier des écosystemes marins pr¢foodisset al., 1978,
1979; Francheteaet al,, 1979, 1981)Parmi ces environnemest) o[/ ( &[ |w SE@lue
précisémentaux cheminées hydrothermales profondes situées au niveau des dorsales
océaniques dont la formation résultedes u}pA u vse [ & 3]}vnsidn dpskE §

plaques tectoniquegKelleyet al., 2001; Van Dover, 201&igure20).

Figure20. Schéma destmictures marines retrouvées aqg } £]u]$ [V %00 <pu 8
[ %o Br@ensen et Boetius, 2007.

'o} ouvsSU o u u-E g E&P[]ve]iosE Ve 0 * UNOS]% 0O
crolte océanique et se réchauffau contact de chambres magmatiquesdont la
§ U% E SUE Al}]e]v o « (111 £ X ~}pue o (( 8 o ZopE 3§

remonte rapidement vers le plancher océanique en lessivant les roches environnantes. Le
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fluide hydrothermal émis par ces cheminéesst alorsacide (pH = 2), chaud (38@0 °C),
anoxique et chargé en gaz dissougsSHCHletc.) et éléments métallique§~e,Mn, Znetc.)
(Jargensen and Boetius, 2007; Jebdtaal., 2015)(Figure2l).

Figure2l. /u P [uv Z u]v ZC E{ueZadEuweau o la ride Juan de F
ve 0[} VvV W J(]J<p U § % €EEhimigu€sassseiesC ] }
Photographidfremer.

o[]vs &E( VSE oE}3duEu & S o[ u EUests VA]E}
< o] (Jextréme car soumissimultanément aux fortes pressions (3010 MPa), aux
gradients élevés de température, pH et concentrationsé&ments toxiques, [ = Vv
lumiére etaux ( (] 0 * %o %0 }ES SE]S]<Y e U Z o MAMgréde€3 ] oo -
conditions hostiles, une vie foisonnanteS pyv P& v 1} JA E<]8 <[ 3 Jve3 00
de ces écosystemesont le forctionnement repse sur ledbactérieschimiosynthétiques,

c'esta-dire % o0 * [}Ae§€mdEcules inorganiquesZC E}P v U spo(pE [ZC &
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pour créer o[ v (EPBdessaire a la conversiotles molécules carbonée@lioxyde de
carbone, méthanekn éléments nutritifDubilieret al., 2008; Jannasch, 2013)es micre
organismes hydrothermauBécteriaet Archaeg constituent lesproducteurs dela matiere
premiére de ces écosystéemesa la base du développement de nombreuses especes
animales aveclesquellesdes relations symbiotiques étroites ont été démontré¢&sewartet

al., 2005; Kloset al., 2015;LeBloaet al.,, 2017)

Les études menées depuis pres de 30 ans sumiess-organismes colonisaries
environnements hydrothermaux profondsont révélé une diversité génomique
exceptionnellg(Takai and Horikoshi, 1999; DeLong, 2005; Green Teihgke 2005; Sogiet
al., 2006) expliquée par lessSE S P] « [ @&eveldidéespar cesderniers pour
survivre dans ces conditions extréméssmicro-organismesadaptés a ces environnements
marins profonds sonainsiconsidér& comme des réservoirs de géenes fonctionpetslant

e« A}] » u § }oJcu « }JE]JP]v 0o U o0f]Ju P e Viu E pe o % o
pour leur capacité de productiothe solutés compatibles ou de macromolécul@sen, 2010;
Quillaguamanet al, 2010) Les micreorganismes marinset plus particulierement les
bactéries,*}vsS MHi}pE [Z ] e A 3§ uE- ZY|AE %}luE 0 % E} U S]
notamment de polthydroxyalcanoatey (Guezennecet al, 1998; Chienet al, 2007,

Christelle SimoiColin, Raguénés, Costd,al.,, 2008)

En paralléle d Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extréétedie les
micro-organismes issus des environnements marins extrémes, et hotammensaleses
hydrothermalesX v %o 0 e . §]1A]18 - %o E % E S]}v S [}EP v]e
océanographiques, le LM2E a pour missions la description de la diversité microbienne
phylogénétique et fonctionnelle, ainsi que la compréhension des processus adaptatifs
bactériens, archaéens et viraux, aux niveaux cellulaire et moléculajresS pusS}uE .
thématiques de recherche que les i S](¢ }v &v vS o[ A& u]letie}h¢se}P]

ont été établis

Ainsi, io0 [ PJ]ee ]8§ Ve UV % & u] & S u%e* [0 }E E pupuv u
moléculaire par technique PCpour la détection de bactéries marines productrices de PHA
a courtes chaines, et en particulier de copolyméres de MBBB []JvSs E!S ]J}lu ] o

Ensuite, a partir des isolats bactériens issus de la collection IfreM8E et déterminés
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positifs au criblage moléculaire, des expérimentations de fermentation standardisées et

}%SJule <« }vS8 § & o] ¢ fivesd e qopdymares d€ P(3HB4HBes

E Vv u VvSse % E} u S]}v 8§ o E 5]} [uV]E ¢ 3, 0 ¢ %ooOpe O A -
Ev] & }i S]1( [ £A%O0}E S]}v o ]} 1A E-]3 § E] vv e}

marins profonds, des analysésxonomiques et phylogénétiques portées sur les bactéries

productrices de PHAscl ont été mengeg]v [ VE] Z]E& v}e }vv Jee v ¢ cuE o ]

micro-organismes issus de ces écosystémes.

1. 2 Matériels & Méthodes

Il. 2 1.Echantillonnage de laollection IfremerLM2E

Depuis 1987, de nombreuses campagnes océanographiques Ifremer ont été menées
% E}A]U]S utvse ZC E}SZ Eu pAEU S vS§ ve ofigury S0 VvS§]
22) X e U]ee]lve [ A%O0}E S]}vVv o JA E&<]8 u] &} ] vv }vE %o C(
hydrothermaux, de fragments Z ulv U e Ju vdeU [ Vv]u p£E JvA ES
v3iIE [ p u E e %o E}(}v HE- NOBTH](TableaS®E Tiii

Ces échantillons marins profonds ont ensuite été incubés sur géloses nutritives non
sélectives pour la prolifération de micayganismes, suivant la technique de
of ve uv uvS % E %op]e u vsU ( }v } § Vv]E e }o}v] ¢ u]
Cette méhode de sélection a permis de rassembler pres de 1400 isolats, archéens et
bactériens, aérobies et anaérobies, mésophiles et thermophiles, puis de les enregistrer et les
stocker dans 15% de glycérdllisé commecryoprotectant, avant conservation-80°Cpour

créer lacollection IfremerLM2E

Pour les besoins de ce travail de thése, seulesdeshes bactériennes aérobiest
meésophiles ont été sélectionnées, c'estdire celles capables de croissance a taux
[}JAECP v S % E °*°]}v Su}e% Z (Rlirgs ednpriSes edtre 2O et 40°C,
autrement dit dans des conditions expérimentales aisées et compatibles avec la production

de PHA a caractére exploratoire. Ain868 isolats pour la plupart sans affiliation
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phylogénétique, ont intégré la base de domséinitiale pour débuter la premiére étape de

détection de bactéries productrices de P(3HB4HB).

Figure22. Noms, dates et zonesggraphiques des campagnes océanographiques Ifremer.
Cartedisponible sur le sitéttps://vents-data.interridge.org.

Tableau @ Noms des campagnes c@nographiques Ifremer, dates, localisations,

% E}(}v puEes [ Z vS]oo}vv P S viu &E *}|coOBectées *} %0 Z]0 ¢ (&
CAMPAGNE DATE LOCALISATION PROFONDEUR SOUCHES
HYDRONAUT | Novembre 1987 Est Pacifique 2600 m 17
STARMER Juillet 1989 Sud Ouest Pacifigue 2000 m 115

HERO Octobre 191 Nord Est Pacifique 2600 m 5
GUAYNAUT Novembre 1991 Est Pacifique 2000 m 27

MAR Mai 1993 Ride médio Atlantiqgue 3500 m 14
MICROSMOKE| Novembre 1995 Ride médio Atlantiqgue 3500 m 101
ALIPOR Juillet 1996 Porcupine Atlantigue 6000 m 1

ATOS Juin 2001 Azores Atlantique 2300 m 35

PHARE Mai 2002 Nord Est Pacifique 2600 m 2
BIOSPEEDO | Avril 2004 Sud Est Pacifique 2800 m 27
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1.22. o }E 3]}v [puv }oo §&]}v SE A ]Jo

A partir des 368 cryotubes stoatonservés &80°C 800 pLde culture ont été
ensemencés dans des tubes contenant 8 mL de milieu Zabedtitué de20 g/Lde Sea salts
(Sigma AldrichSaintLouis, USA), d& g/Lde peptone etde 1 g/L Extrait de levurgBecton
Dickinson BiosciencegBranklin Lakes, UgAt dont le pH a été ajusté a 7,6 unitéss tubes
ont ensuite été incubéa 34°C sous agitation horizontale a 150 rpm. En parallele, quelques
microlitresdes cryotubes stock ont été étalés sur géloses Zobell et incubés trois jours a 34°C,

afin devérifierla puretédes colonies bactériennes.

Au bout de 8h, en fin de phase exmentielle de croissance, 1,5 mL de glycérol
cryoprotectant stérileont été ajoutés aux cultures, avant redistribution dans de nouveaux
cryotubes pour élaborer une collection tiavail. Malgré nos efforts24 isolatsv[}vS %o p !'SE
remis en culture menanta 344le nombre desouches bactériennea tester poura capacité

de production de copolymeéres d&3HB4HB)

1.23. A 0}% % u v3 [pv u BdfEge moléculaire

pour la détection de bactéries productrices de P(3HB4HB)

Comme évoqué dans la revue bibliographique, un certain nombre de méthodes de
criblagecolorimétriqueet moléculaire permettant la détection de bactéries productrices de
PHA ont été décrites dans la littérature. Dans le cadre de cette these, le premjectdb
visait & mettre au point une technique de criblage moléculaire par PCR, rapide et peu
onéreuse, pour la détection de bactéries marines potentiellement productrices de PHA a
courtes chaines, et en particulier de type P(3HB4KB)a notre connaissag¢ tous les
protocoles PCRorésentés précédemmenbnt été concus a partir de bactéries terrestres,
donc peu adaptés aux isolats marins. Aitsipremiére tache de ce travail de thése a été de

concevoir des amorces PCR, adaptéesdiviersité bactérienre marine
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D uAE S P}E] + [Uu}lE e« W Z aitsét(llepsiméespsur initier
o[ u%o](] S]tv p P vPHA synthase de type (phaQ responsable de la
polymérisation de unités monomeériques de PHAsdh seconde pour amplifier le gén
codant la 4-hydroxybutyrate-CoenzymeAransferase (4HBCoAt impliquée dans la
condensationdu coenzyme Aet du 4-hydroxybyturateen 4hydroxybutyrydCoA pris en

charge par la méme enzyme PhaC, pour initier la synthese de P(3HB4HB).

1.23.1.1. }v %S]}v [ Uul@E < W Z %}luE ophaCle ypév pn P v

La conception des amorces PCR codant la PHA synthase deatyié ftéaliséeen

HE 8 u% X d}pus sdquér@eslpratéigues JEE *%}v vs o[ viCu WZ
recherchées dans la base de donné&3BI GenBantkttp://www.ncbi.nim.nih.gov) Présde
22 séquencesappartenant a des bactéries terrestres et marines ontréténues cartoutes

compléetes annotées et validées

Seules des séquences issuespdatéobactéries ont pu étre recensees, ( et ), et
cellesci ont ensuite été éditées dans legiciel BioEditversion 7.2.5(Hall, 1999)puis

alignéeggrace au programme MUSCLE ENRIgar, 2004(Hgure 23).

Figure23. Alignement degégions conservées desqgéences protéiquesarlant la PHA synthase de tyr
(PhaC)~vpupu &} [ GenBanlentre parenthéses)
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>[ o]Pv u vS§ « <u VvV eeux Egidnsoonservées sula protéine PhaC

comptant sept acides aminés chacuneui ont été sélectionnées pour la conception
pmorces forward(sens) etreverse (anti-sens) : K(Y/F)YILDLlet GHIAG(V/)(V/I) Tel
<u[]v J<p RigHEed3, ces séquences sens et asgnsdébutentaux 258™ et 51"

acides aminésgu genephaCchez la souche référende eutropha

Ensuite, baque acide aminé des deux régions désignées a été traduit en triplet de
nucléotides,en respectant legeégles inhérentes au code génétigudéanmoins le code
génétique étant universel nis redondant plusieurs combinaisons de nucléotidiques
peuventcorrespondre a un seul acide amindn second alignemena alors été effectué a
partir de séquences nucléodiiques correspondant au genehaG afin desélectionner les
nucléotides les plus récurrents au sein de ces régions conservées. Par le méme procedeé,

guelques 29 séquencesompletes et validéesissues de protéobactéries terrestres et

,,,,,

Figure24. Alignement degégions consemes s séquences nucléotidiques relatives au gphaCde
typel ~vpu E}e [ GenBamentre parentheses)

Ainsi, des amorces dégénérées correspondant aux régions conservées de la PHA
sCVSZ » SC% [/ § % Eu S5 v3§ opha%eot] €le dej3iméesdd P[ v
longueur de 18 a 21 bases, en fonction des nucléotides les plus fréquemment retrouvés dans
Il VAJE}vvV u v3X >« Uu}E + W Z }o]P}vp o }$FHPspfPHAsckl A 0} %o
et PHAscIr2ont été commandées chez Eurogentec (Liege, Belgigab)eau 03).
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Tableau @. Séquences nucléotidiques desmarces PHAscIPHASscIrl et PHAscIr2.

Nom primer | Séquence nucléotidique

PHAscIf A-[AA(A/G) T(A/T)(CIT) TA(CIT) AT(A/CIT) (CIT)T(A/CITIG) GA(CIT)

PHAscIr1 A-[A/CIT)AT (AICITIG)AC (A/CIT/G)CC (A/CITIG)GC (A/CIT)AT (CIT)TG (A/CIT
PHAscIr2 A-[A/CITIG)AQA/CIT)AT (A/CIT/G)CC (A/CITIG)GC (A/CIT)AT (CIT)TG (A/CFTIE:

1.23.1.2. }v%S]}v [ ul@®E < W Z %}luE 04HBGOAE]}v H P v

En parallele dda }v  %oS]}v [ U}E W Z <% plhacGdes amorees
PCRdestinées a amplifier lgéne codanta 4hydroxybutyrateCenzymeAtransferaseont
egalement été construites Prés de 73 séquences protéiquescompletes, validées et

annotéesissues de la base de données NCB@®eto $]A « o[ viCu 8, } § %% ES

,,,,,

Figure25. Alignement degégions conservées desaéences protéiquesadant la 4hydroxybutyrate
CoenzymeAransferase (4HBCoAvuu E}e [ GenrBanentre parenthéses)
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Deux régions conservées ont étélectionnées pouta conception [ u} E sens et

anti-sens, également composéesde sept acides aminés chacuneQ(L/M)GIG(A/K)let

G(I/V)GGQ(M/V)D Ces séquenceforward et reversedessinéesdébutent respectivement

aux 213™ et 333™ acides aminéslu géne4HBCoAthez la souche référend@. Kluyveri

Comme précédemment ettenant compte de la redondancedu code génétiquedes

séquences nucléotidiquesorrespondant au genéHBC@At ont été recherchées dans la base

de donnéedNCBJ afin de sélectionner lealignements denucléotides les plus frequemment

rencontrésau sein deces régions conseces.

Figure 26. Alignement desrégions consemes s séquences nucléotidiques du geddBCoAtnumeéro:

[

oo]}v

VSE %o . (E VSZ o oo

Finalementseulessi* <pu v ¢« G o §]A « p P v []Jvs E!'S 5] vs

plateforme, appartenant arois genres bactéeriengFigure26). Ce faible panel deséquences

v [ probablement%. ¢ % & u]e Ure sanabiténucléotidiqueproche de la réalitéPar

conséquentet of]Ju P ecesIPHASCI, il a été décidé diegénérerlesamorces4HB,

de manierea amplifier les gene4HBCoAthezun maximum de geres bactérienslifférents.

Lesamorces oligonucléotidiguedHBf 4HBrlet 4HBr2construites pouro[ u% o] (] S]}v

gene codant la-ydroxybutyrateCoenzymeASE& ve( E « U [pv o}vPu nuE

ont été commandées chez Eurogenté&alfleau 04).

Tableau @&. Séquences nucléotidiques desarces 4HBf, 4HBrl et 4HBr2.

Nom primer | Séquence nucléotidique

4HBf A-CA(A/G) CT(A/CITIG) GG(A/CITIG) AT(A/CIT) GG(AICITIGAMAR(AICIT) CC[
4HBr1 A-[A/G)TQA/C/TIG)AT (C/T)TG (A/CIT/G)CC (A/CITIG)CC (AIC/TIG)ACCALIZT[
4HBr2 A-[A/G)TC (A/C/TIGY&(CIT)TG (A/CITIG)CC (AIC/TIG)CC (AITIRALC/TIG)CECI [
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> % E&}S} }o [ AndaeriegEhetiqueet les parametreselatifsao| § %o

W zZ }vs stus [ }@&E S u]*e M %}]vsS pE MAE °*}u Z -« i E
premiere,Halomonas profundusT1214, [}E < § [ &E cofnniE productrice de
PHAscl, + EA] S u}llv %o}e]JC( SimorCAdipet al, 2008)X o[]JVA - U

Pseudomonas guezenr@i26 produisant duPHAmMGla été désignée comme témoirégatif

(C.SimonColin, Raguénes, Crassoeisal., 2008)

Dans un deuxieme temps, la méthode dietectiondes genephaCet 4AHBCoA#R été
}%3Jule  ep@E pv  JIJv [ USE ¢ }u Z «-LM2E, appadendntlvdés E u E
genres bactériens différent@\cinetobacter ParacoccusVibrio etc.), et dont la cpacité de
% E} U S]}v W, «e0 §]58 AE X > %r@&Eipl pénomiqueaingg 3]} v
gue les coditions optimales lies ao[ § %o [ u%o0](] S]}v Ponflajors e E W Z

définis concentrations en réactifs PCiRymbre de cyclesempéraures [ZC &E]). 5]}V

Il. 2 3. 2. 1Extraction de matériel génomique

> ulu % E} [ £ASE S]}v P v}u]apx344isblatste %o pqu U
de facon a créer une banque de lysats cellulaires, directement utilisablase matrice
ADN pour o[ § % u%o](] S]}v P PRRIA}IWSE[ }E U o0 ¢ t}g1éZ « }v
cultivées dans des tubes contenamd u > ulol p [ VE] Z]erauwarttyr dgs 00
cryotubes de la collection de travail préalablemeélaborée En fin de phase exponentielle
de croissance, 500lde cultureont été prélevés etncubésdans un tubeEppendorf stérile
de 1,5 mL Les cultures onéensuite été centrifugées a 10000 rpm pendant 10 mat,les
surnageants ont été oJu]v ¢« A v3 o[ i}u$[ uitta pRre stérile. En paralléle,
environ 10 pL de chaque cryotube ont été ensemencés sur gélose Zobell pendant trois jours
a 34°Cafin de vérifier la pureté de chaque isolaEnfin, €s prélysats cellulaires ont été
stockés & 6i1£ U o Ev] E S % [ [ ¢l theé&malyspse déroulant durante
premier cycle dé°CR.
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Il. 2 3. 2. 2. Amplification des genes6S phaCet 4HBCoApartechniguePCR

Cette méthode de criblage se voulant rapide et peu onéreuse, la matrice ADN de
chaque souche aervi  omplification PCR dplusieursP v ¢ []Jvs E!S pn }pEes p u!
cycle PCRet sur une méme plaqué’CR de 96 puits [pv % dE3IG0 0] (] $éhe |
universel } VvSARNri16S S VvSE % E]e P&E M EBEAAAO2R~ w&Ei[ °
AGA GTT TGA TCAGTGTC AG[ § i86i@GTTAC CTT GTT ACG A ¥Weisburget
al., 1991) de facon aA E](] & o «u 0]8 [ A& $&8ir ddéhaqup iddlat et

o[ < v e molécules inhibitrices de PCR.

SimultanémentU o0 ¢ }u% o0 ¢ PHAsGE/PrAsclrlet PHAsclf/PHAscIr2
~ oSV e o[ u%o0](] pha@ etidHBI/4HBrlet 4HBf/4HBr2 (ciblant le gene
4AHBCOAt }vs § u %o 0 } C appréljenderles capacitégénétiquesde production de

PHAscI, et plus particulierement @&3HB4HBgnN une seule expérimentatian

Pour chaque souchecing mix PCR ont été constitués contenant . de lysat
cellulaire, 1,25 l (soit une concentration del,25 pmolLe [ u} (Eforward et reverse
(Eurogenteg)13 |L de solution tampon (Promegaadison,USA contenant1,5 mmolLde
MgC$, 0,5 |L de désoxynucléotides triphosphatd 00 pmolil), 0,5 |L (2,5 U) de GoTaq
polymé&ase $§ 0 [ultna purestérile pour un volume final de 50Le programme PCR
unigue %0 S MAE ]Jv< % ] Econsiftaitdritin premier cycle de thermolyse de 20
min a 96°Csuivide 35 cycles de dénaturation de 8@ 94°C, hybridation de 6Gsa 56°Cat

Elongation de 2 min a 72;@vantune derniere phase de 7 min a 72°C.

En routine 16 souche®ont été testées par plaquéCRI6 puits, en plus des témoins
(contréle positif: lysat cellulaire de la souché. profundusAT1214, et contréle négatileau
ultra pure stérile pourconfirmer o[ ¢ v }v8 u]v S]}v % Gourge ADM<p
danslesmix PGRv (]Jv [ u%o0](] 8]}v P \dxproduits EBCRVsahtléparés par

0 SE}%Z}E ¢« suE& P o [P E}e ~0iiGEMR] [ P[ &Zpolh1DOR >
mL de solution tampon TAE (Tris, Acétate, EDTA)) qui pdanséparation des acides

>

nucléi<cp « v (}v 8]}v O ME S ]Joo e}pe o[]v(ou.Vv [UV Z u% o S

Ensuite 10 pyL deproduits PCRt 5 uL de marqueur de taiemoléculaires comprises

entre 200 pb et 10 kpliSmart LadderEurogenteg sontdéposésséparémentdans les puits
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[ P & Javant submersiordans une solution tampon TAELa migration des fragments
[JvsS 6&stigitice o[ ] un dourant électrique ajusté 80 V et 100 Apendant 45 min
Enfin, &s produits PCR ont été révél@sx rayons ultraviolets o[ ] [ MV lin@ibateu} o
Biorad Molecular (Image€hemidocTMXRS+Hdercules, USA) et du logici@uantaBiogene

(BioGene Technology, HongKong, China

Il. 2. 4. Approche culturalepour la production decopolyméres de

P(3HB4HBpar fermentationbactérienne

Lessouches bactériennes positives au criblage moléculpger la recherchedes
genes phaC et 4HBCoAtont été cultivéesen milieu liquide, en erlenmeyers pour la
productionde copolymeres dé€(3HB4HB)Le protocole ddermentation a volontairement

été standardisé (]v o[ & Pludgrand nombrede souches bactérienne#insi les

mémes conditions de culture ont été ajpiées poutous les isolats.

Figure27. Schéma d procédéde production de PHA en erlenmeyers en deux phas
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La culture pour la production de PHA a étdlisée en deux étapespmprenantune
premiére phasede division cellulaire pendant laquelleles cellules ont été ensemencées
Ve pv u]o] p [ vEt]zZahell(de 8 a 1800 miLde facon a obtenir une densité
cellulaire maximalgFigure 27). Ainsi en pratique et pur chaque souche présélectionnée
par criblage moléculaire800 L de solution stock ont été ensemencés dans un tube

contenant8 mLde milieu Zobell pendant uneuit a 34°C. Le lendemaices 8mLde culture

ont été incubés dans uerlenmeyer de 200 L pendant 8h, puis ces 200 mont été

transférés dans un derni@rlenmeyerde volume total 1,8 pendant une nuit.

En fin de phase exponentielle de croissance, les cultures ont été centrifugées a 6000
rpm pendant 15 minles culots bactériens orgnsuite § Z}u}P v ]Je ¢ v o[ M
mer diluée stérile (20 g/de NaCl)avent incubation dansurr }v u]o] M HMOJUE [TU
destiné a lasynthése dePHA dépourvu de tout élément azotéais enrichi en substrat
carbonés, pour initier la production deopolyméres de P(3HB4HBourcesexpeériencs, les
sources de carbone clsies étaient le glucose (5 g/L) assimilable paida majorité s
bactérieset précurseur du dwydroxybutyrate(3HB) et le Na4HB4 M au vhydroxybutyrate
(1,5 g/L) molécul ep SE $ o[ viCu &, } § Jpolynjérisafion dos-
hydroxybutyrate (4HB).

La phase de production a duré a072h, en fonction du temps nécessaire a chaque
M Z % }uE HMupo &E ( }vuZ£Juo e PE vuo « JVSE oo0pO
et la quantité de granules ont été estimées o[ S $ p@afEolservations au microscope
optique a contaste de phaseCes bilans microscopiques ont également permis de surveiller
|l « A v3p o Z VP u v§e UtE% Z}0}P] Z <p niekd S S o]

organismegontaminants.

v (Jv [ A % d€Hésles dduehes ayant produit un copolymé&rein rendement
supérieur a 150 mg par litre de culture, @uun ratio de 4HBsupérieur a 5%, ont été
sélectionnées pour une étapdtérieure de production de PHAuivant différents parametres

de culture notammenten bioréacteur.
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Les soubes bactériennes ayant produit des copolymeres BIEBHB4HBR des
rendements au moins équivalents a 150 mg/Laodesratios de 4HB supérieurs a Gfarant
o[ § %o ( Eu vérenmeyersont été sélectionnées pour une seconde phase de
culture enbioréacteus. En effet, laculture en bioréacteur a pour objectiff pPu v (E o0 -
rendements de PHA produjtsiotamment grace au contrdle deertains paramétres de

HOSUE S 0° <p 0 %,U 0 S u% E S uais ggalerhedt op }SEE]®& } A CP

JV(}EuU S]}ve <p vS H %oE} eepe [ HUMPO S|}V W , Figlss&E } %0 (E
28).

Figure28. }u%o}e vSe [uv J}E SHILENHDRY)(}E -

a. compartiment milieu de culturde volume utile 3,5 Ib. plaque chauffantec. moteurd. axe

de rotatione. solutions de NaOH (1M) et$0 (1M) f. sonde pHy. sonde Qh. sonde T°C flux
[ 1E po8,&EImM. (0 }v [ Z vS]oo}vk gannedau@e]aontrole.
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Lors de cesexpérimentations et pour chaque isolat bactérien la phase
[ vichissement en milieu Zobell a été menéa simultanédans deux erlenmeyes de
volumes croissantsafin de pouvoir ensemeer les 3,5 L de volume utile dankaque

bioréacteur(Infors, Bottmingen, Suissdjigure29).

Figure29. Schéma d procédéde production de PHA en bioréacteurs en deux phases.

Lescultures u v ¢ i< fin de phase exponentiellde croissancecontenues
dans deuxerlenmeyersde volume total 1,8 L ont été centrifugées a 6000 rpm pendant 15
min, puisles culots bactériens ont ét@priset cumulés ve iii u> [ W u @ Jop
20 g/L de NaCl. Ces derrs ont finalement été ensemencés dans dasréacteus

contenant 3,4 L de milieu dédié a la prodoatde copolymeres de P(3HB4HB).

Au cours de ces expériences en bioréactdeipH est ajusté automatiquement 7,6

unités a partir de slutions de soude NK, ~iDes § [ ] s LOSAELM) la
température maintenuea 34°Cavec uv = %o %o } @& 3q th® Eu S5 vS o[}A£CP v §
homogéene du milieu de culturdar ailleurs100 pLde solutiontensioactive(Struktol, Stow,
USA) onpu étre ajoutés au milieu de culturelurant la période d]v p  §$iha diminution

U (opuAE Vv[ ]@osuffi a inhiber o[ pupo 3]}wmousse Parallelement des
} ¢« EA 3]}ve u] E}e }%o]cp o o[ § § (dee]a tloisSfoiss par@ousufe o
chaque cultire pour %% & ] E 0 U}E % Z}0}P] . § E] U o[ MupC

W, S o[ vV }v8 u]v vSeX
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La période dedrmentation en bioréacteupropre a chaque soucha été stoppée
apres5a 9%6h []Jvpu S]lv v (Jde d|}¥ § P v E o visualigé@amn &
microscopie, et de la vitesse de consommation de squagortionnelleal ] ](] S]}v M
milieu, ellee-méme corrélée a laproduction de polyméresEnfin les cultures ont été

centrifugées 20 min a 8000 rpmulisles culots bactérienant été congelés etyophilisés.

Il. 2. 5. Extraction, purification et caractérisation des PHA

En fin de phase de production de PHA, les cultures ont été centrifugées a 8000 rpm
pendant 20 minpuisles culots bactériens ont étgongelés et lyophiliséd.es lyophilisats ont
eté broyés puis homogénéisés dans du chlorofor(Rescher Scientific, Hampton, USA)
pendant 4h a 50°C. Apres centrifugation des solutions a 10000 rpm pendant 10 min, les
phases chloroformiques contenant les PldRtraits ont été récupérées et séchées pour
} S VIE o[ ASE& ]S AR Peseée s, extrais bruts ont été redissousdans du
chloraforme, puis purifiés par précipitationdans10 volumesde méthanolfroid, de maniére

a éliminer toute trace [Ju%ou@E S « o0 ]%s] pptyreX purifieés ont été récupéres,

séchés et stockés a température ambiante.

Environ 10 mg de chaque PHA purifént été dissousa 25°Cdans 600 pL de
chloroforme deutéré (CH&H6) Eurisotop, SairAubin, France), puianalysés par RMRH
grace aun spectrométre Bruker(Billerica USA)400 DRX opérant a 400 MHtes
déplacements chimiques ont été reportés en ppm relativement au signak,ai8,3
tetradeutero-3-(trimethylsilyl}propanoic acide sodium (]v appréhenderla nature du

polyméreet de quantifierles proportions de monomeres de 3HB et de 4HB.

80



Il. 2. 6. Andyses phylogenétiquesles souches productrices de PHA
Jeept © [ VAJE}IVV U v8e U E]JVe %o E}(}V

Le dernier objectif de cet axe microbiologie visait a explorer la diversité bactérienne
capable de synthétiser des PHA a courtes chairessociée auxenvironnements
hydrothermaux profonds des océans Atlantique et Pacifighinsi, la caractérisation
taxonomique des souches bactériennesde la collection IfremetM2E productrices de

PHAsch été réaliségar séquencage partiel du gene uni@®e o } vsS o[ ZEE io"X

A partir du lysat cellulaire de chaque soucdarolification partielle du gen&6Spar

PCRa été menéedirectementsur une plaquale 96 puitsdédiée fournie par le laboratoire
de séquencage Eurofins Genom({Ebersberg, Allemagnd)e protocole PCR est identique a
celui précédemment décrit5 pL de lysat cellulaire, 1,25l (soit une concentration dé4,25
pmoll>e« [ u}E& + 06& , $3 {oda Bolution tamponcomprenant1,5 mmolL de
MgC4, 0,5 |L de désoynucléotides triphosphate (100 pmib), 0,5 |L (2,5 U) de GoTaq
polymé&ase < %o fii R> A o[ M pMole@ogfamniE PGBondistait Zn un
premier cyclede 20 min a 96°Csuivi de 31 cycles de dénaturatiomle 60s a 94°C,

hybridation de 6 a 53°C et Elongation de 2 min a 72°@yantune derniére phase de 7
min a 72°C.

Les produits PCRruts ont été expédiésau laboratoire de séquencageurofins
Genomicsdans la journée apres vérificationdu succésde @mplification a&s génes
marqueurs taxonomiquesleS % E 0 SE} % Z}E « u@ réreption desE}e X
résultats les séquencenucléotidiquesrévéléesont été nettoyées puis comparées a la base
de données GenBank (NCBI BLAST, http://ncbi.nim.nih.goviblasty obfeni®& o[ ((]Jo] S]}v

taxonomique de chaque isolé minimadu genre bactérien).

Ensuite,le positionnement phylogénétiqueelatif & o[ A}ous]}v u}lo po ]E V=
} vS o[ ZEGE chadue individwa été recherchéau sein dela population [JvS E!§X
Pour ce faireles séquences orété éditées dans le programmeo&dit puis alignées grace
au logiciel MUSCLBEMBL En outre les ségquencesiucléotidiquessimilaires a plus de 99%

ont été regroupées en une seule souche référeradim de limitero[ v }u € u vS§ ol E &
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phylogénétique. Enfin, lemférences phylogénétiqus ont été traitées suivant o[ oP}E]SZu

neighbourjoining (Saitou and Nei, 1987%vec corrections de Jukes et Cantor,o[ ]
programme SEAVIEW version 3l&tg://pbil.univ-lyonl.fr/) (Galtier et al, 1996) La

robustesse de la topologie a été testée par rééchantillonnage de 1000 bootstraps.

Il. 2 7.Séquencage des produits P@Riplifiés par les couples
[ UJj@E&E W, « o(lE S o, (IE

> e <cuv P ¢ %E)} ul&s W Z u%ol](]+ of] .

4HBf/r1.r2 a été entrepris afin de confirmer leur appartenance aux groupes de g€

et 4AHBCoAtpar comparaison nucléotidiquaux <« P v ¢« [}E  § | @&SES

u

ut@E

V.

de données NCBI. ¢« }vv ¢ % Eu SSE}vS P o w pssitigniement®E o

phylogénétique de ces genes au sein de la bioditéebactérienne

Comme évoquéors du point précédentle séquencage des genes codamf ZEE io”

a ete réalisé a partir dproduits PCR bruts, o[ ] M }U% 0 [ U}E « 0&

unique et spécifique du gerkbSchez les individus testés.

S 001

UtYE « W Z epu((]® uu vS o}vPu « § v}v Pv E « }vS % Eu]-

A contrarigdu faitdela P v B ¢ Vv * }H% 0 ¢ [U}E < W, * o(l¢

4HBf/rLlr2, les produits PCR brutorrespondantsv[}vS %o ¢ %o !'SE ¢ <y Vv
Ansip}uE A]38 E o }vs u]v §]}v phalev4kBJdARar @esragments

[  Enon spécifiqgueset augnenter le succes d o[ v pl€seproduits PCBruts ont été

purifiés, o[ ] un Kit commercial ou par clonageA v3 o[ § %o e <pv P X
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Suite aux étapes|[ U% 0](] S]}v % [® VEE}%SZ}E « *uE IBso [ P &
(E Pu vsSe [ ] < vnelafsjaux genephaCet 4HBCoAbNt été minutieusement
découp&s o ] [LVv ¢ 0 %suplesgel @Eposéur une gaque arayonsultraviolets
Ces bandes [ P (& pnt ensuite été purifiées o[ ]du kit NucleoSpin Extract Il
(MachereyNage] Duren, Allemagne grace auquel o[ E ] est retenu sur une
membrane de silice en présena® sels chaotropiquesCette technique rapide et peu
onéreusepermet o[ oJu]v S]J}v ¢ }u%o}e vSe u E}u}landgsicalji@Bar c}op o
u}C vun[tampon éthanoliquetout en préservant les fragments nucléotidiquegitérét,

qui sont ensuite éluépar une solutioralcalire.

L e v « [P &} }vS v vS§ 0 esoitt @orsehBepodbegdans des
tubes Eppendoréle 1,5 mL stériles puis pesée&delonlesinstructions [us]o]e $]1}1\2004 1]8
pL de tamporsalinNT1sont ajoutéspour 100 mg de gekvant incubatiorau moirs 10 min
a 50Cdans un baimarie ipe<pup (}vS$s }u%oo $§ . v .eEnduite, €8}«
solutionssontverséessurdes colonnes Cleamp disposées sur des tubes collectedies2 mL
avantun premier cycle d&0 s decentrifugation a 1000 rpm.Les sirnageantssont jetés et

o[} % Ees$rEferéedeuxfois pourassurerun meilleur résultat de purification.

Ensuite 700 yL de tampon éthanolique NE8nt verséssur chaquecolonne avant
séchage par centrifugation pendant 6@& 11000 rpm. La manipulaticgst répétée une fois
avant élimination du surnageankmmeédiatement les colonnesCleanup sont transvasées
sur de nouveautubescollecteursde 1,5 mL stérilespuis lavéegar 30 UL de tampn alcalin

NEpendant 5 min a temp&ture ambiante.

Enfin o[ E %o |e€EfEclpérépar centrifugationa 11000 rpm pendan0 s. Une
derniere 0 SE}%Z}E ¢ -« uE ebteaffeciuée dBphrtir des produits PCR purifiés
pour apprécier leur qualité avargxpédition versle laboratoire Eurofins Genomiggpour

séquencagalans les deux sende lecturedes génes [JvS (&[S 9. A[réception des
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séquencesucléotidiques comme précédemmentellesci sont nettoyées puis comparées

a la base de donnéd$CBIGenBank.

Bien que colteuse S ZE}v}%Z P U o § Zv]<«u o}v P * (M
ciblesvia un vecteuraméliore nettementla qualité du séquencag€raniscHerronet al,,
1985) En effetles produits PCR purifi&®ntinsérés dans un plasmidti-mémetransféré
dans une celluldactériennedite compétente pour assurer la copie de ceux o[] vS]«u
et en grand nombreCette technique a ététilisée en complément de la premiére méthed

de purification, pouwalider certaingésultats de séquencage.

Figure30. Carte genique eséquences pomotrices du vecteur pGEN (Promega) g4



Ainsj les produits PCBruts relatifs au genghaC(produits PCR 4HB non traitésnt
Ju% ¢ ]JE S u vsS cuE&, &t murifipsP @&[}q4 kiticommercial NucleoSpin
Extract IlLLe méme jourafin [ vS] ]% & o[ S %o o]P S]}v e« danEl¢ p]se W
vecteur, 1 pL de vecteur plasnugie pPGEMT (Figure30) et 1 pL de ligase T4 issus du kit
pPpGEMT Easy Vector Systems (Promegahnt incubésa froid avec 3 pL de produits PCR

purifiés dans des tubes PCR stériless solutionsontconservées une nuit a 4°C.

Aprés une nuit a 4°Qyour débuter la phase de transformatiof pL de produit de
ligation sontversésdans un tubede 1,5 mL contenant 50 pL de cellulesmpétenteskE. coli
:DiIIOX % @E « 11 ulv [Jv u S]}v euCE P oestpdovogué paur 8sBurEr g <
transformation descellules,c'esta- JE& of[]ve ES]}v e« A 5 HE* %0 cu] Jcp
bactéries compétentes. Cellessont alors plongéesprécisément45 s dans un bairmarie a

42°Gavantune derniére incubatiosur glace pendant 2 min.

Par la suite 600 pL demilieu de culture Super Optimal broth with Catabolite
repression(SOCW 1ii P> SEC%S}v U n PlI> [ ASE ]S o ApE U ii
KCI 1M, 10 mM de Mg£l10 mM de MgSPOet 20 mM de glucogefavorisant la
transformation des cellule€. colisont ajoutés au mélange cellules/plasmids, avant

incubationpendant 1h15 37°Csousagitation horizontale a 150 rpm.

Enfin 50, 100 ou 200 pde solution microbiennéransforméesont ensemencés une
nuit a 37°Gsur cing geéloses sélectives composéeslOg/L de tryptone, 5¢. [ £ASE ]S
levure, 5 g de NaCl, [i u> [ u%] Joo]Jv ~ide MPIR>U[]*}%EL} % C o0
thiogalactopyranoside IPTG (0,1 M) eée 2 mL de Ebromo-4-chloro-3-indolyt t-D-
galactopyranoside %al (50 mg/mL).

Ces géloses particaties permettent E % E E o0 - S E] « C vS ]JvsS F
nucléotidiqgue []Jvs E!'S }u vivX v (( SU o - S E] « SE Vve(}EU ¢ %
blanche opaquédJ E ofJvA @BSectement intégré au sein du plasmids positionné
spécifquement au milieu du gentacZU E v vS o[ A %o Ece mppessible(Figuré
30). AinsiU o[ vIGgalactosidaseodée par le géndacZne peut étre traduite, et par
conséquent ne peut hydrolyser le substrat -lBromo-4-chloro-3-indolyt t-D-
galactopyranoside présemtans la géloseoule broma4-chloro-3-indolylest un composé de

couleur bleue si hydrolysé
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Ainsiapres unevp]SU o ¢ }o}v] EE d@iJM109ee douleur blanche,
[ «&dire ayant bien intégré le vecteur plasdigue contenant les séquenceADN
[JvS ,@hEe 0 3]}vv * %}uE pv Vv}IpA oo S %o PRouresofdireé, S]}v %o
une nouvelle banque de matériel génomigest constituée par prélevement dequelques
microgrammes [V } 0 Jokdnche positive a o[ ] [uv €v . Cé&s @hesont
ensuitedirectementmis au contactde iii R > [ultia purestérile dansune plaquePCR
de 96 puits. La plaque annotée estrtexéependant 5 min avanie transfert de 1 pL de lysat

cellulaire dansine seconde plague PCR o[ ] [MV %] % SS uposS] v PAEX

Ensuite eenvue deP v (E E o[ u%ROREeMpkig des inserts cibled4 uL de
mix PCRsont ajoutésdans chaque puitsCe réactif PCR comprei®D3 pL (1,25 pmold)

[ u} @& fosward etreversede typeM13 ~Dii (-GIA AAA CGACGG CEAQ Dil-E i
CAG GAA ACA GCT ATGI pdont les sequences complémentaires font partie intégrante
du vecteur plasmidiqueet sont situées précisémenen amont et en aval of[]ve ES
amplifier (Figure30). De plus 4,2 L de solution tampordont 1,5 mmolLde MgCj, 03 pL
de désoxynucléotides triphosphate (100 piig] 0075 uL (2,5 U) de GoTaq ponérase et
9,365 yuL d pultra pure stérile sont également ajoutés lors de la préparation de ce
meélange PCRLe programme appligué au thermocyclegonsisteen un premier cycle de
thermolyse de 20 min a 96°Guivi de 30 cycles de dénaturation d&0 s a 94°C,

hybridation de 96 a55°C et Elongation de 2 min a 72;@vantune derniére phase de 7
mina 72°C>[ u%o0](] S]}v < % E} p]Se W Z saéntgeérifieesoconouveajve ES-e
% E 0 SE}%Z}E « spE P o [P E}e X

En paralléle et pour assurer la conservation des clonef00 pL de milieu
[ vE] Z]--Lusogeny BrotlfLB suppléé enagentantibiotique (10 g/Lde tryptone, 5
g/L Extrait de levure, 5 g/lde NaCl et 1 mL pmpicillinea 100 pug/mL)sont déposés dans
Z <t %oH]Se [UV %0 <u Puis BQuE de-soluEojoclenes/eatltra pure
précédemment constituéesont ensemenceésla plague de culture est incubée une nuit a

37°C sousggitation horizontalefixée a 50 rpm.

Le lendemain10 pL de solution clones/lddnt %o ] < Ve 0 ¢ %op]Se P 0} o
plague de séquencage fournie par le laboratoide séquencageGATC (Constance,

Allemagne) Celleci est soigneusement conditionreet expédié pour un traitement dans
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les 24h. Entre temps, 20% de glycérol cryoprotectant stésitmt ajoutés aux 90 W de
solution clones/LB restant@vant cryoconservation &80°C A réception des résultats, les
séquences nucléotidiqguesont nettoyées puis comparées a la base de donn&3BI
GenBank.

ll. 3. Résultats & Discussion

Il. 3. 1. Détectionpar criblage moléculaire PGlies badéries

potentiellement productrices deP(3HB4HB)

Le premier objectif de cette thése visait a mettre au point une méthode de criblage

moléculaire par technique PCRapide et applicable en routine a un grand nombre
[ Z vS]opow tdJdétection de bactéries potentiellement productrices de PHAscl de

type P(3HB4HB)Pour ce faire deux genesnarqueursindispensables a la production de
P(3HB4HBYNt été choisis le genephaC codant la protéine PHA synthase de type |
responsable de la polymérisation des unit@bhydroxyalcanoates a courtes chaines le
géne 4HBCoAUU } v3§ o[ vi@droxyButyrateCoenzymeAransferase capable de
fixer le menzymeA aux monomeres de 4HB, ensuite pris en charge par la méme PHA

synthase de type | powronstituerles copolymeres []vS .E!S

Les344 souchesaérobies mésophiles viables de la collection IfrefnBI2E ont été
testées selon le méme protocolBCR pourechercherla présencedes génesphaC et
4AHBCoAtau seind o HWE % SE]Ju}]v P v §]<udX gere whiversg] cadpnt
ARNrl16S P o uvsS 8§ VSE % E]s %}uE S u}JPv E H ey - o[
a partir de chaque lysat cellulaireaFigure3l présente uyv P o [ P e@pfeduits PCR
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des souches AT1214 (témoin positif), AT1218 et ATI&hjifiésgrace aux amorces 16S,
PHAsclf/rl, PHAH/r2, 4HBf/rl et 4HBf/r2et révélés par rayonaltraviolets

Figure3l. ' o [ o & }%es ptBduits PCR desuches AT1214, AT1218 et AT1216, amplifié
les amorces 16S, PHAscIf/r1.r2 et 4HBf/r1.r2.
MW u E«u pE S ]Joo V % |E - e eU 0 (0 Z < E %E vV

> (€& Pu vsS pv]cu JEE *%}v VS o[ uémeo idrquebyv S}S o
S AE}viu]«u § uv]A ERNr 16Sa\é& mfrouvé chez toutes les souches, avec
une taille attendue del500 paires de bases (pbLe résultatindique que tous les lysats
cellulaires préparés directement a pia des cultures bactériemes sansétape préalable de

purification, et thermolysés durant la premienghase du cycle PCBnt délivréune quantité
[ E eu((]e vSgéborendd u %o o] (peniguepar PCR

Concernant [ u%o.0](] parlielte du géne phaG la longueur des fragments
0O MO Z 1 o[ *% Rd&Btopia&utiophaétait de 770 pb. ToutefoisU o[ o]Pv u v$§
nucléotidique réalisé pour la conception des amorces a partir des ge#rSde 29souches
badériennes terrestres et marinea révélé que, chez certains individus, la taille de
o[ u %o qpuMvait atteindre 80 pb. Ainsi, toute bande mesurant entf@0 et 80 pb a été
considéréecomme positive, <u[ 00 15 § umifuerheht % E o } U %0 O [ U} &E

PHAscIf/r1pule couplePHAscIf/r2 ou les deux

Eneffet, les genephaCet 4HBCoApeuvent étre détenus indépendamment au sein
du génomede chaque souche bactérienri8teinblchekt al., 1994; Menget al., 2014) De
plus dans cette étudda stratégie de criblagemployéene [ 3 %ulueAestrictive et a

% E ((E Jv opE S}uS & *posS S %}S vS8] oo u vS %o}e]S](U %o
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productrice de PHAsAinsiau total, 163 souches appartenant a la collection Ifrem&M2E

ont été caractérisées comme porteuses du gepieaC

La méme démarche a étéenéeavecles souchegotentiellementporteuses digéne
4HB®AL, ou des bandes mesura®80 pbont été recherchées aprés amplification génique
% E u SZ} W ZX > o0o}vPpu pE SS v i o[ u% o] }v S 0O M
modéle dostridium kluyverj les alignements protéiques et nucléotidiques préalablement
effectuésv[ C v3 % » E A o A E ] en mpiereddedils pourcé géne. Dés
lors, tous les fragment®btenus [uv o0} Vv P [prviBn 380 pb surgel[ P E}s }vsS S
jugés positifs et 163 isolats @ la collection IfremefLM2E ont étéconsidérésporteurs du

géne codant la 4ydroxybutyrate-CoenzymeAransferase.

Cependantde nombreux autres fragments de taglanférieure ou supérieure a ceux
[JVvEE!S }vsS § U%O0](] = % & oces PHA%oltrler2 ¢t u4HBfi/rl.r2,
ES Jvuvs pu (]8 el dekta ddder&rescencee cellesci. Or, ®ules les
bandes delongueurattendue ont été prises en compte durant ce travail de criblage. La

JEE *%}v v P v]<«u e %o E} U]Se W Z vv Fcherehiée% E ]Joo pE

Enconclusion le criblage mto po ]J&E %0 (E u]3 so(ithee pGEteiises du
genephaC 163 autres isolats possédant le gedé&iBCoAt pour un total de & bactéries
détenant ces deux genes a la foist donc potentiellement capables de synthétiser des
copolymeres deP(3HB4HB{Tableaw 05 et06).

Tableau ®. Nombre de souchesdtetériennes possédant les géenasaC 4HBCoAtou les
deux, classés par campagne océanographique Ifremer.

CAMPAGNE | SOUCHES CRIBLI phaC 4HBCoAt phaC-4HBCOAt
HYDRONAUT 17 11 4 4
STARMER 115 60 55 31
HERO 5 4 4 4
GUAYNAUT 27 5 14 2
MAR 14 8 6 4
MICROSMOK 101 55 45 30
ALIPOR 1 0 1 0
ATOS 35 14 20 10
PHARE 2 1 1 1
BIOSPEEDO 27 5 13 3
TOTAL 344 163 163 89
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Tableau06. Récapitulatif des237 souches hctériennes possédant le gémaC le gene
4HBCoAtou les deux.
(en gis: les souches potentiellement productrices de copolyméres de P(S3HB4HB) mais dont

o[ § %o ( Eu vS S8]}v  ooiestéE V[ % ¢ S

Souche| phaC| 4HBCoA{ Souche| phaC| 4HBCoA{ Souche| phaC| 4HBCoAt
ST265 X ST538 X MS932 X

ST266 X ST539 X MS935 X

ST268 X ST540 X MS937 X X
ST269 X X | ST542 X |[MS940 X

ST270 X ST543 X MS941 X X
ST272 X ST714 X [MS942 X

ST273 X X ST719 X X MS944 X

ST276 X X |sT721 X | Ms945 X
ST277 X X BI725 X X |MS950 X X
ST279 X X BI729 X X |[MS951 X X
ST282 X X BI732 X  |MS955 X X
ST283 X X BI734 X  |MS956 X

ST286 X X BI740 X MS963 X
ST287 X BI742 X X |MS964 X

ST288 X X BI743 X MS965 X

ST295 X BI744 X |MS967 X

ST298 X X BI746 X MS970 X

ST299 X X BI748 X MS973 X X
ST300 X X AL749 X MS975 X
ST301 X HY750 X MS976 X
ST302 X X HY751 X MS977 X X
ST303 X HY753 X MS978 X X
ST305 X HY754 X MS979 X X
ST308 X X HY755 X X MS980 X X
ST309 X HY756 X X MS981 X X
ST310 X X HY757 X MS982 X X
ST311 X HY758 X MS983 X X
ST312 X HY760 X MS984 X X
ST314 X X HY761 X MS985 X
ST315 X X HY762 X MS986 X X
ST316 X X HY763 X X MS988 X X
ST317 X GY767 X X MS989 X X
ST318 X X GY769 X MS990 X X
ST320 X X GY773 X MS991 X X
ST321 X X GY774 X MS992 X X
ST324 X GY776 X MS993 X

ST327 X GY777 X MS994 X X
ST328 X GY778 X MS996 X X
ST329 X X GY779 X MS998 X
ST330 X X GY780 X MS999 X X
ST331 X X GY789 X MS1001 X X
ST333 X GY790 X MS1002 X X
ST334 X X GY792 X MS1003 X
ST335 X GY793 X MS1004 X
ST337 X GY795 X X MS1005 X X
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ST338
ST340
ST345
ST346
ST347
ST348
ST349
ST350
ST351
ST352
ST353
ST354
ST355
ST358
ST359
BI361

BI362

BI367

BI370

BI379

ST395
ST409
ST411
ST412
ST414
ST416
ST416
ST417
ST419
ST420
ST421
ST426
ST427
ST428

XXX XX XXXXXXX

X X X X

XX X X X

X X X

X X X

X X

X X X X

X X X

GY796
GY797
HE798
HE799
HE800
HE801
MA880
MA881
MA883
MA885
MA887
MA891
MA892
MA893
MAB896
MA897
MS906
MS907
MS908
MS909
MS911
MS912
MS914
MS916
MS917
MS919
MS920
MS921
MS925
MS926
MS927
MS928
MS930
MS931

X X X X X X X X

X XX XX X X X

X X X X X X

XX X X X X X

X X X X X

X X

X XX X

MS1006
MS1007
MS1008
MS1009
MS1011
MS1012
MS1013
MS1014
GY1108
AT1210
AT1211
AT1212
AT1213
AT1214
AT1215
AT1216
AT1217
AT1218
AT1219
AT1220
AT1221
PH1226
AT1229
AT1230
AT1233
AT1234
AT1235
AT1237
AT1238
AT1239
AT1241
AT1245
AT1254
AT1256

X X X X

X

X

X X X X X

XX X X X X X X XX

XXXXXXXXXXXXXXXX

x
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Durant ce travail de these, les expériences de criblage moléculaire, de production de
PHA de type P(3HB4H®r fermentation bactérienne et pnalyses pylogénétiques ont été
effectuées conjointement pendant prés de 18 mois. Le séquencage des produits PCR
amplifies o ] %0 ¢« [ u}E& < 1Wt 4HBI/( G été réalisé« pgn fin de
période sur un panel représentatif [ Z v §]oapparenant ades genres bactériens

différents, aprés purification par voie chimique ou par clonage.

Le séquencagedes produits PCRamplifiés a partir des amorces PHASscIIy,
PHAscIf/r2 AHBf/r1 et 4HBf/r2 et préalablementpurifiés parle kit @mmercialNucleoSpin
Extract 1) a donné ds résultats difficilement exploitables certainement en raison de
o[Z § (E}Petde]adfaible qualité des séquences. En effetules des séquences de 20 a
150 pb sur les 16 échantillons analysés ont pu étre recupéréless que les tailles de

e cpvVv ¢ E3vpue §]vs [ VAJE}v 611 8 811 %o

Suite a cet échec edu fait des contraintes calendaireseuk des fragments
génomiquesgénérés o | Hu %o 0 [ uPEEASsCIf/L ont pu étre testés. La totalité
des produits PCRmplifiés par clonag a été séquencéeavec succeset quelques 94
séquences nucléotidiquesiffiliées all genres bactériens différentent été récupérées,

nettoyées puis alignées grace au programme Clustal.

Aprestraitement informatique, les nucléotidegprovenanttant du vecteur pGEMT,
des amorcesM13r E §8§ Z - ef RHASEI] ont été rebuvés sur toutes les
séquencesconfirmant le séquencage des produits PCiBlesamplifies o[ ] copple

[ UJE + W, «Fig(reaa).

Figure32. Position et apprtenance des ncléotides retrouvés en début de chaqu

fragment cloné et séquencé. 92



Chaque séquence a ensuite été comparée a la base de donnéesBNGBtout
[ } &sous forme deséquence nucléotidiqugBlastN), puis sous forme de séquence
protéique (BlastX. Les réponsedit Blast[ c'esta-dire ayant lespourcentages de similarité

les plus élevépar rapport a la séquenaequéte, sont répertoriéesdans leTableau (.

Dans toudes cas et gelque soit la souche, le®quencesiucléotidiquessoumises au
BlastNv[}vS % e« S oo}l ] o e P v e % ES]dpoffaghents de %o puS€
génomes completgartageantdes taux de similarité variant entre 4 et 93@e résultat peut
ISE E%O0]<u % E O (118 [ vv}s S]}v * P v e Ve O .

P viue+e }u%o0 S¢ § vvV}S e Z <p P VE § ousvét&[}vS %o

recensésa fortioriconcernant les isolats marins.

Néanmoins, dns la majorité desas le génome associé aux séquences amplifiees
par PCR appartenait au méme genre bactérien, hormis pour les isRlamheimera
(AT1212)ShewanellfHE798)Marinomonas(MS937)t Pseudoalteromona@S941) dont
les marqueursnucléotidiquesont été assimilés a ceuxed genresArthrobacter Aeromonas
ou Alteromonas Ces résultats sont vraisemblablementa nouveau liés a la faible
représentationde ces micreorganismes marinslans la littérature ou seuls des génomes
partiels de cegenres bactériensnsS %o } u E o [ Ajoutds dans la base de donné®kCBE
ainsi logiquementseuls les organismes les plus proches phyogénétiquement ont pu étre

affiliés.

[ MSE % ESU o0 ¢ E *posS S« 0 *Sy % Eu SSvsS o €& Z E
[uv ¢ <p v cléstidique préalablement convertie en séquence peptidique, ont été
%00 JV(}EU S](*X VIMA pU 0 ¢« E % }ve © ZZ]5 0 5[ %o E}%o}e
0SS E Z E Z VS 0° %%E}S Jv e 0 %OHUs * U O O° UAE °* <uV

dansle Tableau07.

dips [ }E U u pv * 00 ¢ <pV * U%O0](] ¢ % E o T
W, ¢« o(lE&i V[ %oun !SCE es]u]o o W, eCvSZ - SC% [IX
amplification génique réalisée a partir des mémes amorces PCR, aucune protéine similaire
v § & SE}pA VEE o0 ¢ J(( E v ¢ o} Z X Vv(]v & %ope]
]eenw ¢ [pv ulu Je}o § }vs § & S§ Z ]J(( & vS ¢ % E}S Jv X
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Tableau 0. Noms des soucheg effiliations taxonomiques, correspdances BlastN/BlastX

des produits PCR séquenceés et pourcentages de similarité.

| SOUCHE TAXONOMIE | BLAST | GENES?ROTEINES AFFILIES | % SIMILARITE
L N genome Arthrobacte) 4%
AT1212  Rheinheimera X N-acetylglucosamineRheinheimera 60% (x8)
N genome Halomona} 73%
AT1214 Halomonas X nitrous oxidereductase Kalomona3} 70% (x1)
sulfurtransferase flalomona$ 60% (x8)
. N genome Acinetobactey 78%
AT1218  Acinetobacter X cytochrome P450Acinetobactey 59% (x9)
N genome Stenotrophomonas 7%
AT1254 Stenotrophomonas X N-acetylmuramate ligaseéPcychrobactgr  63% (x1)
ABC permeasesfenotrophomonas 44% (x2)
N genome Alteromona$ 44%
uracytmethyltransferase\ibrio) 96% (x1)
BI725 Alteromonas X carboxylamine synthasdlfteromona3 29% (x1)
cupinprotein (Vibrio) 25% (x4)
N genome Bacillug 90%
urocanate hydrataseBacillug 64% (x1)
GY779 Bacillus X transcriptional antiterminatorBacillu3 62% (x4)
cytosine permeaseBacillug 54% (x3)
sorbitol deshydrogenasdécillug 35% (x1)
N genome Aeromona3 44%
sigma factor §hewanella 83% (x4)
HE798  Shewanella X methylchemotaxis proteinghewanella 78% (x2)
ABC transporterShewanelln 57% (x3)
N genome VYibrio) 83%
HE800 Vibrio X glycine ligase\(ibrio) 97% (x1)
carboxylamine synthas&/{orio) 31% (x7)
. N cloning vector 28%
MS937  Marinomonas X arylamine transferaseMarinomonag 58% (x9)
N genome (Alteromonas) 78%
cytidine acethyl transferasé\(teromona$ 78% (x1)
MS941 Pseudoalteromonas X endonucleas€Alteromona3 77% (x1)
NADP oxidoreductasélferomona$ 76% (x3)
chromosome proteinAlteromona3 32% (x4)
N plasmid Ruegeria 93%
ST329 Ruegeria X dihydroxyacid dehydrataseRhodobacter 97% (x1)
methyltransferaseEpibacteriun 72% (x8)
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Toutefois, alors ge certaines séquences ont partagé pourcentage de similitude
supérieur a 90% avec des protéines connues, gell® [ Emetbyltransferase
[ oS E}ulargkycine ligase déibrioou ladihydroxyacice dehydratasede Ruegeriade
nombreuses autres séquences du jeu de données ont affiché des taux de similarité inférieurs
60A9 }u ulu AI9U 8 Vv[}vS }v %o ¢ %op !SCE ((Jo] < BitA ES]

Blast[proposées par la base de données.

De pluset de maniere surpneante, les séquences nucléotidiques et peptidiques
completes et validéesgelatives au gen@haCet a la protéine Pha@isponibles dans la base
de données et C v « EA] o[ o antarceédPCRont également présentdles
variations importanteskn effet,» poe ¢ S pu&A& [] VvS]S Vvu 0 }S] J<pn  }u% E]

50% ont étéalculéspar rapport au géne 3 o[ v I€férencesdela soucheR. eutropha

Selonlestravauxrécentsde Kimet al. (2017)et en dépit de cettdorte héterogénéité
génl<pu U pv ES ]Jv viu & coriespondahia ees sites actifst conservés
spécifiquesde la PHA synthase de type | ont été mis en évidenglycine G193,
phénylalanine F352, alanine A353, isoleucine 1357, valine V360, acides glutamiquext E364
E449, leucine L450, arginine R521 et alanine AB8§ure 33). KEU o[ o]Pv u vs LN
séquences nucléotidiques annotées, validées et utilisées pour la conception des amorces
PCR PHAscIf/r1.r2 dessinées dans cette étude, pour cibler le gene codant la PHA synthase de
SC% /U V[ %o ¢ % Eu]- E 3§ s MalE unigudment Jles-acides aminés
&iATU 11700 § >0AiX W E ]Joo pE+*U o[ v oC- 1}IV(}EuU S]<cp
o[ ] H }H% 0 [ U}@E < W = %o IEELU | vde$ Jacldes@minés conserves.

Jve]U ulu +[lo s uo J(QEu E A EsS]su o[ ((]o] S]}v
W Z e S P}YE] * % J(]<p % E}S Jve E A0 * % E 0 3y
ceux | § vo[SSUV JEE *%}v VS %E} o0 u vVvS % ¢ VIV %OU®*
Pv [Jvpha&E® oPE v}e ((}ESe S o[ veuo pns3SEA]o }u%o 0]

>

%0 U iIJHMEU v u -pE }v opE <«p vs of ((] 18 e u}CE
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Figure33. Alignement de séquences nuclétidiques ces PHAynthases de type I, 11, 11l et IV.

[ %0 & * <Ju § oXU TiiéX
Lescercles noirs entourent leacides aminés actifs et conservas la séquence protéique de la F
synthase de type | chez R. eutrophes parenthesedélimitentla séquence protéique correspondant
fragment génique amplifié par lesnorcesPHAscIf/de cette étude
ReR. eutrophgPhaC |)PaP. aeruginos@PhaC I|)BcB. cereugPhacC Iligt BmB. megateriunm(PhaC V)

ll. 3. 2. Production decopolymeres de?(3HB4HB) par fermentation
bacteriennea partir des soucheraveléespositives au criblage

moléculaire

Durant ce travail de these, les expériences de criblage moléculaire, de production de
copolyméres par fermentation bactérienne @[ vmble des analyseghylogénétiques ont
été menées conjointement pendant prés de 18 mois. Pour rappel, suB4dssouches
mésophiles aérobies viables de la collection IfreiddRE, 89 ont été criblées positives
pour la recherche és génesphaCet 4HBCoAtpar méthode moléculaire et doncjugées

potentiellement capables de produire de$1A de typé(3HB4HB)
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Sur les89 souchesconsidérées positives pour les génasaCet 4HBCoAtors de
o[ § %o E] o P u}o 7o idalatslbnte étéo eultivés par fermentation
S E] vV %o}uE 0 % E} U S]}v H }GoPamedise [[ /B HIAXvS % E
certains résultats de criblage PCR parvenus et traitésiviamibent, et des échéances

temporelles a respecter.

Malgré cela, bacune des 77 souches a été cultivéeur initier la production de
P(3HB4HB3uivant un protocole de culture standardisé en erlenmeyers de volume total 1,8
L,en présence dé& g/L de glucoset de 1,5 g/L de vhydroxybutyrate. Les résultats moyens
en matiére de rendements, massde cellules sechest compositiors des PHA obtenus en

fonction du temps de fermentation gtar souchesontrassembléslans leTableau @.
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Tableau 8. Moyennedes endementsde PHA€N g/L et en g PHA/g masse cellules ségdhes
temps de fermentationh), masses de cellules séches (gL xompositiors monomériques
des PHA obtenuaprés fermentation cellulaire en présence dg/h de glucose et 1,5 g/L de
vHB.

(nd : nondéterming

Rendement | Temps Masse Rendement Comoposmon PHA
L . cellules (mol%)
Souche | Genre bactérien | Espece affiliée PHA ferment. sches PHA
(o) (h) SSENeS | (gPHAGMCY | 3HB | 4HB
(9/b)

MS955 Acinetobacter venetianus 0,22 48 107 021 99 1
AT1218 0,03 48 0,63 0,05 100 0
ST277 0,41 48 2,13 0,19 98 2
ST279 0,01 70 0,80 0,01 - -
ST282 - 70 - - - -
STP83 - 70 - - - -
STB6 - - - - - -
SB08 macleodii - 70 - - - -
SB21 Alteromonas 0,07 48 1,18 0,06 97 3
ST334 - 70 - - - -
BI1725 - 70 - - - -
HY755 0,01 70 0,81 0,01 96 4
MA897 0,01 70 0,86 0,01 - -
HY756 . - 70 - - - -
HY763 alvinellae ) 70 ) i i i
ST340 0,57 48 1,25 0,46 99 1
ST345 0,01 48 0,23 0,04 94 6
ST347 0,49 70 0,92 0,53 95 5
ST348 aguamarina 0,59 48 1,41 042 99 1
ST350 0,99 48 1,75 0,57 99 1
MS950 0,38 70 1,36 0,28 99 1
AT1230 0,42 20 1,05 0,40 100 0
ST269 0,46 70 1,43 0,32 97 3
ST276 0,46 70 1,37 0,34 97 3
ST310 Halomonas meridiana 0,74 48 1,58 0,47 98 2
BI1729 0,55 48 1,23 0,45 97 3
BI1742 0,24 70 0,89 0,27 99 1
AT1214 0,37 70 2,05 0,18 93 5
PH1226 profundus 0,10 70 125 0,08 100 0
AT1213 0,05 48 1,13 0,05 99 1
AT1216 0,31 70 0,91 0,34 96 4
AT1221 titanicae 0,15 96 1,33 0,11 100 0
AT1229 0,36 70 0,98 0,37 95 5
AT1233 0,43 48 1,19 0,36 88 12
MS937 - 48 - - - -
MS996 Marinomonas communis - 48 - - - -
MS999 - 48 - - - -
MS941 - - - - - -
MS951 Pseudoalteromonas haloplantktis - 48 - - - -
MS1006 - - - - - -
AT1212 Rheinheimera aquimaris 0,08 48 1,09 0,08 100 0
ST329 Ruegeria sp. 0,16 48 151 0,11 100 0
HE798 Shewanella algae 0,23 70 157 0,15 100 0
ST719 Staphylococcus  saprophyticus - 48 - - - -
AT1254  Stenotrophomonas maltophila - 48 - - - -




Masse Composition PHA

Rendement | Temps Rendement 0
(. X cellules (mol%)
Souche | Genre bactérien | Espece affiliee PHA ferment. seches PHA
(9/L) (h) ( (QPHAgMCY | 3HB | 4HB
g/b)

ST298 0,15 48 1,43 0,11 99 1
ST299 0,14 20 0,98 0,14 90 10
ST300 0,14 48 1,02 0,14 99 1
ST302 0,14 48 1,09 0,13 98 2
ST314 sp 0,11 48 0,96 0,11 98 2
ST315 ' 0,26 48 1,31 0,20 97 3
ST330 0,26 48 1,48 0,18 97 3
ST331 0,22 48 1,16 0,19 99 1
GY795 - - - - - -
MS983 0,15 48 1,32 0,12 100 0
ST320 0,13 48 1,28 0,13 100 0
MS973 0,01 48 1,26 0,08 100 0
MS978 alginolyticus 0,02 24 0,95 0,02 100 0
MS979 0,01 48 1,07 0,02 100 0
MS982 0,05 48 1,17 0,05 100 0
MS1007 algoinfesta 0,02 20 0,79 0,02 100 0
HE799 diabolicus 0,05 24 1,19 0,05 98 2
HE800 Vibrio 0,35 4,5 1,86 0,19 100 0
ST395 neocaledonicus 0,09 48 1,28 0,07 98 2
HE801 - 70 - - - -
MA891 0,07 24 1,14 0,06 97 3
MA893 0,06 48 1,32 0,05 99 1
MS977 0,01 24 1,10 0,01 100 0
MS980 0,10 48 1,22 0,08 100 0
MS981 0,15 48 1,34 0,11 100 0
MS984 0,03 48 1,22 0,03 99 1
MS986 0,02 24 1,27 0,02 99 1
MS988 parahaemolyticus 0,03 24 1,25 0,02 99 1
MS989 0,09 24 1,06 0,09 100 0
MS990 0,03 48 0,82 0,04 100 0
MS991 0,04 48 1,04 0,04 100 0
MS992 0,08 48 1,26 0,06 100 0
MS994 0,04 48 0,81 0,06 100 0
MS1001 0,05 48 1,25 0,04 100 0
MS1002 0,02 20 1,12 0,02 100 0
MS1005 0,02 20 1,09 0,02 100 0
ST273 - - - - - -
ST288 - - - - - -
ST316 - - - - - -
ST318 - - - - - -
stat6  \C ne - - - - - -
GY767 - - - - - -
MS896 - - - - - -
MS906 - - - - - -
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Sur les 77 souches testées63 soit 82% des isolats ont produit un extrait
chloroformiquedans les conditions de culture standardisées appliquées, et ce au bout de 5 a
70 h de processus de fermentatiotW E ]Joo PME+U o[ v 0Cs RMNMaZ£SE ]5-
confirmé la présence dEHA a courtes chainés o[Ju P L« BESHBYRIEsepté en
Figure34, caractériséar un pic a 5,24 ppm correspondant au @} un double signal a 2,58
et 2,44 ppm relatifau CH (a), et un derniersignala 1,25 ppm lié au groupement gtk la

chaine latéraléc).

Figure34. Spectre RMNH du F3HB), produit par la souche AT1214 en présence de 5 g/L de gl

De plus parmi les @ souches ayant produit un PHA a courtes chaines durant cette
phase de culturestandardisé, 32 isolats (51%) ont synthétiséu P(3HB4HB)Les spectres
RMN'H de ces échantillonfont apparaitreles signauxcaractéristiques du motif 3HB, ainsi
gue trois signauxcomplémentairesa 4,09, 2,34 et 1,93 ppm, correspondanaux

groupements CH o [uv]S Fiyure35). Le ratio de 4HB au sein de ces polymeéres a été
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calculé grace aux intégrations des différents tprs selon la formule

LsrrF—————m———— .
5444.:A0OADAEK:;

Figure 35. Spectre RMNH du opolymére de P(3HB4HR synthétisé par la souche AT1233,
présence de 5 g/L de glucose et 1,5 g/Lwihgdroxybutyrate (4M).

Au vu des résultats obtenus suite a ces expériences de fermentatiam protocole
de culture standardisé, de fortes disparités en matiére de capacités de production da PHA
courtes chaine®nt été observées, avec degndements compris entre 10 et pres d&70
mg de polymeregurifiés par gramme de masse cellulaire seckelon les souchefuant
aux 32souches ayant synthétisé du P(3HB4HB), dest &£ [ Vv]Scem@ris entre 1 et

12% ont été calculés

Lemémeprotocoke de culture standardisé a éppliqué aux 77 isolats bactérigrés
ol £ %S]}v o] HE qui[bvéte aJstee en fonction desbservations

microscopiques Cellesci ont permis [ %o %o (Ela Vidhilité des cellules etle taux
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hccumulationmaximal de PHALesrésultats obtenus dans cette étude semblent indiquer
gue les micreorganismes expriment dess Z u ¢ [ JHupoO S]}BHB) ow de

P(3HB4HBJlifférents selon leur positionnement taxonomique.

Ainsj lesisolats appartenant au genr€ibrio accumulentun maximum de PHA en
seulement quelques heures, avant de ne vraisemblablement reconsommeicteux aussi
rapidement pour subveina leurs besoins énergétiqué€hienet al., 2007; Sasidharaet al.,
2015) Plus particulierement la souche H800 V. diabolicuspolymérise pres de 200
mgPHAgGMCS v o8ZiiU o}E+ <« [ -or§dBEismes dudE}éme genreactérien
affichent un rendement moyen inférieur a 100 mgIAgMCSau bout de 20 a 48 h de

culture.

[ USE ¢ <} Z <U v}S$ uaffilé8saugenre Halomonas nécessitentpres
de trois joursde processus de fermentationA v3 [ $3 Jv E v HUMO S]}v u A
de PHA. Celles représentent par ailleursla catégorie de microrganismes la plus
productive au sein de la populatiogtudiée, avec des quantités de PHA synthétiséles
o [ } ®e@0mgPHA/gMCS

Concernant les autres genres bactériengAcinetobacter Alteromonas
RheinheimeraRuegeriaet Shewanelld, o S u% -+ [ pup@c8lJairg viagimal de
polymérev|[ %o * %o PA!SE %}pE Z <y *}p Z U ulu ] o idealeE]} [V

sembek se situeraux alentours del8 h de fermentation.

[ HSE , B2 Sbuéchesissues de la collection Ifrem&M2E ont prodit des
copolyméres deP(3HB4HB)Les analyses taxonomiques grermis de classer ces souches
au sein de quatre genrdsactériens. Acinetobacter Alteromonas Halomonaset Vibrio. Les
meilleurs rendements § & S]}e [uVphtea @ouveau été obtenusvec lesmicro-
organismes appartenant au genkalomonasavecplusieurs centaines de milligrammes de
copolymérespar litre de milieu de culture euv § pAZ u AZJu o d, o[}E& &

(AT1233.

De maniere générale, le protocole de culture standardisé appliqué dans le cadre de
ces travauxa permis lgporoduction de PHA a courtes chaineshez lamajorité des souches

testées 82%), y comprisa partir demicro-organismes appartenant aux genres bactériens
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Alteromonas(ST277, ST279, ST321, HY755 et MA8®inheimera(AT1212) eRuegeria
(ST329), poulesquelsla %o 1§ cCVvSZ - t Mheorejfnis] été démontrée

%oopueU Jo [ P]S ] ] 0 pidud@ENUIps@ptitudegs de production de
copolymeres de P(3HB4HB) a partir de bactéries natiggssociées auwenvironnements

marins profonds.

En resanche, la mise en culture de 14 autres souches positives au criblage
moléculaire des génephaCet 4HBCOAtvV|[ %o * % EuU]e % E} U] E W,
conditions expérimentales testéefST282, ST2835T308, ST334T719,BI725, HY 7S5,

HY763 HE801,MS937,MS951,MS996, MS99®t AT1254) Plusieurshypothésespeuvent

étre avancées pour expliquer ce résultat.

En premier lieula méthode de criblage moléculaire par PCRvS o[} i S]( S ]§

JMAE]E pv % ES Ju%}ES v§ 0 1} ] AndiEed Sfortameht] v of
dégénéreées pour la recherche des gempdsiCde type | et4HBCoAta vraisemblablement
conduit o[} § vS]}v @rongsld S % & }ve <g VS 0 e positd]lv []e}o
u oPE o vV phak etV 4HBCoAt Cette hypothése estohérente avec les
résultats observés chez les souches MS937, MS996 et MS999, appartenant au genre
Marinomonas et pour lequel p pv Su e ] v8](&«pe jouyrdémontré une
guelconque capacité de synthése PHA alors quedespro p]Se W Z u%e0](] ° o[ ]

amorcesPHASsclf/r et 4HBf/ont été détectésdans le cadre de cette étud@éableau06).

[ USE * ZC %o} S Zaux «conditioms de culturepeuvent également justifier
o[ vV % E} 4 S]tw (WS UXo[ vesdermentations a été réalisé selon
MV % E}S} }o %0 % 0] O uv PE v viu & [J*}o S Ve o }v
simples, standardisées et non optimisées (T = 34°C, pH = 7,6 unités, [NaCl] = 20 g/L,
€'oy }e o A N Hydroxgbudwate = 1,5/4). llest probable que certainparamétres
expérimentauxvdient pas permis ldiosynthése ddPHA et leur accumulatiothez certaines
bactéries notammenten raisonde la nature de la ou dessources) carbonéds) utilisée(s)
comme précurseur(s) et/ou des concentrations administrées En effet, méme sila
production de P(3HB4HB) a été induidéwec succesn présence Pou }- § v
hydroxybutyrate au cours de ce travail, des études récentes ont démontré qgkidese

v[ *8 %o subgtvat universel en matiere derghése de PHA a courtes chaines. Plusieurs
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représentantsbactériens affiliésaux genres Bacillusou Streptomycessembent en effet
privilégier les voies énergétiques impliqudet glycérol(Valappilet al, 2006; Singtlet al.,
2009) o u'u ( }vlydooxybutyrate (1,5 g/L) utilisé comme précurseur pour la
synthése de monoméres de 4HB peut ne pas convenir a certaines souchaefguéront

[ MSE ¢ }uE - E }M-butasediol l® 4-chlorobutyrateou la vbutyrolactone
(Steinbuichel and LutkEversloh, 2003; Leet al, 2004) De plus le vhydroxybutyrate
présent méme en quantité limitég peut [ A E E 3}E]<u % }IuE ES Jv -
déclencher un état de stress incontjiide avec la production de P&itel que nous avons pu

o[} eefEpAr microscopie pour certanmicro-organismesprésentant une morphologie

cellulaire modifiée, voire une mortalité élevée.

[ 1S @tudes ont montré queertains éléments de type fer, magnésiuau cuivre
sont nécesaires a la production de PHA pale nombreux genres bactériensotamment
en tant que cofacteurs protéiqugfRkamsayet al,, 1990; Passanhet al., 2013) Certains de
ces composés ont donc pu manquer dans le milieu de culture appauvri utilisé dansde cadr

de notre étude.

Ces quelgues raisons imputées @ilieu de culture standardispeuvent expliquer
au moins en partie o[ ¢ Vv % (E} n S]d\partir Méssouches MS941, ST719 et
AT1254. Ces trois micarganismes appartiennent pourtant respectivement aux genres
bactériens Pseudoalteromonas Staphylococcuset Stenotrophomonas pour lesquels la
synthese dPHAa [} E « S | S E]S v Valappilgsa., dD06; LEE al.,
2010; Villanueveat al., 2010; Igbakt al., 2016)

[ HSE &erta&lnsS Huteurs défendent égalementiéle inhibiteur des protéines
de régulation de typePhaR en u «p&E [JvZ] & o SE& ve E]%S]}v e P
biosynthese des PHAFigure 05). Ces protéines répressivemmpécheat la production
bactérienne de PHAdans certaines conditions culturales particulieres, méme si les
u v]eu o 3 }v3 /ES «n festéhtta 88 jour mal compridaeharaet al, 2002;

Potteret al., 2005; Caet al., 2014)

v(]vU E vS e Spu ¢ %0 ]* ]S vS o0[]u%o }darssfert H %o E
horizontal de génes (THGJans le mécanisme de biosynthese des PEW{re micro

organismes de genres bactériens différents ou méme iatpeces(Kaliaet al, 2007;
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KutralamMuniasamyet al., 2017) Ce phénomeéne évolutif fréquent expliquerait pourquoi

deux individus bactériens différents, appartenant néanmoins au ménmeeg&xonomique

voire & la méme espéce, ne partageraient pas exactement les mémes fonctions

us }o]j<p U v o[} MEE vV 11 e o[]JvSs PE S]}v P v}i

insuffisante des génes nécessaires a la synthése de PHA au fil des divititaisese A plus

large échelle, le transfert horizontal de génes est reconnu comme commun, fréquent, et

surtout nécessaire a la survie des miomganismes, et fortiori chez ceux colonisant les

ulo] pAE ASE'u U }T o[ %S S]}v uAEnviBmergntauxzZsey &oitu vSe
[ISE % E3] po] E (de WSCE and JPavies, 2000; Thomas and Nielsen, 2005;

Zhanget al,, 2017)

Ainsi, esquelqueshypothéeses peuvent apporter utkebut deréponsequant au fait
gue les isolats ST282, ST283, ST30338%,B1725 HY756 et HY76®ourtant tous classés
parmi les AlteromonasU vVv[}vS % * % @HAdpSs les conditions de culture
S v E ] - ,@lors méme quées souches ST277, ST279, ST321, HY755 et MA897
S}uS HUS VS %% E vS A. mactepdi%t isolées dans les mémes zones
géographiques, ont démontré une capacité de synthese de PHA a courtes chaines, et méme
de copolymeres de P(3HB4HBE la méme maniére, la souche ST716 également issue de la
collection IfremerLM2E et affiliee a[l « % A. macleodipar Raguenest al. (1996) avait

été décrite o[ %o komme non productrice de PHA.

Enconclusion toutes ces hypotheselatives a la durée de fermentation, la toxicité
potentielle p -kiydroxybutyrate, la carence en éléments minéraux dans le milieu de
HMOSUE U o[ S]}v % (E }S ]phénpmeie |dat@rjsfert horizontal de génes
% UA VS E%o]«yu E o[ « v PHAcKeIEetginesdduches

Malgré ces inceitudes, plus de 80% des isolats criblés positifs p& méthode
moléculaire PCRont conduit a la synthese d®HA a courtes chaingeselon le protocole de
culture standardisé établiet notamment a partir de micr@rganismes appartenant aux
genres bactéries Alteromonas (ST277, ST279, ST321, HY755 et MAG¥T@jnheimera
(AT1212) etRuegeria(ST329)pour lesquels la capacité a synthétiser des PHA est décrite

pour la premiére fois
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De plus 32 souches ont synthétisé desopolymeres de P(3H4HBR)desrendements
compris entre 10 et 570ngPHAgMCS et des ratiosde 4HB entre 1 et 1% mettant ainsi
en lumiereles capacités de production de P(3HB4BIBxartir de bactéries natives, associées

aux environnements hydrothermaux profonds.

Lesneuf souchesayant produit un copolymere de P(3HB4HB) a des ratios de 4HB
supérieurs a 5% selon le protocole de culture standardisé ont été sélectionnées pour une
seconde étape déermentation au cours de laguelle nous avons étudié plusieurs sources de
carbone, seulesouen mélanges v }v Vv3E $]}ve A E] o U (]v S vs &
E v U vSe % E} U S]}v S 0 S u&E [pVv]S » 0, X

Les milieux de culture ontainsi été supdémentés en Popu }e U Po€g &E}oU
hydroxybutyrate ou 1,4utanediol en concentrations variablesau cours decultures
réalisées en erlenmeyes et en bioréacteurs Les donnéesrelatives aux différentes
expériences menéesur les souches ST347, AT12141 246, AT1221, PH1226, AT1229,
AT1233Idalomona¥, ST299 et HE80Wiprio) sontregroupéesdans leTableau @.

[Hv u v]g@nérale ces nouvelles culturegn erlenmeyers v [} v@as permis
[} § V]I&E u Joo pEe+ E v u v§ui sonivestiés dmeyegnne inférieirs a
150 mgPHAgMCSour les représentants du gent¢alomonaset tout aussi faibles pour les

deux souches d¥ibrio.

/o V[ %o * V}V %oope ta&IXx 4JBWH] S]A u v3 %ope 4dBAar [pv]S
rapport aux culturestandardiséeséalisées en présence de 5 g/L de glucose et de 1,5 g/L de
vhydroxybutyrate.De surcroitjes fermentationsmenéesen bioréacteursv[} v s permis
de produire %o O [ * }%0}0Cu etienmeyefsy u oPE& of ip*S u vS8 usS}tu S]«}
%o, U%! Z vicafion]ld] miliey § o[}&AZ£CP v §]}v Z}u}P v o MpA X
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Tableau @. Rendementset ratios de 4HB en fonction du mode de culture, de la durée de
fermentation et des sources carboné&lu: glucose, Glyglycérol, 1,4but 1,4butanediol.

Genre Espece E_rlen 1,8L | Temps Sources Rendement | Rendement | Ratio
Souche bactérien affilice Bioréacteur | ferment. Carbonées PHA PHA 4HB

3,5L (h) (@) (QPHAGMCS | (%)

7 5g Glu+2g 4HB 0,09 0,13 35
. 48 5g Glu+1.5g 4HB 0,32 0,12 1
ST347 Halomonas aquamarina E 48 5g Glu+2g 4HB 035 0.38 0
70 5g Glu+2g 4HB 0,45 0,49 0
10g Glu+10g 4HB 0,19 0,15 3
59 Glu+2 g 1,4but 0,12 0,11 3
48 59 Glu+2 g 1,4but 0,09 0,05 3
59 Glu+2 g 1,4but 0,55 0,31 1
59 Glu+2 g 1,4but 0,29 0,23 3
5g Gly+2 g 1,4but 0,02 0,02 0
1g 4HB 0,00 0,00 0
59 4HB 0,00 0,00 0
5g Glu+2g 4HB 0,37 0,16 5
79 Glu+3g 4HB 0,29 0,23 2
59 Glu+5g 4HB 0,31 0,18 3
AT1214 Halomonas B 70 10g Glu+5g 4HB 026 0.18 3
profundus 10 Glu+5g 4HB 0,33 0.15 0
10g Glu+10g 4HB 0,31 0,20 0
10g Glu+15g 4HB 0,01 0,01 1
10g Glu+15g 4HB 0,09 0,07 0
5g Glu+1g 4HB 0,04 0,04 0
5g Glu+2g 4HB 0,15 0,09 0
% 5gGlu+2g 4HB 0,13 0,26 5
5g Glu+2g 4HB 0,15 0,09 5
5g Glu+2g 4HB 0,14 0,09 0
5g Glu+3g 4HB 0,06 0,05 0
5g Glu+2g 4HB 0,07 0,01 0
PH1226 Halomonas B 96 5g Glu+2g 4HB 0,03 0.02 0
E 20 5g Glu+1,5g 4HB 0,15 0,09 4
24 5g Glu+2g 4HB 0,40 0,25 3
AT1216 Halomonas B 48 59 Glu+2g 4HB 0,44 0,26 3
72 5g Glu+2g 4HB 0,90 0,28 3
5g Glu+2g 4HB 0,03 0,03 0
AT1221 Halomonas B 96 5g Glu+2g 4HB 0,08 0,06 0
5g Glu+2g 4HB 0,09 0,06 0
7 5g Glu+2¢tHB 0,12 0,18 3
. 48 5g Glu+1,5g 4HB 0,18 0,21 5
AT1229 Halomonas titanicae E 48 5g Glu+2g 4HB 0.22 0.24 1
70 5g Glu+2g 4HB 0,29 0,30 0
20 5g Glu+1g 4HB 0,16 0,17 4

E 20 5g Glu+1,5g 4HB 0,29 0,50 5,5

48 5g Glu+1g 4HB 0,34 0,32 3,5
AT1233 Halomonas 48 5gGlu+2g 4HB 0,24 0,22 5
24 5g Glu+2g 4HB 0,16 0,14 1
B 48 5g Glu+2g 4HB 0,23 0,18 1
72 5g Glu+2g 4HB 0,55 0,18 1
7 5g Glu+2g 4HB 0,15 0,10 2
ST299  Vibrio sp. E 20 5g Glu+1,5g 4HB 0,09 0,09 0
48 5g Glu+2g 4HB 0,04 0,07 1
E 48 5g Glu+2g 4HB 0,02 0,01 0
. . . 4.5 5g Glu+2g 4HB 0,24 0,13 0
HE800 Vibrio diabolicus B on 59 Glu+2g 4HB 0.01 001 0
48 5g Glu+2g 4HB 0,03 0,03 0
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H }VSE JE U o %%} ES }v. vVSE S]}ve eu% E] pE - )
plutdét diminué les rendements de copolymeres et ratios de 4HB néosynthétisés (souche
AT1214). Parallelement, ces résultats indiquent que le glucose estsubstratnécessaire

U -krydroxybutyrate pour la synthése de copolyméres de P(3HB4HB), puesdtB utilisé

juu pv]<p }uCE E }v v[ }US]S %o - 0 *CVvSZ -« W, U
une lyse rapide des celluleBar ailleurdJ o[psS]o]e SJ}v [ USE  ¢}pE « &E }v -
glycérol ou le 14 usS v ]}o v[nofkopluspermis [ uPu v8 E o ¢« (E v U vSe

production ou les ratios de 4HB de maniére significative.

A P e eplusprécisément des cultures menées en bioréacteuestipossibleque
les forces de cisaillement provoquées par les palesod A E}S S]hentak&EE o
les cellulesx v (( SU *Ce3S u [ P]S S]}v JvSEpMe]( }M% O o[ ujee
[ ]JE ]J]E& $ansvé milieu de culturgeut créer un environnementdéfavorable
pouvant expliquer les rendement%co e ( ] enerlenmjeyers >[ e Paxes de rotation
a pales elliptiguesemployéspour assurero[Z}u}P v ] S]J}v d u]o] M ( }v u

brutale, pourrait permettre de limiter ces forces de cisaillement.

Ces multiples expériences opar ailleurspermis de confirmer que lesoncentrations
en sources carbonéegptimalespour la synthése @ copolymeres dé’(3HB4HB¥ont de 5
g/L de glucoseet 1,5a2 P 1> -hydroxybutyrate. De la méme facomous avons confirmé
une nette variabilité au niveau de la vitesse de biosynthese Ridé selon les micfo
organismes, avec un rendement maximal FldAatteint en moins de 20 havec les isolats
appartenant au genrale Vibrio, et entre trois et quatre jourspour les especes du genre

Halomonas

Enconclusion o[ o S§]eu o (@btenpus 3orsS de cette étudeend a rappeler
gue les culturegéaliséesa partir de micreorganismes bactériens ne sont reproductibles
gue dans une certaine mesuren effet Jo v[ % ¢ S %4}°v$ dihe@@actérie en
particulier, capable de prodre desquantitésélevéesde copolymeresle P(3HB4HB), dont le
& S]} [pv]S - 0, HE ]85 %op !'SE inu*S Vv u} povs o }v VvSE §
dans le milieu, et ce malgré de nombreuses expérimentations de mise en cultes.
néanmoinsoppo ESpv  []Jv J<pu E <p[ p Ap o E *pos S« } § vue 0}E-+ 3

appartenant a un méme genre, voire a une méme espéce bactérigmésentent des
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capacitésde synthese de PHA&N termes S u%oe [ puoptihdlet de quantités

stockéesrelativementproches

Malgré les difficultés rencontrées, cette étude originale décrit pour la premiere fois,
0 % ]35 []*}o & § E] ve v 8](* J*}o ¢ u Vv]IA pu [ VA]E}vv u
a produire des PHA de type P(3HB4HB) en conditionsatieratoire.

Les copolyméres de P(3HB4HB)yoduits en quantité exploratoire durant cette
premiere partie de theseseront utilisés v § vS <«<fi[vS8]oo}ve % }uE o[ o }E §
nanoparticules a visée thérapeutiqueu cours de la seconde partie de ces travaux, menés a
o[/ DW X

Il. 3. 3.Exploration de & biodiversitebactérienne productrice de

PHAscl associée aux environnements marins profonds

Le dernier objectifde cette premiere partie deheése visait a explorer la diversité
microbienne des environnements marins profonds, particulier cellecapable de produire
des PHA a courtes chaines. Poearfaire, des analyses phylogénétiques ont éftectuées
par séquencagedu gene marqueur universo } vS o[l&SHE (]v | E 0

classification taxonomique de ces mia@manismedactériens

> fbre phylogénétiqueprésenté enFigure36 répertorie lesisolatsayant produitun
PHA de typeP(3HB4HBX o[}E]P]vV L 2} sedes les $ouches références de
chaque espéce ont été intégrées(]v éviter un encombrement inutile o[ EL€E

souches référencesnt été choisies [ % euf séquence nucléotidique, en particulier
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celles présentant un taux de similarité supérieur a 986 rapport a leurs homologuest

un nombre de nucléotides élevé permettant IdveSEpn S]}v [uv E& E E} ueS

Ce premier arbre phylogénétiquerassemble quatre genres bactériens

(Acinetobacter Alteromonas Halomonaset VibrioeU %0 % ES v vS S}ue f %ZCop

protéobactéries.Malgré le séquencagepartiel des ARNr 16S@000/1450 pb), il a été
Y%o0}ee] O [ 6(JoP @ o souchesde la collectionlfremer-LM2E & des especes
bactériennes décrites et déposées dans la base de données :NE8Bdes taux de similarité

nucléotidique supérieurs a 97%.

Figure 36. Position phylogénétiquales souches bactériennes productricede copolymeres ¢
W~i, 8, U S 0] [ %E * 0 e <pVv ¢ vy o }S] J<pe nHP Vv
(> ¢ o}jpzZ s E(E®vVv * ¢}vS8 v o4 S 0c° vuu E} | ee]}v
A 0o UE* }}3+3E % ERI9 v <}v3 % «épenix@02-subsiifutich mao séqaede
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Cette premiére analyse taxonomique met en évidence la diversité des espéces
capables de produire ces copolymeres de P(3HB4&iBjonditions de laboratoire, aveles
représentans affiliés a une espéceficinetobacter une autre Alteromonas quatre de la

famille desHalomonas et trois autres du genr¥ibrio.

La Figure J représenteo[ (E (E %o Z C 0 } P 68 s8Jchesbacteriennesayant
produit un polymere de typePHA a courtes chainesSept genres bactérieny sont
représentés (Acinetobacter Alteromonas Halomonas Rheinheimera Ruegeria
Shewanellaet Vibrio), JA]e « v p/&E % ZCo UprotgdBactésies. § v

Une nouvelle foid) SRS S [ A %ola}entdrpa réfé&rencerune telle
biodiversité bactérienne capable de produire deBHA a courtes chaingseprésentéepar
autant de genres et pspeces taxonomiques différentssolés au niveau desites
hydrothermaux des céans Atlantique et PacifiqueNos résultats semblent également
indiquer quela majorité desespéces bactériennesecensées sont endémiques éhaque
océan o[ £ %oS]polats A. macleodji H. aquamarina V. alginolyticuset V.

parahaemolyticusqui sontretrouvés dansdsdeuxocéans

De plus, ette étude originale portant sur la biodiversité des bactéries marines
associée aux environnements hydrothermaux profonds a permis de rapporter la présence de
trois nouveaux genres bactérienscapables de produire des PHA a courtes chaines

(Alteromonas Rheinheimereaet Ruegerig.
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Figure 37. Position phylogénétiqueles souches bactériennes productrices de PHA a co!

Z 'veU § 0] [*%EvVe ©vvu 0 }S] J<cp e pPv } vs o[ ZE
(> ojpzZ2 s E(EvV *» ¢}vS v O S 0 VvVuu E} | oo
> ¢ A0 HE* }}S5¢SE % ERAI9 v *}vE % + ]v IXO2 substitufionZpd 12
séquence. Les nombf ve 0 o EE * }u%S Jo]e vS 0 ¢ e}tu Z « |
(bleu) ou Pacifique (rose).)



Ainsi, lasouche AT1212yant synthétisé du P(3HB) au laboratoire, est apparentée a
o[ < %cRheinheimera aquimarisespéce pour laquelle la capaciié production de PHA
§ 18 ipe<u[] ] Kvodwetjal, 2007; Ghasengt al, 2010)X 3§ JMA ES [ A E
[ U8 vS %oopes Jvd E ¢ v3 «p * ]e}o - ulu  *%o v[ A ] vs
& P]}v W ]J(]J<p U o0}Ee <p o]t moat hgdrotiermadl Rainpow, situé au

niveau de la ride médiatlantique.

De la méme maniérela souche ST329dont nous avons montré la capacité de
production de PHA a courtes chaipest le premier représentant du genRuegeriasignalé
dansles eaux% E}(}v « p W ]J(]<pnlXe [1o Pprogeebdctérie de cette étuddl
est par ailleursintéressant de noteque les isolatsdu genreRuegeriasont décritspour leur
résistance aux rayonnements ultvdoletsde typeB, et leurs propriétés antoxydantes vis-
Ale H % E}AEC [AG ESPIMSE, *% <« E S]A o Cesf3AECP v -
dire du stress oxydatifCunliffe, 2012; Matallan&urgetet al, 2012) Ces études sont en
accord nos observations, ou la %o ]S % E} u S]}v S o[ Hupo S]}v V
seulement un réle de stockage énergétiqgue chez les nraoganismes, mais est également
associée austratégies de réponse aux stress environnementals que les hautefWu et
al., 2011; Raiger lustnmaet al., 2015)ou bassegAyub et al, 2009; Paveet al, 2009;
Hauschildet al., 2017)températures ou les stress oxydatifKadouriet al., 2005; Raiger

lustman and Ruiz, 2008; Gehal., 2014)et osmotique(Yinet al., 2015; Obrucat al., 2018)

Concernant a présenk troisieme genre bactérien nouvellement identifié comme
producteur de PHAging isolats ((]o] -« o [Alsomonas macleodi(ST277, ST279,
ST321, HY755 et MA897) ont produit des PHAscl dans le cadre de cette étude, isolats
échantillonnés auprégle sites hydrothermaux situés au niveau du bassin Fiji, de la dorsale
EstPacifique et de la ride médioSo vS]«u X e I}Jv e []*}o u vs }bv ] vs
](( E v8 « } « EA 38]}ve (( S * % E 0 }uupv exdstemcd des](]«p U
§§ %o Ve 0 ¢« U (Ee o MWAE Z ule%zZ E U o[ v8§ E S]«u
§ vE v epCE( <u[ v pAE mEI(Py @R 11TV >e% ktsab%o |
2005) Par ailleurs, cette ubiquitgurle globe se justifie pde fait que ces micr@rganismes
sont copiotrophes c'esta-dire capables de croissance extrémement rapide lorsque les
E e*}uE = VUSE]S]A « o[ A E vE }v vs U 3§ ige<p[  Julv

population microbienne environnante. En revanche, eas de carence en matieres
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organiques, ces individus sont victimes de taux de mortalité particulierement é{bxa¥s
Martinezet al., 2008)

Lesquatre autres genres bactériens producteurs de PHA a courtes chafeetfiés
dans le cadre de ces trava@kcinetobacter Halomonas Shewanellaet Vibrio) ont déja été
décrits dans la littérature pour leurs capacités de production de .PAAs] o[ ¢ %o
Acinetobacter venetianuscolonise préférentiellement o[} v = S0 v8]«p WQur §
o[]Jvs P& o0]Ss o (Meipvet al,[206) Elle est décritgpour ses aptitudes de
dégradation des hydrocarbures de typesalocanes en subsurfag@aldiet al., 1999) mais
€galement pourses capacités de synthése de Pfentzelet al, 1986)X %oopueU o S
récente deson génomeévelede fortes capacités de résistances aux métaux lourds (arsenic,
cadmium, cobalt et zindFondiet al., 2013) Cestravaux de these ontnis en évidence deux
E % E * vS vSe A. o¢neti@nugsouches MS955et AT1218, échantillonnésaux
abords defumeurs noirstoxiquesdes sites hydrothermauprofonds Rainbow et Snake Pit
Nos observations confirment la toléerance o[ ¢ %A. venetianusvisa-vis des métaux

lourds et ses capacités a synthétisges PHA courtes chaines.

Concernanies especesalotolérantesassimilées a genreHalomonas cellesci sont
qualifiees [biquistescar présentes dans touseles eaux du glob&es micreorganismes
ont été particulierement étudig§ y comprispour leursperformances ematiere de synthese
de PHA (Quillaguamanet al, 2010) Dans ¢ cadre de cette theseles analyses
phylogénétiques ontregroupées 19 souches productrices de PHA a courtes chaines
appartenant au genrélalomonaset affiliées a quatre espéceainsi ont été recenséeseux
souchesapparentées o[ < %b. profundus [}E « S i au l@bpgatoireet issue
des mémes conditions écologiqués. SimorColinet al., 2008) et cing micreorganismes
également échantillonnés a proximité du mont hydrothermal Rainbof\;]o] - 0 H.* %o
titanicae, historiguement découved en milieu marin profond Atlantique e€putée pour
o o % 15 ¢ [} élghents ferreuxSanche®orroet al, 2010) De plus cing
autres isolatsrécoltés pres de cheminées hydrothermales du Sud Pacifiques®milés a
o[ ¢ %dH. meridiang <p o] (] halotplérante extrémepar Jameset al. (1990)ont produit
des PHAainsi quees %08 *}u Z * % E} Z <H.aguwsamafaa dont deuxissues és
sites hydrothermaux Rainbowet Snake Pjtet cing autresoriginaires di Nord du bassin Fiji

(Pacifiqug U o[Ju P . } u KayE &nd Baros2@00) Ces micreorganismes
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appartenant au genrélalomonassemblent pariculierement aptes a coloniser tous types de
milieux marins extrémes, puisquEeuxci ont également été retrousau sein de bassins
anoxiques hypersalés marins profonds mer Méditerranée (Sasset al., 2001) ou la
concentration ions NaCl peut atteind200 g/L, soit un tauxsept fois supérieura celui de

o[ M u@E o0 e°]cp X

En paralléle cette étude a permis de recensarn isolat <<]Ju]o o[ * %o
Shewanella algae(souche HE798 U v S]( [V e viu E pAE ]S« ZC E}SZ
dorsale EsPacifique et pour lequel la productiode PHA a courtes chainasété mise en
évidence Une précédenteétude avait déjdait part decescapacités de synthése de PHA
partir [ HSE ¢ <*% Shewanella P o u vS§ J]eep x prpfopdes en région
Pacifigue(Numataet al, 2013) Néanmoins peu de travaux ont étépubliés a ce sujet
% E} ouvs n (]S p(]o S uALE [ MHUUECHA U spitedEes oopo |

micro-organismes.

Enfin,la majorité des souches capables de synthétises PHAscldentifieeslors de
ces travauxappartiennentau genreVibrio. Comme les individus du genkalomonas les
Vibrio sont présents dans towes lesmers etocéansdu globe et ce suE o[]vSdel&E 0]S
}ojvv [ uX s U E EdspeteontBHEa e ,emarquées pouleurs capacités a
synthétiser des polymeéresle types PHAet/ou exopolyssacharide¢Chienet al, 2007;
Sathiyanarayanaat al., 2017; Drouillarcet al,, 2018) AinsiU  §§ S % Eul]e [] VvS§]
VIMA PE E % E  v3 vie [ ]pdraheamalytietsoéchantilonnés aux
abords des cheminées hydrothermales Rainbow et SnaketRie montrer leur capacité de
% E} U S]}v W, JUSE « & des edéspécedw/| Jdiakivlicus et V.
neocaledmicus précédemmentdécrites au LM2HRaguénest al., 1997; Chalkiadakist
al., 2013) Malgréla présence de nombreux individds genreVibriodans les communautés
bactériennes marines, 0 0]8S E SUE prinkipaled@ents aux Vibrio comme
pathogene humairs, vecteurs de maladies gastrntestinales(Makino et al,, 2003) ou a
leur réle stimulateur du systéme immunitaire chez certaibwalves hydrothermaux
(Bettencourtet al, 2009. QU o< * Su o ¢[]JvS E e+ VS o A]®po v
alginolyticus semblent cependant indiquer que legibrio joueraient un réle écologique

majeur au seirde la faune hydrothermal en participantactivement a la régulation des
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populations v]ju o Vv u S] & [ (( S](s S E e]eStant dankeZC <]} 0}
o[} v S0 vS]<u <pu (HAsarg(dk,R015)

Enconclusion la caractérisation taxonomique et les études phylogédigues basées
o[ v oCe e o« <y @[ ZEE i asdlatseproducteurs de PHA a courtes chaires
permis [ £ % 0} E & dpla bbedivErsité bactérienneéchantillonnée awx abords de

sites hydrothermauxdes océans Atlantique et Pacifique

>drbre phylogénétique regroupant les affiliations taxonomiques 84 souches
bactériennesidentifiees comme porteuses du genphaCgrace a la méthode de criblage
moléculaire mise en pta dans le cadre de ces travaest présenté ernFigure 38. Cette
analysemet en évidenceune large diversité bactériennassociée augrands fonds marins
représentée parl4d genres bactérienglifférents (Acinetobacter Alteromonas Bacillus
Halomonas Idiomarina, Marinomonas PseudoalteromonasPseudomonasRheinheimera
Ruegeria Shewanella Staphylococcus Stenotrophomonaset Vibrio), répartis en deux
classeqFirmicutes et Protéobactéri¢sla classe des Protéobactéries étant scindée en deux
phylum(alpha et gammp Les séquv +« & o S]A - ol ZEE io” }vs § %o }
base de donnéedCBI' v vIU o0 ¢ vpuu E}e | ee]}lv bABIEEQIOMIEE VS

dans leTableaulO.

i JMEU % p [ Spu o o o}vs Jvs E oo o o JA E-]3
monts hydrothemaux des océans Atlantique et Pacifique. De plus, ces études utilisent dans
la plupart des cas une approche métagénomique glo&tmginet al., 2006; Hubert al.,

2007) et tres peu de données phylogénétiques concernent des maoganismes bactériens

cultivés isolés de sites hydrotherma{suet al., 2005; da Silvat al., 2013)

Vv }v oupe]}vU of Su % ZCo}P v S]cp . *UE O ¢ <p v |
extrait des isoo S S E] v % EU]e [ %o%oE& Z v E PV %o ES
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souches de la collection IfremdtM2E et met en exergue certains genres pour leur
% 135 o0 A [ MHupo 8]}v  Halgmbnastuud [ HSE » %o }UE 0 <
synthése de PHA® ]S ipe<u[] ] ]1Wltermvagnas-RheinheimeraRuegerig.

Par ailleurs, les données taxonomiques en lien avec la distribution géographique des
]*}o S« VE] Z]ee vS v}e }vv ]Jee v ¢ epuE o[ }0}P] * luupv
colonisant les écosysteraemarins profonds. En particulier, la capacité de nombreuses
souches a accumuler des PHA, dont le r6le a été démontré dans les mécanismes de survie et
de résistance aux stress environnementaux, constitue sans nul doute un atout majeur pour

ces micreorgansmes exposés a des conditions environnementales extrémes.
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Figure38. Position phylogénétiqueessouches bactériennes détectées positives pour le «
phaCU § 0] [ % @E ¢ 0 ¢ ¢« <cp Vv ¢ vy 0 }S] J<n 26Su P v }

> e olpuzZ e E(E®vV ¢ ¢}vS8 v o S 0 ¢ vpu E}e | oo
> ¢ A 0O UE* }}33E % EAI9 v *}vs % < ]v Qb sehstinfionzd18
séquence. Les nombres dans les carrés comptabilisent les soughes iss o[} v $§i
(bleu) ou Pacifique (rose).



Tableaul0. Epu E}e | ee]}v E [/ ' vspordatE@&[ ZEE io” o ol Z -

porteuses du génphaC

ncW vpu E} | «adtexmmé v
Souche N° Accession Souche N° Accessior Souche N° Accession
ST269 KY474020 ST414 MF373579 | MS950 KY473994
ST270 nd ST417 MF373580 | MS951 MF373546
ST272 nd ST426 MF373581 | MS955 KY473997
ST276 KY474021 ST427 MF373582 | MS967 MF373548
ST277 MF373555 ST719 KY474039 MS970 MF373549
ST279 MF373556 BI725 KY473980 MS973 KY473998
ST280 MF373557 BI729 KY473981 MS977 KY473999
ST282 MF373558 BI742 KY473982 MS978 KY474000
ST283 KY474022 HY750 nd MS979 MF373550
ST286 KY474023 HY753 MF373519 | MS980 KY474001
ST298 KY474024 HY754 MF373520 | MS981 KY474002
ST299 KY474025 HY755 MF373521 | MS982 KY474003
ST302 MF373560 HY756 MF373522 | MS983 MF373551
ST303 MF373561 HY757 MF373523 | MS984 KY474004
ST305 MF373562 HY760 MF373524 | MS986 KY474005
ST308 KY474027 HY761 MF373525 | MS988 MF373552
ST309 nd HY762 MF373526 | MS989 KY474006
ST310 MF373563 HY763 MF373527 | MS990 KY474007
ST311 MF373564 GY792 MF373518 | MS991 KY474008
ST314 nd GY795 nd MS992 KY474009
ST315 MF373565 HE798 KY473988 MS994 MF373553
ST320 KY474028 HE799 KY473989 MS996 KY474010
ST321 MF373566 | HE800 X99762 MS999 KY474012
ST324 MF373567 HE801 KY473990 MS1001 KY474013
ST327 MF373568 MA881 MF373528 | MS1002 KY474014
ST329 KY474029 MA891 KY473991 MS1005 KY474015
ST330 KY474030 MA892 MF373530 | MS1006 MF373554
ST331 KY474031 MA893 KY473992 MS1007 KY474016
ST334 KY474032 MA897 KY473993 | AT1211 MF373511
ST337 MF373570 MS911 MF373531 | AT1212 KY474040
ST340 KY474033 MS914 MF373532 | AT1213 KY435947
ST345 MF373571 MS916 nd AT1214 AJ876733
ST346 MF373572 MS917 MF373534 | AT1216 KY473973
ST347 KY474034 MS919 MF373535 | AT1218 KY474041
ST348 KY474035 MS925 MF373537 | AT1221 KY473974
ST349 MF373573 MS926 MF373538 | PH1226 KY474018
ST350 KY474036 MS927 MF373539 | AT1229 KY473975
ST351 MF373574 MS931 MF373540 | AT1230 KY473976
ST352 MF373575 MS932 MF373541 | AT1233 KY473977
ST353 MF373576 MS935 MF373542 | AT1237 KY473978
BI361 MF373515 MS937 KY473996 | AT1239 nd
BI362 MF373516 MS940 MF373543 | AT1245 MF373514
ST395 MF373577 MS941 MF373544 | AT1254 KY473979
ST412 MF373578 MS942 MF373545
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CHAPITRE Il

SYSTEMES PARTICULAIRES POREUX HYBRIDES
ORGANIQUEBIORGANIQUES BIOCOMPATIBLES
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l1l. 1. Introduction

> ¢ v % ES] §§ §Z ee a[aniodjficatiaa chimique deHA
par greffage de groupements sulfonatesds PEG, pour induire laynthése de matériaux
hydrosolubles adaptés pour le revétement de nanoparticutes type MOF,a visée
thérapeutique.Des tests préliminaires ont été effectués sur des copolymeéres de P(3HB4HB)
produits par fermentation bactérienndJ (1v [} § V]IE aux amghigthiles
fonctionnalisabls, mais lespremiers résultats obtenus en matier de rendement et de

s}ou ]Jo]S Vv[}VvS % e ,8trestentooptidwser

Nous avons donc poursuivie SE A p/&E  RHEDBHGenhes/chaines de type
poly(3-hydroxyoctanoate3-hydroxyundecenoate) ou PHOU car les techniques de
fonctionnalisation chimique soninaitriséesau laboratoire Des groupements sulfonates
permettant ks interactions entre lePHOUet la surface du MOF, etu PEG apportant un
caractérefurtif a la structure, ont été utilisés pour la synthése de PHA fonctionnalisés
solubles Ces greffages ont été réalisés par réaction teiod sur les groupements latéraux
insaturés du PHOU et les groupements thiols3dmercaptol-éthanesulfonate de sodm

(SH(CH.SQ'Na) et du PEG méthyle éther thiol (SH{BECHCHOUsOCH).

Ensuite, ds systémes hybrides poratMOF (MetalOrganic FrameworkpHA ont été
développés, pour promouvoit][ v %oepuo $]avdéligrance deprincipes actifs La
biocompatibilité deces nanoparticules hybrides viésvis de cellules immunitairede type
macrophagea ensuite été évaluée o[ ] tests de cytotoxicitéet de prolifération

cellulaire.
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lll. 2. Matériels & Méthodes

ll. 2. 1. Matériels

Le chlorofome (CHG]J, le diméthykulfoxide (DMSO)le méthanol (MeOH) etle
tétrahydrofurane (THFNt été fournispar VWR International (Radnor, USEgs réactifs 2;2
diméthoxy-2-phénylacéophénone (DMPA), sodium-mercaptol-éthanesulfonate £Q),
poly(éthyléne glycol)méthyle éther thiol (PEG Mn =2000 g/mol)et rhodamine bont été
commandés chesigma Aldrici{SaintLouis, USA). Lesembranes de dialyse 1 et&kDa
molecular weight cubff (MWCO)ont été obtenues che&pectrumlabsKancho Dominguez,
USA).

lll. 2 2. Synthesede PHAamphiphiles

Une premiére phase de fonctionnalisation a été effectuée pour générer la synthése

de PHA amphiphile, par greffage de groupements sulfonstiedes insaturations termales

des chaines latérales ®RHQs7)Us3). Pour ce faire, 100 mg d@HQs7\Uizszy Mn = 40000 g/mol

(soit 2,13.1¢ ulo [Jve SUE $]}v2 edC=C HeRMPA ou 11 mg ont été dissous
dans 6 mL de THfans un ballon de 50 mpour constituer la solution 1 (SOL 1). En parallele,
1,2 eq/C=C soit 42 mg @&mercaptol-éthanesulfonate de sodiuront été solubilisés dans

6 mL de MeOH, avant ajout goutte a goutte de 3 mL de THF (SCétt2nouvelle solution

a éteé irradiéeaux rayors ultraviolets% v vS§ ii u]v S u% E SuE ul vs
>]PZ8v]vP HE > 06U <p]l% Jxenon de 188 mwy.dfdig@Esée 1 cm au

eo e ol Z.v§]oo}v

Cette solution a été mélangée a 30 mL de DMSO avant purification par dalpse
T > [renouvelégrois fois par joupendant 72 h, au moyen[pv u u E v % Eu

de 1000Da MWCO. En fin de période de dialyse, la solution a été lyoph#digast stockage

123



au réfrigérateurdans un pilulier contenant 6L de DMSO, soit une concentration de 16,7
g/L.

Une secondephase defonctionnalisation par réaction photochimique a étéalisée
pour engendrer le greffagde groupementPEGAInsi, 50 mg d®HQs7Uua3SQ 20)0u 3 mL
de solution stoclont été prélevés et redistribués dans un ballon de 10 mL en présence de 3
ou 8 eq/C=C de PHE®GEthyle éther thiol (Mn = 2000g/mol), soit respectivement 210 ou 559
mg, et 0,2 eqC=C dephotoinitiateur DMPA ou 18ng. La solution a ensuite été&radiée
% Vv VvS 11 u]v S u% & SuE uljlvs o[ ] [uv >]PZSv]VvP |

lampe mercurexenon de 180 mW.cinhdisposée 11 crau- e+ i e o[ Z.vS]oo}v

Cette solution a été dilge a 2 g/L dans du DMSO avant purification par dialyse contre
T > alurenouvelédrois fois par jour% v vs§ 01 ZU p u}C v [Uv uu E v % C
de 66 | Dt KX >[}% & S]}v quatre BliSHEEPE <uE Coptrhae]u]v S]}v
des résidus EGlibres,non greffés En fin de période de dialyse, la solution a été lyophilisée,
puis le polymére résidue été stocké dans du DMSO a une concentration de 16,7 g/L, au
E (E]JP & s pE o E] o opu] €& X

[ MSE Vo BES 0[}%S]<pH [} de<E andphsticules hybrides en
microscopie confocalel,0 eq/C=Cde marqueurfluorescent de type rhodamine $oit 20mg
ont été dissous au contacte 20 mg dePHQs7\U7SQ 20PEG) dans 2,39 mL de DMSO (soit
une concentration de 16,7 g/L). Cette solution a ensuite été purjf@equatre cycles de

dialyse
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lll. 2 3. Conception de anoparticules hybrides MOPHA

(v A 0}% % @E PV *Ce3 u [V %epo 3]}v JVVIA vEU =« v
MOF ont été enrobées des PldfeffésU % }uE& o[ o }E& S§]}v V V}% ES] Ho * .
PHA.

Lesnanoparticules de typ&OFfer-carboxylate MIEL00(Fe) utilisés dans le adre
de ces travaux ont étéournies % E o[ <u] %o H EX ZpE vV E 'Z & o[/veSs
D}o po J& -« (AdOsEni,Gorcajadaet al., 2013) Ainsi 6 mMde chlorure de fer(lll)
hexahydraté et 4,02mD [ ] i Lbedzehktricarboxyliqgue ontté homogénéisés dans
T u> [ Mu poSgHis ChauffB par un systéme a micandes a 130°C, 400 W (Méss

CEM Corporation, Matthews, USApus agitation magnétique pendant 6 min.

Lescomposéson désirésont été éliminé par centrifugation a 1000@m pendant
10 min. Cette étape de purification a été répétdix foisavant stockage des MOF dans
o[ SK, * } gl cui IO g/L selon les lotsa température ambianteUn diametre de 270
nm a été calculé par DLS pour ce lot de nanoparticules MOEOOK& U Jve] <pu[pv A o p
Ser= 1923200 m?/g déterminée par Nsorption, et des pores de haut volume (Vp = 0,99
cm’/g).

Enfin, les nanoparticules hybrides MOHA ont été synthésées a partir del mg ou
40 pL de MOF MiLOO(Fe) homogénéisés au contact de 17 a 83%w, selon les
expériences) soit 0,41; 2; 4 ou 10 g/Lde PHQs7\U7nSQ 20PEG) ou de PHQ:»SQ
20PEG3, Ve pv Alopu (Jvo [ U HOSE % puE Ail R> =2}v VvSE&E
Pl>eU e}ue P]S S]}v }U %o v vS i ZU S u% & SpHE wu]vs 8§

125



Ill. 2. 4. Caractérisations physieohimique et microscopique des

polymeres synthétises

Les PHAroduits lors decette étude ont été caractérisés pegsonance magnétique
nucléaire ou RMNH. Tenantcompte de la solubilité des polyméres, 10 mg de composés o
été dissous dans 600 doit de CITk, de DMSQd6, de D,O oude THFd8 (Eurisotop). Les

solutions ont étéont ensuiteété analysés o[ ] nspactrométre Bruker AV400 MHz.

Lamassemolairedes polymers synthétisés durant ces travameté déterminéepar
ZE}IuU S}IPE % Z] [ £ o puSEapres dgspiytiordgs polyméres 10 g/L dans
du CHGl ou du LIN@ (0,5 M) aqueux, en fonction e€s capacitésde solubilisation
considérées. A, les solutions base de chloroforment été injectéesdans deux colonnes
Shodex GPC-805L (5 um Mixte « o ] [UV %o }u% ZABAD tahgisgue les
solutions aqueuses ont ét@jectéesdans deux colonnes PL aqua@di 4030 (8 um Mixte
C).Desstandardsde polystyréne (3.10- 2.1¢ g/mol) ou de FO (poly-ethyléne oxyde106-
4,4.1d g/mol) ont été utilisés pour calibrerel systéme Le détecteur utilisé estru

réfractométreWyatt Techiwlogy Optilab RegSanta Barbara, USA).

>[ voCe SZ CEu]cu e %}oCu E - mefeePdr £lormmétrie S
différentielle a mlayageou DSQPerkin Ener Diamond DSC, Waltham, USXipsi, 10 mg de
matériaux ont étéanalyséssuivant un potocole comptant une premiére phase de chauféag
de -60 a 200°C a 10°C/min, une phaseréfoidissementjusque-60°C a 200°C/min, avant
HV ¢ IV % Z o Z p(( P ipecp[ fsodsazotef£ lu]v

Les tailles desnanoparticules hybrides MFPHA et leurs chargesont été
déterminées o[ ] [UV % % E ]o D oAlo Z5\Mealhgerm] UKE PBuvcel®O
pL de solubn de nanoparticules constitgéde 2 g/L de MOF annexés a 04 2; 4 ou 10
g/L de copolymeres de PHA ont été diluésdans ®> [ P HOSE %uUE 5 E]JoO
phosphatesalin(PBSLX), et versésdans des cuveBMMA 2,5 mL (DLS) ou DTS1070 Malvern
(potentiel zéta) Pour chaque échantillon analysé, trois mesures successives ont été

effectuées incluant 15 mesures de 2@sconverties en données moyennesa\Zerage).
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Les nanoparticules hyltes MOFPHA ont été observéepar un microscog
électronique a balayage ou TBWkrlin Carl Zeiss (Oberkochen, Germaaygc une tension
comprise entre 2 et 5 kV,couplé a un détecteurEDX Advanced SDDM#éx (Oxford
Instruments, Abingdon-Thames, UKdpérant a 5 kVLa morphologie des nanoparticules
hybrides MOFPHA a également égbservée o[ ] un rhicroscope JEEX100HJEOL Ltd,
Akishima, Japan)a composition chimique a étééterminée parTEM a balayage (STEM
scanningTEM) de type FEI TECNAI G2 Bp@rant a 200 kVéquipé de spectrometres a
rayons X a énergie dispersied@¥ S % &S [ v EP] o SE}Vv]<p ~ >7eX

lll. 2. 5. Tests de cytotoxicité et de proliférationellulaire sur une
lignée cellulaire de type macrophages au contaet nanoparticules
MOFRPHA

Les cellules murinemdhé&entes ce type macrophage ont été cultivées dans un milieu
Ho e u} ](] e medtuwn (DMEMBIlutaMAXY supplémenté « Epu }A]v ("8 o
inactivé (10%), de pénicilline G (100 U/mL) et de streptomycine (0,1 mg/mL) (ThermoFisher
Scientific), maintenu a 37°C sous 5% de.Q® milieu a été renouvelé en fin de phase

exponentielle de arissance des cellules, environ trois fois par semaine.

>[ A v3ptaxité des nanoparticules yrides MOFPHA ol P & .
macrophages J774.A4 été évaluée a|l | MAE S e8¢ }luu & ] pAU o 1]8
Fluor™ (Promega) et le kit LDH cytotoxicity (Roche).
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Le kit CytoTox Fluor permet de mesurer la fluorescence émise par le réaétihidis
Ziiiu %o V VS o[ 3]Achiise ¥neEs} delysecellulaire. Ainsi, 10000 cellules

(@]}

J774.A1 ont été déposées da Z <gu %oM]Se [HV %00 <U Ho & E
présence de 16,733,3; 66,7 ou 200 pgnL de nanoparticules dgype MOF nis ou enrobés

de copolymeres d®HQs7)U7SQ 20PEGs) ou de PHQsnSQ 20PEGs), pour un volume final

de 100 pLLes expériences ont été réalisées en quadruplicat, le blanc était composé de 100
puL de DMEM, le témoin négatif de 10000 cellules J774.A1 non traitées, et le témoin positif

Al R> ulJol] o D D }v8 v v§ iiill oopo « :6060X iterge.ii R> [

% E » 10 Z []Jv 4 S]}v 1064 1005uLfide solutikn révélatrideurnie
par le fabricant }v§ § i}pus o Ve Z < %op]SeX p  }puSs 0i ulv
supplémentairesja fluorescence des composés-Bi8HR110a été mesurée ao|[ | [HVv
'olu £ u] E}%o0 S & E ~WE}u P «U ¢« o}vfixesaBs5@MUesE « [ A
[ ulee]}v }eWr€SPO et 550 nm.

[ MSE Wo dESI]S >, CS}S}A] ]SC % Eu S u uE& E of
enzymes lactate déwydrogérases isses de cellules endommagéelysées,par réaction
colorimétriqueX e 0}E-U Tiilli OOHMO ¢ 000X i }vs § %ote o ve |
plague de culturede 96 puits, en présence de 250; 100; 200 ou 400 pg/mL de
nanoparticules deype MOF us ou earrobés de copolyméres deHQs7\UnSQ 20PEG) ou
de PHQs7SQ 20PEGs3), pour un volume final de 100 pL. Les expériences ont eté réalisées en
guadruplicat, le blanc était composé de 100 uL de DMEM, le témoin négatif de 20000
cellules J774.A1 non traitées, et le témoin positif de 50 pL de milieu DMEM contenant 20000
cellulesJ76X i 8§ A1 R> [ U HOSE %oUE S E]Jo X

%o @& 10 Z []Jv u S]}v T0£1005Ld@ réactiidurni par lefabricant

}vs § i}usS ¢ ve Z <gu %oH]SeX Hn }uS in ulv []Jv u S]}v *u%
det u%}lv Jv]8] vS o[ & &EtdBon endympadiguédnt été distribués dans chaque
%opu]SeX v(JvU o <}E vV S u nuE o[ ] [uv o E]}*S &

> d ,U K((v pnEPU " Eu vCeU =+ 0}V o %hix€E a1 WENm, t £ |5 S|
[ ulee]}v CAGBDHAM.
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Le développement desmacrophages J774.A1 en présence de différentes
concentrations decopolymeres de PHA libres ou danoparticulesde type MOF nus ou
hybrides MOFPHA § A oy o[ ] i & eReallime GY'M® Cell Viability
(Promega).La viabilité cellulaire directement associée # prolifération des cellulegst
mesurée & partir de substratsmarqueurs par bioluminescence & p]3e % E o[ 3$]A]

enzymatique des cellules vivantes.

Ainsi, 5000 oopo ¢ :660X i }vs § %o}e o Ve Z <t %ou]Se |
culture de 96 puits, en présence de 250; ou 100 pg/mL de nanoparticules digype MOF
nus ou enrobés de copolymeéres &1Qs7\UnSQ 20PEG) ou de PHQ:»SQ 20PEG3), de
0,2 pLde substratMT cell et de 0,2 yL de réactfanoLuciferase, pour un volume final de
100 pL. Les expériences ont été réalisées en quadruplicat, le blanc était composé de 100 pL
de DMEM, le témoin positif de 5000 cellules J774.A1 non traitées, et le térégatif de 50

R > ulJo] 0 DD }vs v vS filil OOMO * :000X i § Al R> [ p M

Les plaques ont été incubées a 37°C et 5% dgp@@lant 72 h, la bioluminescence a

S uUe°*uE S}ue 0 ¢ i}puEs o] ] [uv 'o}u &£ u] E}%o § & E X

lll. 2 6. Observations par neroscopie confocal@& balayage laser

> U}E% Z}0o}P] S o0 % ]S e+ []JvS CEv o] S]}v e u E}%Z
contact de copolymeres de PHA libres de nanoparticules déype MOF nus ou enrol®de
copolyméres de PHA ont été observées par microscopie confocale a balayage laser (CLSM).
Ainsj 200000 cellules J774.A1 ont été ensemenaées journéedans 1 mL de milieu de

culture DMEMdansune plaquede 6 puitsU v % E ¢ Vv [UVv o0 uile. A EE 5§ E

Le lendemain 8 % @E « A E](] 3]}v ol Zz E v , 50 yLaepo ¢
DMEMont été ajoutés dans le puits(i&moin positif), 100 ug/mL de nanoparticules gpe
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MOFdans le puits 2100 pg/mL dePHQs7\U7nSQ 20PEGs) imprégnés de rhodamine bdans
les puits 3 et det une solution constituée de 100 pg/mL de M@&krobésde copolymeres

fluorescentsdans les puits 5 et.6

Aprées3 Z []lv p S]}v T0E e<}pe, B9 milieuKde culture ont été
délicatement retirés a la pipette eempla@s par 1 mL de mélange fixateaomposé de
paraformaldéhyde (4%)PBSIM)X un }uS il ulJv []Jv u S]}v e}pue Z}88 S u
ambiante, les milieux ont été jetés avant ringcage des puits pendant 2 min avec 1 mL de
s}ousS]}v § u% v W N4 édrgpwtédross]fpis pour assureo[ oJu]v §]}v }u%o §

du fixateur.

vep]sS U Tii vP l6=iamidihp2-phénylindole (DAPI) fluorescentapable de
se fixerde maniére irréversiblauxacides nucléiques v]v 8§ SZCu]v (présdnt E
dansle noyau des cellulesdnt été ajoutés dans chaque puits o[ E] 0O OMU] E X %ol
ul]v []Jv u 38]}vU o0 ¢ %p]Se }vd VIWA p § EJv ¢ SE}]e (}]
pendant 2 minEnfin, les lamelleBxées}vs § %}e ¢ 0o vAar@conte@niiv

une goutte de milieu de montagee¥tashieldBurlingame, USA)

Les images ont étébtenues a partir [uv u] &} }% }v(} o o CP o0
TCSSP5K ~ ~> ] U t §lo EU ' Eu vCeU <pu]%o [uv } i S]( Juu @
PlanAPO CS, NA 1,4, pinhole 1 AU. Un laser UV opérant a 364 urmaser héliumnéon
visible réglé a 543 nm ont été utibis pour exciter les cellulekes émissions fluorescentes
ont quant a ells été collectées entrd06 nm et 513nm a partir du fluorophoreDAPI, et
entre 551 nm et 654m pour les signaux relatifs a laadamine b. [ uS & , tataieSde
o[Ju P A£C a$512(} AL2 pixels (zoom:1246,03 x 246,03 pfmzoom 3 82,02 x
82,01 unf et zoom 5 49,21 x 49,21 pA), pour une moyennele quatreacquisitions par

image
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lll. 3. Résultats & Discussion

lll. 3. 1. Synthese de PHA a moyennes chaines hydrosolubles

(Jv [} 8§ VIE pv W, Z us u eméamnmaing Goluhle n solution
aqueuse, deux types de groupements polaires ont été greffésrgmction thioténe sous
irradiation photochimiquesur les insaturations terminales des chaitegralesdu PHQJ.
Dansun premier temps, des groupements sulfoaatS@ ont été greffés sur les doubles
liaisons terminales libres du PHOWon seulement pour apporter une certaine propriété

[ U%Z]%Z]0] HModgndizdt al., 2015) mais également pour induire la fixation
non covalente des ions $@ux ions E**, présents & la surface des nanoparticules de type
MOF, par simple imprégnatiofAgostoniet al., 2015; Aykaet al., 2017) comme indiqué sur
laFigure 3.

Figure39. Modifications chimiques du PHGhpliquant e greffage(1) de groupements sulfonateSQ)
puis (2) de poly(éthylene glycol) par réaction tkéoke photoactivée.

Le PHA & moyennes chainesde type poly(3-hydroxyoctamate-3-
hydroxyundecenoate)ou PHOUa été caractérisé par RMNH (Figure 4@) afin de
déterminer lepouE vS P [Jve derdhinaldd peesentesurles chanes latérales, par
intégrationdes protons correspondantu pic du CH-1  $ dg[lastructure du PHOU a 5,16
ppm, et au signal relatif au groupement vinyle terminal de la chtérake du motif HU

(10)a 5,75 ppmLe PHOU utilisé préesens&%de double liaisoret seranoté PHQs7)U(z3).
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Figure40. Spectres RMNH duPHQs7\Us3) (@) dans le CDG#t du PHGs7U13SQ (20)
(b) dans le DMS@6. 132



Le 3-mercaptol-éthanesulfonate de sodium a été greffé sous activation
photochimique, en utilisant 1 & 5 équivalents molaires de sulfona®&)( Aprés
purification par dialyse, les polyméres ont été analysés par RiNNet les signaux relatifs
aux deux métylenes Ckl(c, d), caractéristiqgues des groupements sulfonates, apparaissent a
2,66 ppm, témoignant du succes du greffage. Les pourcentages de conversion des doubles
liaisons terminales en S0ont été calculés en comparant les intégrations des protons
correspondants au picdCH~1U T[ dela[dtructure du PHOU a 5,06 ppm, par rapport au
signal relatif aux insaturations terminales de la chaine latérale du motif HU (10) a 5,76 ppm
(Figure 40b. Les pourcentages de conversion des insaturations en groupements sulfonates

en fonction des ratios molaires initiaux sont regroupés damddare41.

< 100 - }
o
T 80 -
a P L
O
- L 2
I 60
S
B 40 -
Qo
£ 20 - ¢
@)
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
eq SQ/C=C

Figure4l. Conversions des insaturations latéralesRidQs7Uzz), enfonction des ratios molaires
SQ@, déterminées par RMRH.

Les résultats obtenus indiquent une relation noréaire entre le taux de conversion
des doubles liaisons en Ifonates et les concentrations eS8Q utilisées. >[ u%0}] [HV
équivalentde SQ/C=Cengendre 24% de conversion des insaturaticgtsyne conversion
supérieue a 60% estobtenue en présenceale 1,2 équivalent dSQ' | A U ipe<u[ 88 ]Jv &

une modification compléte a 5 équivalents 86/C=C(Figure4l). Lescopolymeéres ont été
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obtenus avedes rendements comps entre 86 et 95%, traduisara[ ((] ]S O u sSZ}

de greffage.

Dans o[} %o Sdleiconserverpyv viu G p((]e vS []Jve SHE S]}ve % }uCE
ultérieur de PEGméthyle éther thio] nous avonsdécidé desynthétiserdes copolymeres
contenant 20%de groupements sulfonatesur les 33% initiales que compte R Qs7)U(33).

LePHQs7\U13SQ 20) €st donc obtenten utilisant 1,2 quivalentde SQ/C=C.

Enfin, & solubilité duPHQs7\U13SQ20) @ €té testée, a 10 g/L de copolymeredans
quatre solvantdifférents (CHGL THF, DMSO et,8). Le copolymérev[ ¢S %o ¢ <damg 0
o[ I UHF ni méme dans @GHG comme classiquement avec les PHA nakfsrevanche,

une compléte solubilisatiorstobserveéedans le DMSO.

Figure42. Spectres RMNH duPEG méthyle éther thiol dans le CDCI

134



Figure43. Spectres RMNH duPHGs7U7SQ 20PEG) (a) et duPHQ:7SQ 20PEG3)
(b), dans le DMS@%6. 135



Dans un second tempst a partir de la méme technique de réaction thée
photoinduite, le polymére dePHQs7U13SQ 20) @ été greffé avec du PE@néthyle éther
fonctionnalisé par un groupement thioLe PEGIe faible masse molaire est yolymere
hautement polaire et hydrosoluble, largement utilisé en pharmaceutique pour ses propriétés
de biocompatibilité mais également de furtivité, c'éstlire ayant pour capeité de devenir
moins repérable au regard des cellules du systéme immunitgiteantaret al, 2000;
Immordinoet al., 2006) Deux ratios différents de PEGéthyle éther thiol(3 et 8 équivalents
uto JE& - W ' % E u}o duRHMQYoGE esdutiisés pour convertirtout ou
partie des 13% [nsaturations restées vacantes &HQs7)U13SQ 20 (Figure 3). Le spectre
RMN'H du PEG méthyle éther thidtigure 43 permet de déterminer une masse molaire de
1700 g/mol.

ParRMN*H, deux picssontobservés & 3,50 et 3,23 ppm, correspondant relativement
aux groupements méthylénes ¢f¢) et méthyle terminal CHf) du PEG, confirmant ainsi le
succes du greffagérigure43). Lespourcentages de greffage ont ét@lculésa partir des
intégrations des protongffiliés au pic du € (3U 1B J[de la structure du PHOU a 5,06
ppm, et au signal relatif aux insaturations terminales de la chaine latéwamotif HU(10)a
5,76 ppm Deux ratios de PEGnt été mis en évidencedémontrant la synthese de
copolymeéres dePHQs7\UnSQ 20PEG) A o[pe P i« \at dé PH@,SQ
20PEGy3) lorsque 8 eq PEG/C=C ont été utilisés. re@slementssont compris entre90 et
94%.

Une certaine quantité de PEG non greffé au PHA subsiste, malgré de nombreuses
étapes de purification par dialyse. Des variations de concentration de PHA dans le DMSO
pendant la phase dialyse ont égntreprisesU (]Jv [} %S]Ju]le & of ((] 98 0 %
(Tableau 1). Ceci démontre clairemena nécessité de dialysen conditions trés diluées (2
g/L au maximumkt finalement, aquatre cycles de dialyse ont été effectués dans le DMSO
(Figure 41). Néanmoinsdes ratios massiques de PEG libre compris entse § 169 v[}VvS %o

étre éliminés
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Tableau 11. Ratio massiquede FEG libres éliminés aprés dialyse, en fonction de la
concentration dWPHQs7\U7nSQ 20PEG)dans le DMSO.

[PHA] g/L ‘16,7‘ 5 ‘ 2 ‘0,5
Ratio massique de PEG éIimi(fé))‘ 7.2 ‘ 16,5‘ 48 ‘ 51

60
50
o
o 40
o —s— PHO(67)SO®0)PEG(13
o - - - PEG(13)
S 20 1 —e— PHO(67)u(7)SG@O)PEG(6
T ettty - - -~ PEG(6)
o T T T 1

Nombre de dialyses

Figure 44. Ratiosde FEG déterminés par RMRH a partir des copolymeéreBHGQs/UnSQ
20PEG) (gris) etPHQs»SQ 20PEGs)(noir), en fonction du nombre de dialyses effectuées.

Leschainesde PEG en excés sont probablemengédiéle maniere non covalente et
enchassés au sein des copolymeres, éventuellement parmi les chaines polaires de PEG
[JE « & i (]J£ U 8 e %}UE VS P e [ uS v3 %ope o A
initiale en PEG utiliséettait importante. Desexpériencs de purificationdes copolymeres
visa-vis des polyméres de PEG non greffés énd testées par centrifugation.Néanmoins
%o E& ¢ i1 ulv VSE](uP S]}v i1 E%u * }%}oCu &  Vve O

élimination du PEGenexeev[ § } « EA X

Lestests de solubilité menédémontrent une parfaite solubilisation des polymeres
de PHQs7\U7nSQ 20PEG;) et de PHQs7SQ 20PEG3), concentrés a 10 g/ldans le DMSO et
ve of W} i 8]( A 0}% % U V3§ W, eg&tCattEihs } etules -

copolyméres ont ététockés o[} ¢« HE]S X
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Les différents polyméres ont été caractérisés gas méthodes physica&himiques
différentes. Le PEG méthyle éther thio] le PHQs7\Uass) et les deux copolyméres de
PHQs7\U7SQ 20PEG) et de PHQs7SQ 20PEGs3) ont été analyséspar SEC de fagoa
déterminer leur masse molae. Le PHQs7\Ua3SQ'20) V[ %o * %o gard&t€Esépar cette
techniquecar il est uniquementsolubledansle DMSO.Cette analyse indique que IPEG
méthyle éther thiolpossédeune masse mdire o[} & 700 g/miol (Tableau P),
correspondant a la valeur déterminée pAMN'H Figure 42. [ U3 E RBPHES ez a
une masse molaire de 40000 g/mol, et un irdide polynolécularité plus élevé de 1,7
valeur généralement obtenudorsque le PHA est biosynthétisées copolyméres de
PHGQ:\UnSQ 20PEG) et de PHQ:»SQ 20PEGs3) présentent quant a euxdes masses
molaires derespectivement24000 et 29500 g/mol. Ces écarts de masses estimés par
rapport au PHA natif (40000 g/mogont certainement dus aux différents échantillons
HS]o]e » % }H@E o S dysevSEQolystyiene et BPO), liésa lanature des éluants
employés. Dans ce contextla comparaison * u <« » u}o ]Ere plup délicateen
raison de la difféerence des rayons de gyration des chaines macromoléculaiogs

solubilisées dans différents solvarfBabinotet al., 2011)

Tableaul2. Caractéristiquesles polymeres de PEBHQs7\Uz3), PHQs7\U7SQ 20PEG) et
PHQ7SQ 20PEGs3)

Polymére Mn PDI TS T 4, f
(g/mol) °C) | (°C) (J/9)
PHA | PEG
PEG 1700 1.3 - 53 - 185
PHQs7)\U(s3) 40000 1.7 -40 44 14 -
PHQs7U7SQ 20PEG) 24000 1.1° - 49 - 82
PHQs7SQ 20PEG3) 29500 1.2° - 52 - 132

4Déterminé par SEC da@#iG

PDéterminé par SEC daRsO/LING

¢ Déterminéa partir de la seconde phase de chauffage par DSC

4 Déterminéa partir de la premiére phase de chauffage par DSC, pour les copolyméres le

Hm a été calculé selon la formuld = H/W;, ou H4 5 o[ ]E M %o ] v }§Z Eu]«u
W, est le poidsies polyméres de PHA ou PEG déterminéigdaRMN.
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[ HSE % s BeSdogmmmmes obtenus par DSEigure %) confirment une
structure semicristallne pour chacun des échantillonke PHOU est un polymere peu
cristallin en comparaison du PEBesaugmentatiors des températures de fusion et des
enthalpies defusion ont été observéespour les copolyméresPHQs7\U7SQ 20PEG) et
PHQ:7SQ 20PEGs3), en raison de la présenceedW 'U ipge<pu[ <p ¢Ju vS S35 ]Jv E o
température de fusion qude PEG seu(53°C) Tableau 12 Toutefois, ¢s valeurs des
enthalpies de fusion des copolymeéres sont inférieures a celle du PEG libre, montrant ainsi
VRY ES v S1tv JvZ] 1SE] e W, <uE& o (&E]*S oo0]* S]}v u
déja observé dans le cadre de travaux similaimesnéspar Babinotet al. (2010) De méme

la présence de polyméres de PEG empéche la cristallisation du PHA.

=)
£
2
< PEG
=}
Q@
I J"\— )
S PHQs7SQ (20PEG)
S 4/\_ ]
E PHQs7U7)SQ 20PEG)
L e~ PHQ:7\U33)
0 10 20 30 40 50 60 70

Température {C)

Figure45. Thermogramme du PHQs7Uz3), du PHQs7\U»SQ 20PEGs), du PHGQs7SQ 20PEGi3) et
du PEG.

En conclusion une méthode efficace rapide et reproductible de synthése de
copolymeres dePHQsn\UnSQ 20PEG et de PHQ:7SQ 20PEG3) hydrosolublesa été
développée padeux réactions thiegEne photoactivées successivéses deuxcopolymeres

seront utilisés pour le recouvrement de nanoparticules de type MOF.
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lll. 3. 2 Synthesede nanoparticuleshybrides MOFHPHA

Les deux copolymeres précédemment décrits ont été utilisés pour enrober des
nanoparticules de typ®OF MIELOO(Fe) afin de développerdes systemeshybridesporeux
MOFRPHA (Figure #). LesPHA synthétisé®HQs7\UnSQ 20PEG) et PHQs7SQ 20PEG3)
ont été fonctionnalisés avec des groupements sulfonates Eaires pour promouvoir la
liaison ionique non covalentgar simple imprégnatiordes copolymeéres de PHA a la surface
des nangarticules de type MOF, composé []}v ¢ ®e plusla présence de PEGse a
augmenter la stabilité du systeme en milieu physiologiquajs également &chapper aux
cellules phagocytaires du systeme immunitai@tfvité), et donc a augmenter le temps de

circulationdesv v}% &S] po » ve.0[}EP v]eu

Figure46. Schéma récapitulatif de laonception de nanoparticules hybrides M@HA par imprégnation

(Jv [ S o] o «u vS8]S v  eeghtAntirile rdcouviamenoptimal
des MOIF-et doncpotentiellementla stabilité des nanoparticules hybrides en milieu aqueux,
plusieurs concentrations dBHQs7\U7SQ 20PEG) et de PH@/SQ 20PEG3) (0,4; 1; 2; 4
et 10 g/L) ont éténises v o[ H poauEontacude 2 g/L de MOEes mesures de
potentiel zéta renseignant sur les charges électriques présentes a la surfacpadcules
en solution, affichent une charge fortement électropositivede +23 m\, pour les

nanoparticules de type MORatifs, et des charges électronétjzes de-41 mV pour le
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PHGQs7\U7SQ 20PEG) et de -24 mV pour le PH&»SQ 20PEGa3). Les résultatsmontrent
une diminution instantanée du potentiel zéta mesurdaasurface des nanoparticules au
contact de 0,4 g/L de copolymereso(mprise entre +2,3 et8,3 mV)Figure47). Desvaleurs
négatives de chargede surfacesontmesurées + o[ u %ed}d/L de copolymeresde -
3,8 &-32,7 mV pour les nanoparticules hybridesM®FPHQs7UOs 20PEG ), et de-32,8 &-
42 mV pour les system@sOFPHQs7\UnSQ 20PEG), confirmant ainsi le recouvrement des

MOF par les copolymeres e&HA fonctionnalisés.

PHQ7SQ 20PEG3)

PHQs7U7SQ (20PEG)

Figure 47. Potentiel zétades nanoparticulesle type MOF nus ou enrobés de copolymere:
PHQ57)U(7)SQ_(20)PE%) et de PHQ57)SQ_(20)PEC53) Uu e V] E Ve O [ H RO SE %o H C

Nous avons ensuite étudié la stabilité des particules formées au cours du tEamps
of U HMOSE Y%opnE }u M S seda}(PBH)Iansiw@ pgemier temps, paes
incubationde 0,4; 1; 2; 4 ou 10 g/L de copolymeres deHQs7n\UnSQ 20PEG,) et de
PHQ:7SQ 20PEG3) au contact de 2 g/de MOFdans o[ , | diametre et la dispersité des
nanoparticules en suspensiamt été mesurés par DLEigure 8a et b). Ladispersion &
nanoparticules de type MOF nus earobés de 0,4 ou 1 g/L deopolymeéres dd’HA (soit 0,2
ou 0,5 équivalent massique DK&- ve edmhle provoquer @afglomération

immédiae ¢ % ES] po » VvSE 00 * ~ V uU}]ve [uv Z PE X vV
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supérieurs a 1 um ont étdesurés par DLS pour ces trois échantilimaeurs non indiquées

sur la Figure 480 o0} &+ u'!u <«<g o0 § ]Joo estude DK@ si skdake en
conditions optimales Ces résultatgonfirment ceux ayantu}vS8@E o[]veS MORF&En -
solution aqueusgSeoet al, 2012; Aykaet al,, 2017) L[]v p S]}v ¢ DK& VvV % E + v
0,4 ou 1 g/L de PHfanctionnalisés ne suffit pas générer un recouvrement optimal pour

garantirla stabilité des nanoparticules dans le temps.

Figure 48. Diametres des nanoparticules hybrideBIOFPHGs7n\UnSQ 20PEG) et MOF
PHQ:/SQ oPEGs U *HE ¢ % v vS 80 Z ve o[ p pOSCE %ou142
tampon phosplate salin (PBS) a 37°C (c et d), en fonction des concentratic
copolymeres.



[ US@ ESU o[ u%o}] [pvde Zy/L deScEpdyierete PHQ:)U7SQ
2oPEG,) et de PH@7/SQ 20PEG3s a permiso[ o }E S]}v v Vv }igbri@espgapo -
simple imprégnation. Néanmoins, les diamétres mesurés par BdSsont avéres
hétérogenes supérieursaux 270300 nm attendusdurant les 48 premiéres heurdg&igure
48a et b. Ces données trad@nat a nouveau une certaine agrégation des particuleBeesn
elles et de faitun recouvrement insuffisardes PHAA la surface des MOF pour assurer une

pérennité dessystemes

Lesmeilleurs résultats en matiere de stabilité des nanoparticules hybrides en milieu
aqueuxont été obtenus A  o[pe Pet 10¢L de PHA au contact de 2 g/L de M©¥it
2 et 5 équivalents massiqugset ceci quel que soit le copolymeéreRHQs7\U7SQ 20PEGs) ou
PHG:»SQ 20PEGs3). En effet, des diametres cohérents et relativement stationnaires de
nanoparticules compris entre 310 et 266 ont été mesues par DLS sur une période de 48
h, traduisantune agrégation limitée des particules entre ellesn parallelede la stabilité de la
suspensionAinsi, compte tenu de la concentration jugée idéale en PHA, fixée a 4 g/L (2 eq
MOF) dans le cadre de ces travauseinblerait<p o u suE [Hv &a}conysid o |
entre -30 et -38 mVcorrespondea un parametrefort et indicateurassocié auecouvrement
optimal des PHA fonctionnalisés la surface des MOF, pour assurer la stabilité des

nanoparticules hybridesn milieu aqueux.

Dans unsecond tempsla mesure par DLS des detnes de nanopartigles de type
MOF enrobés de 0,61,3; 1,9; 2,5 ou 5 g/L de PHA fonctionnalisés a été menéesdin
liquide physiologique (PB®) 37°C pendant 24 h, de maniére a évaluer la stabilité des
nanoparticules hybrideMOFRPHA en conditions salines et phosphatéegire 8c et d. En
(( SU o s*p&E v H u Jvs] v * V V}% ES] po » ZC E] - Ve
essentielle, puisque lesanaoparticules de typ®&OF sont rapidementdégradées par tout

élément phophate ou salifHorcajadaet al., 2010)

Les mesures de diametres réalisées sur les nanoparticules hybrides ont démontré des
Sv v ¢ ¢Jujo JE - 00 * } SviHe Ve O] U HOSE %opE X Vv
plus stables en matiere de tailnt celles incubées en présence de concentrations plus
élevées en PHA fonctionnalisks v [ uSE -+ I&s @QFmprégnés de 5 g/lde
copolymeres ontnontré desdiamétres initiaux de 305 Nnm(MOFPHGQsn\UnSQ 20PEG) et
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de 320 nm MOFPHQ:7SQ 20PEGg), inférieus a ceux relevés gartir des autres
échantillons, et relativement procisale ceuxobtenus a partir des MOF enrobés de 4 g/L de

copolymeres en milieu aque 800 nm)

[ ULSE % ESU o ] wrx@aque typedde manoparticulaugmenteau

JRVRS o0 zZU ( }v [ p8 vS %ope Ju% }ES dés MPFeroPHE }pAE

fonctionnalisé était faible La solution tamponsaline sembledonc influencer la structure

des nanoparticules hybrides PHAOF, de maniére opposéa la simple inubation dans

o[ [outefois, les nanmarticules de type MOF imprégséde 5 g/L dePHQs7n\UnSQ

20PEG) ou de PHQ:7SQ 20PEG3) sont restées stablependant plus de 6 h dans du
tampon physiologique, période pendant lagle tout type de nanoparticule & visée
thérapeutiquesedoitde u pE €& JvS S U (]Jv [ u%! Z E o 0]AE v

molécules actives ve o[} EP vAeu3U [ A gjriHes &8llules pathologiquesbles

En conclusionces expériences de stabilité des nandmales hybrides menées a la
(}]* ve o[ B S 0 W N %E }o]uwscsg/wde RAFonctionnalisés
pour assurero[ VE} P }%S]u o T PI> V V}% Eet]causureune S C %o
périodeminimalede 6 h. Ces expériencede stabilité offrent desésultatsenmurageants et
A o] usagede ces nouvelles nanoparticules hybrides poreuses BAdans un milieu
poSuE -dird edmposé desels et de protéines, au contact de cellules

phagocytaires

Cependant ces différents travauxv[}v % } L E o0 pds p&Emis dedéfinir et de
sélectionner un copolymere plus appropriql o[ paEgue des résudits identiques ont
été obtenus.Ainsi, s deux types deystemeshybridesporeux MOFPHQs7)U7SQ (20PEG)
et MOFPHGs70s 20PEG3) seront testés et caractérisede maniéere équivalente durant la

suite de cette étude.
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Des images de microscopie électronique a transmisdi@h) ont été effectuées sur
les MOF natifs etles deux types de nanoparticules hybridB8OFPHAsynthétisées, MOF
PHQ:\UnSQ 20PEG) et MOFPHGQs7SQ 20PEGa). Le recouvrement des nanoparticules
de type MOF par les copolyméres fonctionnalisés ne semble impacter ni la magghalola
taille des nanoparticules puisque des diamétres moyens compris entre 250 et 3@hitnm

été mesurés Figure 4).

> ¢ % E}%}ES]}ve [ S}u - UKU & S ™ 1}vs § g vsS](] -
EDX et SEMDX a la surface des mémes échantilldns> %o E v [ Stu -« * T (C
composeés marqueurs des copolymeres de PHA, est mesurée a la surface des deux types de
nanoparticules hybridesa des pourcentages atomiques équivalents a partir des deux
techniques (0,8%)}{gure49 et Tableau 1B

145



Figure 49. Clichés de TEM et proportions atomiques relevées par SEM et-EDEMa partir ¢
nanoparticules detype MOF nus, enrobés de 4 g/L &HQs7\U7nSQ 20PEG) ou de PHQ:7SQ
(20PEGy.
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Tableaul3. Compositiols atomiques moyennegdes ranoparticules de type MOF natifs ou
imprégné de 4 g/L dePHQs7\U7nSQ 20PEG) ou de PHQs7SQ 20PEG3), déterminées par
SEMEDXet SEMEDX comparées a la composition élémentaites MOF calculée par XPS.

C @) Fe S Ratio C/Fe | Ratio S/Fe
Nanoparticules

(%) | (%) | (%) | (%)
XPS | MOF (Agostorét al., 2015) 574 [349 |77 |00 7,5 0,00
X | MOF 74,6 | 18,8 (6,4 [0,0 11,6 0,00
% MOFPHQs7UnSQ 20PEG) | 76,7 | 16,6 |59 |08 12,9 013
5 | MOFPHGs/SQ 20PEGs3) 77,7 |16,4 |52 |08 15,1 0,16
> | MOF 55,2 | 38,3 6,5 [0,0 8,5 0,00
(@]
%J MOR PHQs7 U7 SQ 20PEG) | 69,2 | 23,0 | 6,9 |09 10,0 0,13
® | MOFPHGs/SQ 20PEG3) 70,0 (229 | 6,3 |08 11,1 0,13

> ugmentation du ratio C/Fest [ uS vS % ope Ju%}ES vS <«<ude o %o} U CE
PEGest élevé au sein des copolymerezci correspond a des taux de,9 puis del5,1
(STEMEDX) et de 8,5, 10 et 11,1 (SEHEDX)avant et aprés recouvrement des MOF par 4
g/L de copolymeres de Pii@U7SQ 20PEG) ou de PH@7SQ 20PEGz3) (Tableau B).

De plus, des ratiosoyensS/Fe ont étéecalculésde maniére tres similaire a partir des
deux techniques STERDX et SEMDX(0,13- 0,16), correspondant & un atome de soufre
marqueur des copolymeére®nctionnalisés pour huit atomes de fer appartenant aux MOF.
e E *poS S }V(]E®uU vS o[ *}E%S]}v e }%}oCu E - W, (}v

des nanoparticules de type MOF.
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lll. 3. 3. Etudede la biocompatibilité des nanoparticules hybrides
MOFRPHA

Les nanoparticules hybrides MOFPHQs7U7SQ 20PEG) et MOFPHGQ:»SQ
2oPEGs) de diamétre prock des 300 nmet stables pendantau moins6 h en milieu
physiologique tamponnéconstituent une nouvelle génération de nanovecteurs a visée
8Z € %o u3]l<p U }v3 Jo }vA]l vs [ A opr&E]o D IERaEPHIOKS Al
toxicité de ceshanoparticules hybride MOFPHAau contact [uv o] P vcellulairea été
déterminée o[ ] deuxtests de cytotoxicitéCytoTox FluofPromega)et LDH(Roche,

et [Mv Sde prolifération cellulairdRealTime Gl¢Promegarommerciaux

Les tests ont été effectuéssur ces cellules de type macrophage, ceellesci
incarnentla premiére ligne de défense du systeme immunitaiveregard des particules non
E }vvu * % E o[¢ERatigient la phagocytose, c'estdire o[JvP +§]}v & o
destruction des agents étranges, pathogenesprésents dans le milie/Aderem and
Underhill, 1999)

Lescellules phagocytaires murines J774.A1 ont été sélectionnées pour ces tests car
cellesci sont des cellules modéles, couramment employées en biologie cellulaire et
immunologie, génétiguement stablest % E3] po] E u vd E S]JA ¢ VvV % E * v
pathogenes(Lamet al., 2009) Enfin, le comportement des cellules J774alcontactdes
PHA fonctionnalisés onanoparticulesde type MOF natifs ou hybrides &té étudié par

microscopie confocale a balayage laser.

Dans un premier temps, la cytotoxicité des qmsés a été calculée, pour la premiere
(}]U o[ ] u1]8 CS}d}A &opu}E ~WE}IU P U % Eu S8 vS§ u
par le réactif bisAAHR110, dépendant o[ 3]A]3 % E}S ule v e 0C-
Le pourcentage de cellules J7A&4 viables a été déterminé pour chaque condition

expérimentale, et comparé au taux @ebilité physiologique des macrophages, directement
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Figure50. Viabilitédes cellules J77A1 calculée a partir du test CytoTox Fluor (Prom:
en fonction des concentrations en copolymeéres (a) ounanoparticules de type MC
v S](e }p VvVE} - W, (}v S]}vv o] ¢ ~ U DIMEM - utiliée
comme contrdle (100%), expériences réalisées en triplicat.

Deux équivalents massiques de PHA fonctionnalisés par rapport aux nanoparticules
de type MOF ont été employés durant ces expériences, pour garantir la stabilité des
systémes hybrides poreux M@HA, comme démontré précédemmemu bout de 24 h

[ITv 1 Sdéy macrophages en présence 88,4; 66,9; 133,4 ou 400 pg/mide PHA
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fonctionnalisésjes résultats préseds enFigure50a indiquent une hausseconstante de la

viabilité des cellules J774.A1 & des concentrations comprises entre 33,4 et 133,4 pg/mL,
inférieure a 906, ipe<pu[ S35 Jv G PHREWUSQ 20PEG) et 131,20 PHQSQ

2oPEGg), par rapport au taux deviabilité cellulaire physiologique des cellules J774.Al1
(100%).En revanche, une certaine toxicité § } « EA e 0] U%o0}] 0il RPlu>
traduite par une Ju]vpupsS]}v u viu &E OOMO * %0 pplE & 00
PHQ:n\U7nSQ 20PEG et 81,86 pour |[ePHQs7SQ 20PEGa).

[ USE %[]E JU §]macrophagesn présenceade 16,7; 33,3; 66,7 ou 200

pg/mL de nanoparticules de type MOF natdis montré pour chaque expérience des
pourcentages deiabilité supérieursa 110% (compris entr£l0 et 1406) par rapport au taux
de viabilité cellulaire physiologique des cellules J774.A1 (10@%gure 50B. Ces résultats
coincident avec de précédents travaux ayant démontré la biocompatibilité des
nanoparticules de type MOF MII00, mais a des concentrations bien supérieures a celles
annoncéeqAgostoniet al,, 2015) >[ u]v]*SE&E S]}v ioUuo ooUo RPIlu> AR
de type MOF enrobés de deux équivalents massiques de PHA a également généré une
hausseconstante de laviabilité ¢ oopO0 ¢ 060X i ipecu[valehits Jo 168% -
(MOFPHGs7\UnSQ 0P E5e) et de 162,% (MOFPHQs7SQ 20PEG3), par rapport au taux
rapporté avec les macrophages non traités (10} tredorts taux deviabilité pourraient

V % ES] [ £A%O0]J<h & % E pV % E} eepe [ 3]A 3]}v huupv]s ]C
des macrophages J774.A1 au contact des nanoparti¢élekinget al.U TiiiV Z..e1,EU Tiifie

a des concentrations inférieures a 66,7 pg/mL pour les systémes hybridesPM®IFet au

moins égales a 200 pg/mL pour les MOF natifs.

Par contre, les nanoparticules hybrides ont provoqué une lyse significative des
cellules J774.A1 par rapport au témoir280 pg/mL(51,3a 76,26). Ce renversement de
tendance soudain démontre alors la toxicité desA fonctionnaliséadsorbés a la surface

* V V}% ES] po - SC% DK&X Jve]U 0 ¢ (E ep0oS S } S vue o]

CytoTox Fluor indiquent une absence de toxicité des nanoparticules de type MOF natifs
e <] U u}leveoncentration de 200 pg/mL, jusque 1334/mL pour lesPHA
fonctionnalisés libreset o[} & 00U 6 RRahoparti%uleg @ybrides MOGFHA
(soit un équivalent de 133,4 ug/mL de copolymé@res
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Un second test de cytotoxicité }Ju@E&E uu vS8 Uu%o0}C Ve 0
similaires,a été nmené a o[ ]du kit LDH (Roche)Celuici permetégalementde quantifier
les cellules endommagédd % & }e P lacfate i dehydrogénaspar absorbance.

Jvel] 8§ S v vsS }Ju%S p S puAE [ % }dnEme waciceloléPJcqd.Al
non traitéey, les pourcentages d@abilité cellulaire au contact de 2550; 100 ; 200 ou 400
pg/mL de MOF natifsou enrobés de deux équivalents massiques clgpolymeres
fonctionnalisés et de 50; 100; 200; 400 ou 800 pg/mLde PHA fonctionnalisésnt été

mesurégFigurebl).
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Figure51. Viabilité des cellules J77A1 calculée a partir du test LDH (Roche), en fon
des concentrations en copolymeres (a) ou en nanoparticules de type MOF natifs ou ¢
de PHA(}v S]}vv 0] ¢« ~ «U % E « TEVMEM dtjlisécondmé \cantrole (100¢
expériences réalisées en triplicat.
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De maniereP v E o U 0 « (E *p0S S } § vpue o[ ] H S ¢S > |
obtenusa patir du kit CytoTox Fluoen plusieurs points. En effdes copolyméres de PHA
fonctionnalisés ne semblent pas engendrer de réaction de toxicité particulié@ewssdes
macrophages J7774.Abur des concentrations inférieures a 50 pg/mL, puisque des taux de
viabilité cellulaie proches des 100% ont été obserV&sgure 513 Cependant, un effet
prolifératif des macrophagesa été mesuré dés o[ u]v]*SE S]}v iii RPlu>
copolymeéres fonctionnalisés. @GS S v v %o }UEE ]S o[ A% 0]<p E % E
stimulation immuntaire des macrophages J774.41 <u] AE}vS (]JE of[}i & [V

complémentaires.

[ USE Oiae @abilité cellulaireconstantesupérieure a 75%ay rapport au taux
physiologique (100%)+S v}§ e 0O[ u]v]eSE S]}v }v vSE Sdéve v v v
type MOFnatifs supérieuresa 50 pg/mL(Figure 51h. Ces données démontrenin effet
toxique modéré des MOF natifs & des concentratioientiquesa cellesindiquéesdans le
cadre de précédentes étud€50 pg/mL) sans pour autant atteindre la valewsd [} E]P]v
ultérieurement estiméea 300 pg/mL(concentration en composeés pour laquelle 50% de la
population cellulaire est endommagge v(J]vU o[ u%0}] V V}% @&EJFpo ¢ ZC
PHGQ:\U7nSQ 20PEG) et MOFPHQ:7SQ 20PEG3) & des concentrations comprises entre
25 et 100 pg/mL ne provoque aucune réaction significative de la part des cellules J774.A1,
puisque des pourcentages abilité cellulire proche du tauphysiologique sont mesures.

A contrarioU o u]v]eS& S pparticuley hybrides a des doses plus importantes
engendre unediminution de la viabilitédes macrophages, comprise ent8,6 et 84,% a
200 pg/mL, et atteint la valeur §gCapres incubation 24 h au contact de 400 pg/mL de

nanoparticules.

Le test LDH mesurant par absorbance o[ &§]Adés enzymes lactate
deshydrogenass, issues des cellules endommagéedémontre des résultatsdifférents de
MAE } S viue o[ ] u 118 mais pdobdbletnept jolEdJcohérentians le sens
ou ceuxci sont dosedépendants Autrementdit, desaugmentations desaux de mortalité
cellulaire proportionnelles aux concentrations en composés MOF, copolymeres ou
nanoparticules hybrides délivrées ont été calculées. Ces différences pronooiogevées
entre ces deux tests Iasent a penser que le kit CytoTox Fluor ne serait-fénet pas adapté

Ve O E périgneEs impliqguant des nanoparticulésmutement poreusesde type
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DK&X v (( SU o« DK& °<}vS }vvue % }uE o0dedet tyfode]S « [
molécules au travers de leurs pores volumineux (5,6 et 8)6(Agostoniet al, 2015) Il est
doncprobableque leligandbissAAFR110 pécifiquedu kit CytoTox Fluor enitiant le signal
fluorescentau mntact des cellules lyséespit adsorbéau sein deshanoparticules de type

DK&X N o}v S5 ZC %adssénee deSligandodBSAFR110 fonctionneén contact

direct avec le milieu de culture, le signal fluorescest u}]v E]U uv] E [ US vS %
importante que la concentration en MOE€st élevée. Au méme titre, ilest également

plausible que les copolyméres de PHA fonctionnalisésbent les réactions chimiques
associées au ligand de ce kit de cytotoxicits E o0 ] 1+ [nv encore]rnon

expliqué.

En conclusioret tenant compte des radtats obtenus a partir du kit LDH (Rochia),

toxicité des nanoparticules de type MOF natilsst démontrée ¢ o[ Uu]v]*SE S]}v
concentrations supérieures a 50 pg/mu regard des macrophages murins J774A5%
de viabilité cellulaire)X [ uSE o%u «ESU (JES ¢ <y vs]S }%}oCu &E
fonctionnalisés (quéé que soit la formule v[ % ¢ p  []Ju% vidbilkg des o
macrophages, les PHA semblent donc biocompatibles méme administrés a une
concentrationde 800 pg/mL.Enfin, lesexpérencesmenées a partir desianoparticules
hybrides MOFPHA vdgnt quant a ellesdémontré aucune mortalité cellulaire significative
pour une administration jusqué&00 pg/mL, soit une concentration bien supérieure a celle
observée avec les MQtatifs (50 pg/mb), et établi une valeur I§ égale a400 pg/mL.Par

]Joo HE*U p pv J(( E v <]PVv](] 8]A Vv 8§ (Eu e« entrefés}$}A] 18
deux copolymerePHQs7U7SQ 20PEG) et PHQ:7SQ 20PEG3), libres ou adsorbés a la

surface desanoparticules de type MOF.

Au vu dela stabilité in vitro U o[ vV 8 Jufie] cbficentration de D
pg/mL et de la valeulGyg élevéedes nanoparticuleMOFPHQs7\U7SQ (20PEG) et MOF
PHQs7SQ 20PEGa) il apparait est tout a fait vA]ls P o [ u%e® hauvaes
nanoparticules hybrides MGIFHA ve 0 & [ A% E] v + Jaudeofins vs JE -

biomédicales.
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La prolifération des cellules immunitaires de type macrophage est un phénomeéne
u E«p p&E o[ 3]A 3]pvéthpZ preEéaasia)i@action inflammatoir¢Jenkinset
al.lU TiiiVv Z...«1.Mbivisidmdes cellules J774.A1 au contac8e 50 ou 100 pg/mL
de PHA fonctionnalisés etanoparticules de type MOF natifs ou hybridesété mesuréesur
une période de42 h Les expériences de prolifératiocellulaire ont été menéespour la
premiere fas, o [e]du kit RealTime Glo (Promeg&e dernier permeta quantification
des cellules vivantes a partie la bioluminescence émise dubstratluciférase reduit par

o[ $]A]S VvICu 3]«p §}us oopo A] o X

Les résultats obtenus aprés #2 []v 1 S]}v e U E}%Z P ¢ 060X i M
de 50 pg/mL de copolymeres de PH& de MOF nus ou hybrides sont présentéskegure
52a. Cesvaleurs sont tout a fait comparables a celles relevées apres administration des
composés a des concentrations inférieures ou supérieures (25 ou 100 pginank été
rassemblées sous forme de moyenne dangigure 2b. La prolifération cellulaire la plus
importante par rapport a la population témoin non traitée (DMEMSt relevée aprés
incubation des macrophages en présence de nanoparticules de type MOF nus, alors que la
multiplication cellulaire la plus faible est observaeraveau de macrophages témsisujets

au choc osmotique @O).

Toutes concentrations confondues, une augmentation du développement des
U E}%Z P - o[} & & mesuré@apres$?2 Z [Jv 41 S]}v pn }vs8 § « DK,
natifs, de 18 et 15% en présence de nanoparticules hybM©&PHGQs7\U7nSQ 20PEG; et
MOFPHGQsnSQ 20PEGs3), puis de 14 et 8% au contact des copolymerePeHE)s/\UnSQ
2oPEG) et de PH@R7/SQ 20PEGa)
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Figure52. Nombre decellules J774A1 viables déterminé par le teRealTime Glo penda
42 h en présence de copolymeres de PHA fonctionnalisés ou de nanoparticules de ty
natifs ou enrobés.

Ces résultatglémontrent une prolifération cellulairesignificatve des macrophages
J774.Alprobablementassociée a un phénonv [ 3]A 3]}V %o Z pRincigaderh@at
au contact ds nanoparticules de type MOF natifs, puians de plus faibles proportions en

présencede nanoparticules hybrides MEHHA, etde PHA fonctionnalisésPar ailleurs, ces
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observations concordent etout point avec les expériences de cytotoxicité réalisées a partir
du kit LDH, indiquant une cytotoxicité amoindrie des nanoparticules de type MOF

recouvertes de PHA fonctionnalisés par rapgark MOMon enrobeés.

A ce jour, lesravauxrelatifs auxprocessus de réaction inflammatoire causés par les

nanoparticules de type MOF MO0 sont encore préliminaireBellidoet al.; Baatiet al,
TiiiV 'Ju v 1rD Cetal, 2018) En revanchede précédentes étudeportées surla

JAl+1}v & 0 % G hmmation dppvacrophages relation avec des PHAenées
in vitro et in vivo vdnt relaté qe des processus detaction inflammatoirelocaux et
modérésau niveau degphagocyteset ont ainsi conclu a leur emploi favorable a des fins
biomédicaleqVolovaet al., 2003; Koset al, 2004; Chen and Wu, 2005; Mistal.,, 2006;
Chenet al, 2014) Concernantcette étude, ilest a ce jourimpossiblede confirmer ou

[]v (] GavecEertitudepv <g 0 }v<pg % Z V}iu Vv [Jv(o uu S]}v Juupv]s JE
les techniqes employées ne permettent ni la mise en évidence, ni le dosage des molécules
impliqguées dans la réaction inflammatoire généree par les macrophages, telles les cytokines
proinflammatoires facteur de nécrose tumorale FNFuU interleukines K1, 1l-:6 ou I8

(Fujiwara and Kobayashi, 2005; Hdral., 2016)

v

En conclusiond o[pe P o § oS CS}sS}A] 1S >, ~Z}y Z « §
cellulaire RealTime Glo (Promega) menés sur desaphages murins J774.Almontré la
viv S}AE] ]S e usS E&] uAE []Jvs E!'S e }v VSE S]}ve Jv( E] |
nanoparticules de type MOF nus 100 pg/mL pour les systémes hybrides poreux NPGIA
et plus de 400 pg/mL(2 équivalents massiques de PHA soit 800 pg/miyr ges PHA
fonctionnalisés libresDe plus,ces testsde biologie cellulaire}vs % Eul]e [ A% E]Ju E
legerepréférence pour le copolymerBHQsnSQ 20PEG3), ayantinduit une multiplication
cellulaire, potentiellement associée a une activation pladaire, moins élevée que celle
observée au contact dBPHQs7\U7SQ 20PEG) (respectivement8 et 14%).Cependant les
expériences de cytotoxicité et de prolifération cellulaire ont délivré des résultats identiques
concernant les nanoparticules hybrid¢sIOFPHQs7\U7SQ 20PEG) et MOFPHQ:7,SQ
eoPEGg3), S Vv[}vS }v % ¢ }v op o0 < o00[H¥Edewxfprmulés.
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lll. 3. 4. Comportement [pv o]Pv Juupv]s | %Z P} CS
contactde nanoparticules hybrides MOPHA

Le dernier objectif deette thése consistait a observer le comportementsaellules
immunitaires macrophags murins J774.A1 au contact sleopolyméresde PHQs7 U7 SQ
20PEG) et desnanoparticules de type MOF nus ou hybridd®FPHQs7\U7SQ 20PEG), &
o[ ] 0 u] E}e }%o] }v(} 0o 88 &8 CZPJ<p %o CEu § [} » E,
o[]vS Ev o]eofk}étrangers marqués de fluorophores dans le cytoplasme de cellules

fixées ou vivantes.

Figure 53. Images de microscopie confocale [Juiv u &}%Z P UupE]v :00
[Jv £ S]}vU ¢ ve SE ]S u vS ~ <106 ugimbsd@naneparticules de type vV

MIL-100.

Fléchanoires: nanoparticules de type MOF.

LaFigure 8 montre des macrophages murins J774.A% E * 7 Z []vdans E]}v
milieu de contrdle non traitéa) et au contact de 100 pg/mL de nanoparticulds type MOF
MIL-100(Fe) (b), visualisé % E u] E}e* }%o] v opu] E €& (o Z] o[ ]
lumineuse laser. lenoyaw cellulairespréalablement marqug au fluorophore DAPI
apparassentde couleur verte en fluorescence.o} &+ <u[ U UV %u &S] po] E V][ S8
visible au sein des macrophages non traités, des objets arrondis, sombrektatement
nombreuxcorrespondant probablement a des nanoparticulestgpe MOF agrégées sont

observ&s ve O[ Ve U O H Ju% ESJu vd C3}elolvh @ <«pug} ul@EA
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par Bellidoet al,, Agostoni, Horcajadat al., TamamesTabaret al. (2013 et Agostoniet al.

(2015) Ces images confirment [uv % E3 o A] ]o]$ e U E}%Z P oL
o[]vS CEv o]* S]}v E %o] * V V}% &39éscelllephagdriiaired k€& %o
moins de 3 h.

Figure54. Images de microscopie confocaledu &} % Z P o upE&]ve :000X i % &E
contact de 200 pg/mL de copolymeres BEIQs7\U7SQ 20PEG) imprégnés de rhodamine b (a) ou
100pg/mL de nanoparticules de typdOFPHQs7USQ (20PEG) (D).

Fléechanoires: agrégats de PHA ou de nanoparticules hybrides MOA.

LaFigure 54présente desmacrophages muringyant étéincubés pendant 3 rau
contact de B0 pg/mLde copolyméres de PHEU7#SQ 20PEG;) (a) ou de 100 pg/mLde
nanoparticules hybridesMOFPHQs7\U7SQ 20PEG (b). Le PHA fonctionnalisé a éte
préalablement imprégné dans une stan de fluorophore rhodamine l.arhodamine b en
exces, enchevétrée au sein des copolymeres, a été éliminée par quatre dialyses successives,
nombre de cycle % Eu $5 vS o[} § vS]}v [uvVv U Les (dpaigcedulpire$ o} E X
apparaissent cette fois en bleu, tandis qdes objets,visides % & « i Z []v 4 S]}v Vv

présence decopolymeres de PHAuU de nanoparticules hybrides$luorescent en rose. A
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chaque fois, la matiere fluorescente roselative a la présence de rhodamine l,[ <3
observée que ve o[ *%o oo po ] @éxXfluorescgnt%espnt vraisemblablement
]Jvs CEv o]e - o[]vs ] p&E e U E}%Z P U }p }vs o}E SE
cellules, puisque leguatre rincages@®& o] ¢« 0} E- o[ § %o (1&£ S]}v e u
avant observation microscopique ostins nul doute éliminé toute matiere libre présente

dans le milieu de culture.

e« } e EA 8]}ve cuo0ovVvsS JIVIE E A pv %E} eepe [Jvs (
fonctionnalisés libres odesnanoparticules hybrides MGIFHA au sein des cellules de type
macrophagesDansle cadre de cette expériencg EZ} u]v pas efe chimiquemat
greffée aux PHAC'esta-dire liée de maniere covalenteEn effet, méme gile précédentes

Su ¢ }vs ule v Al v o] -+}Eébdirhbledssmaléules denodamine b
sur des matricehautement hydrophiles de PEBEGPLA Esseet al, 2011 ou PEGPMMA
Gavrilenkoet al., 2015) il est a ce jour impossible[ ((JEu E «<u e ¢]Pv u/&E (opul}E
proviennent exclusivement des PHA imprégnés de rhodamine bnoet de simples

phénomenes de diffusion de rhodamine b au travers des parois cellulaires des macrophages.

En conclusion les observations de microscopie confocale menées sur les
macrophages incubés en présence2®® ug/mL de PHA fonctionnalisés oulf#® pg/mL de
systémes hybrideporeuxMOFRPHA ne montrent pasle processus de lyse cellulaire au bout

T Z []Jv p Sé¢dnfidmenst ainsia nontoxicité de ces composes.
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Lestravaux E o0 S](¢ argbidiogie fle cette these consistaientdatecter, par
criblage moléculaire PCRs bactériedssues de la collection Ifremé&M2Epotentiellement
capables de synthétiser des copolyméres de P(3HB4piBY,a produire ces PHAen
conditions de laboratoireavec desrendements et ratios de 4HB les plus élevés possible.
Enfin Jo [ P]Je*®S o] E o[ v 0C+ SsAopehaes]productrices de PHAIN

Explorerla biodiversitémicrobienne associée awnvironnements marins profonds.

La méthode decriblage moléculaire par technigue PCR mise au point durant ces
travauxa permis de sélectionned9 souches porteuses des genes codant la PHA synthase de
type | et la 4hydroxybutyrateCoenzymeAransferase, et donc potentiellement productrices
de copolym E - W~i, 8, X ]V <<ag 0 U SZ} E] o P W Z v[ ]S
ce jour,plus de80%des souches criblées positives pour les gépleaCet 4HBCoAbnt
produit un polymere de type PHA a courtes chaines3zt|[ vsS & 00 ¢ }vs sCVvSZ S]-

copolyméres de P(3HB4HB), suivant des conditions de culture standardisées.

Une perspective intéressante a ce travail serait de dévelopmer technique de
criblage moléculaire par PCRjaptée a la détection déactériesproductrices de PHA a
courtes chaies tant marines que terrestresd}us [ }E U Jo [ P]E ]85 | &

[]vS fBaGchez un maximum de genres et especes bactériennes diffése@ependant,

}uu Jo v[ A]*S iIJUE <p SE * % M e <M Vv ephaGdpss ¢ E 0 §
0 . }vv. « E /U Jo (MLE ]S & Z EEZ E o Pv [Jvs &
}u%o S [}JE ¢« S i ]*%}v] 0 U % E stiiie. Dahs e eas ou]}]v(} E

tous les genres et espéces bactériennes, du moins explorés dans le cadraedétude,
V[ § ] v8 % * }ve]Pv ¢ ve 0 %0 §$ (}&u U Jo (H ]S P ouvs
génomes des individus dont la taxonomie est manquante, avant de ne repérer le gene cible
par ces mémes procédés informatiqueklne fois ce travail termé, nécessaire a
o[ o }& §]}v [pv V<l JVv o E % E ¢ v3 SJA U 0 Ju%
séquences du genphaCpourrait étre menée, puis cellesi seraient classées selon leurs
ressemblances nucléotidigueBessousgroupes de genes similaires seraient créés, de fagon
a repérer deux ou plusieurggionsconservées au sein des séquences nucélotidignes,

Pv & « S o}vPue [ M u}]ve TA vpuDansegd conditbnsyvecisedes
amorces PCR spéqifies pourraient étre dessinées, permettamt| u%o0](] S]}weP v]<«pu

produits PCR découlant uniquement du géne ¢ibtenon plus de portinos nucléotidiques
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aspécifiquesToutefois au vu de la variabilité importante du gépdaCde type |, il faudrait
probablementdévelopper %o o pte] W&+ ]I Jv e }Hu% o0 ¢« [ Uu}E < ]J(( & vSs
correspondre de maniere significative a chaque genre bactérien, voire & chaque espece.
L[} i S]( [pv u SZ} uto po |]E& &E %oderaitadorkeoppiomiSEnais

o EP % v o [u}E& -« W Z d#terfnerSde@Enéasiere certaineles
potentialités de production de PHA de chaque individu. Par ailleors,u] e M %o}]vsS [pvVv
stratégie de criblage du gerHBCoAserait identique multipliant les effors pour aboutir &

une méthodefiable de criblage de bactéries productrices de P(3HB4HB).

Concernanto[} i S]( %o E} U S|}V }%}oCu E - W~i, 0, ¢« |
§ & 5]} [uVv]E * 8, 0+ %ope -6 A été%ifeint]%ou e < 1 [gmbrev }
important [ Z v$]aeR(3HB4HB) a été prodaiti cours des differenteexpériences,
avec un rendemenmaximal de 570 mg de P(3HB4HB) purifiés par gramme de masse
cellulaire seche(souche ST350), et un taux maximal 429 [pv]S « (AT13B3). bn
parallele, il a été observé quée temps nécessaire ao[ HupOo S]}v varigv,
significativement selon legenres bactériens considérés. En effet, alors que les isolats
appartenant au genré¢dalomonasont nécessité une période[ pupo Slpérieure ou
égale a 70 h pour atteindre un rendement optimal de PHA, les especes affiliées au genre
Vibrio ont synthétisé des polymeres en guantités maximaasnoins de 24 havant de ne
probablement reconsommer cetoi pour subvenir a leurs propreg$oins énergétiques. Les
MSE ¢ *% ¢ }vS <u VS 00 * % &} M]S MV U AJupu % }0C
[ VA]E}v 806 Z ( Eu vs §]}v § E] vv X

Toutefois les conditions de culturestandardisée, en particulier l&arence en
éléments minérauxont pu restreindre les capacités de production de PHA, que ce soit en
erlenrmeyers ou en bioréacteurs. Ainsi, il faudrait songer a élaborer une formule normalisée
composée de divers ions métalliques et nutritifs, nécessaire au bon fonctionnement
métabolique detoutes souches marines. Celie serait alors supplémentée aux milieux de
culture destinés a la fermentation cellulaire, y compris dans le cadre de protocoles
S v E ] X [ piIs@ait te@sSant de poursuivre les expériences de production
optimisée de PHA sur les souchles plus prometteuses en terrsale rendements et de

ratios de 4HB, o[]Ju P e ]J*}o SouAd1233. Aussi et de maniére plus générale,
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[ USE » }pE - E }v *» %}IuEE ] vS ISCE U%o 0} ClautrespyE o[]V:e

glucides, 1,dutanediol, vbutyrolactone).

V(Jv § [ P]ee vS§ o[} i S]( A %O0}E S]}v o JA E-]3
environnements marins profonds, learactérisation taxonomiquest phylogénétiquedes
souches bactérienneéremerLMZE cultivées dans le cadre de ces travau¥%o. Eul]e [ § o0]E
la premiere étude démontrant les capacités de production de copolymeres de P(3HB4HB) a
partir de bactéries natives, issues de mortgdrothermaux des océans Atlantique et
Pacifique.Ces travaux meent égalementen évidence la diversité des espéces capables de
produire des PHA a courtes chaines en conditions de laboratgpmgrtenant aseptgenres
bactériens différentsgdont les genresAlteromonas Rheiheimeraet Ruegeriapour lesquels
la capacité a synthétiser des PHA est décrite pour la premiereCfesglonnéesen lien avec
0 ]*SE] pusliv P }PE % Z]cp * ]J*}o S VE&] Z]ee vS Vv}e }vv ]e
communautés microbiennes colonisaldgs écosystemes mas profonds, et mettent en
lumiére le réle fondamental des PHA dans les mécanisieesurvie et de résistece aux

stress pour kes micreorganismes exposeés a des conditions environnementales extrémes.

Par ailleursil serait pertinent de poursuivre les dpses taxonomigues en ce sens,
(Jv [ % % E Z vtiofls phiylog@hetques existantvSE o[]Jvs PE o0]S * 100 °}
bactériennes mésophiles aérobies de la collection IfreiMRE.Pouraller plus loin, il serait
également intéressant de considérda totalité des 1400 isolats de cette collection
microbienne atypique et unique, de facon a relier et cerner les potentiels liens
meétaboliques, voire symbiotiques, entre ces différents nHorganismes originaires
[ }eCeS U ¢ % E cpu « !S5 &lavieosuy E&ffe] v

La partie chimie de cette thésasait a fonctionnaliser des polymeres de PHA pour
générer un matériauhydrosoluble []JvSs E!S ]J}u ] oXpremier temps, la
modification chimique de copolyméres de P(3HB4HB) a été entrepriss, mapidement
écartée en raison (] o %}5 v8] o [ZC ae}rephdgmént$Sengehdrés.
Toutefois, & développement de copolymeres de P(3HB4HB) hydrosolubles, devrait étre
prochainement entrepri$J) [ u$ v Eettglthématique représente un axee recheche
pertinent et nouveau. En effet, Hi}uE [Zu] SE} % %o U § Zvisatiomde (}v S]}v

PHA a courtes chaineent décrites dans la littérature.
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Dans ce contexteun PHA & moyennes chainesaturées, [ePHOU plus aisément
fonctionnalisdle, a été sélectionné poule greffagepar réaction thiolene photoactivéede
groupements sulfonates % Eu SS vS 0 *}E%S]}v H % }oCu &E 0
nanoparticules de type MOF MIIOO(Fe)et de PEG caractere furtif c'esta-dire ayant une
forte cgpacité a échapper aux cellules phagocytaires du systéeme immunitBgax
copolymeres hydrosolubles ont été synthétisée@HQs7\U7SQ 20PEG) et PH@»SQ

20PEGz3), avecdes rendements supérieurs a 90%

CesPHA fonctionnalisés orgnsuite été imprégnés a la surface de nanoparticules
poreuses de type MOF MIIOO(Fe), pour la conception de nouveaux systemes hybrides
poreux MOFRPHA pour la libération de principes actif€Ces nanoparticules sorstables
% V VS %oOope] HWEe* i}pE-" vee 60 emqu bhilie§ s#iro famponnéériode

Ju% 3] 0 A o] %% 0] 3]}v $Z ED&x jesHrigues dé MicRscopie
electronique couplée a la spectroscopie dispersive des rayons X (SEM eEBREMNt été
employées simultanément et pour la prerare fois afin de caractériser cesmanoparticules
hybrides MOFRPHA La SEM et le STERDX sont des procédépiantitatifs efficaces et
rapides ayant mis en évidence la présence delécules de soufre, mgueurs des PHA
fonctionnalisésa la surface des MQEonfirmantainsile recouvrement de MOF pares PHA

hydrosolubles

Pour une utilisation de ces nanoparticules dans le domaine biométhoaytotoxicité
des copolymeres et des nanoparticules hybrides MRBFA ainsi que leunfluence sur la
prolifération de macrophages murins J774.A1 @ évalués o ] 1S }uu CE ] pA&
(LDH et RealTime Glo). Les résultats obtemmntrent une absence de toxicité des
copolyméresde PHA fonctionnalisésp « < pine concentratiorau moinsegale a800 pugmL.

[ USE ‘asedFpéiiencegpréconisento[pe P V V}% ES] MOFRPHAZ das] -
valeurs relatiement élevéessupérieures al00 pg/mlL et indiqguent une concentration
inhibitrice médiane de 400 pg/mliCes tests de biologie cellulaire révélgggalementune
meilleure biocompatibilité des nanoparticules hybrides par rapport aanoparticules de
type MOF natifs. Néanmoins, o[ 3]A §]}voRMEEv « S potentiels processus de
réaction inflammatoire devront étre établies, par exemple par diage de molécules

marqueurs  o[]v(o uu S]}v % HuRYtokisey @€ types TNFou IL-1, IL-6, IL-8.
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Enfin le comportement desmacrophages J774.A4u contact desnanoparticules
hybrides et copolymeres fonctionnalisés été observépar microscopie confocaleCette
étude préliminaire semble confirmeo[ < v S } /&£ |ndB8oparticules de type MOF
natifs ou enrobés de PHA fonctionnalisés incubéesna concentration de 100 pg/mL
Yo h]o<u[ B UV %o E} oeopue 0Ce+ oObsewg¢do ]|@ W[VvSE8 o ((] 18
méthode de marquage des nanoparticules par la rhodamine b, de méme gpeolasétés
de furtivité des copolymereslues a la présence de PE@[}v@u étre validéesavec
certitude. Ainsi, il serait intéressant de délepper un nouveau PHA fonctionnalisé greffé de
rhodamineb, % u S35 v§ ‘u]AE uvl] E %& ] o[]vSs (Ev o] S]}v
S v . oopo U edout] pgEnoméRre de diffusion des fluorophores libras
travers des parois cellulageX [ HSE Sho ®S 0[} %o S]< | % EIUA E of ((]
propriétés de furtivité imputées alEGil faudrait envisager la synthése de copolymeres de
PHA dépourvus de PE&in decomparero ¢« S u%oe []wesdif¢ients copolymeres
par lescellules phagocytairest de confirmer ou non le caractere furtif de ces nouveaux

systemedhybridesporeuxMORPHA, développés pour la délivrance de principes actifs.

v }v ope]}vU o[ ve u o e« SE A uE % Eul]e o A 0o}%

techniqu « $ o[} § vS§]}v E *pn0S Se %o (E JuoldchlgiréEproductidr} dé P |

PHA exploration de la biodiversité des écosystemes marins profonds, ou encorezsgnte

PHA hydrosolubles commae systemes hybrides poreux M®HA.Cette étude dethese

S[ *S %o}*]S]}vv o[]vS (& éxes de BehagrehetillSemble indispensable de
poursuivre és études fondamentales et appliquée relatives aux potentiels des
Poly(HydroxyAlcanoates) bactérienspar des stratégies multidisciplinaireset
complémentaires impliquant s connaissances et compétencemt dans lesdomaines de

la biologieque de la chimie
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