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A quelques exceptions vraiment anti-
pathiques preés, les levures font partie
depuis des millénaires des «meilleurs
amis de I"'homme». Il semble en effet y
avoir eu des boissons fermentées dans
plusieurs sociétés antiques. Pourtant, ces
relations privilégiées entre I’'homme et la
levure concernaient, jusqu'a il y a peu,
principalement Saccharomyces cerevi-
siae et quelques autres espéces capables
de fermenter des sucres.

Bien que le métabolisme des sub-
stances hydrophobes ne soit pas négli-
geable dans les produits fermentés, en
particulier dans la genése de composés
d arémes, son étude ne s est développée
réellement qu'au siecle passé quand des
souches capables de se développer sur
des milieux hydrophobes ont été identi-
fiées. Bien slir, S. cerevisiae a servi de
modéle pour bon nombre d'éudes mais
la part de ces levures non-convention-
nelles particuliérement adaptées aux
milieux hydrophobes ne cesse d aug-
menter. On peut citer par exemple la
levure Yarrowia lipolytica (syn. Saccha-
romycopsis lipolytica ou Candida lipoly-
tica pour sa forme imparfaite) comme
exemple de souche capable de se déve-
lopper sur des substrats hydrophobes
puisqu’ on la retrouve régulierement sur
des produits alimentaires gras ou dans
des procédés biotechnol ogiques de trans-
formation de paraffines, d'huiles, de
dépollution de sols contaminés par du
diesel... Les outils génétiques qui exis-
tent pour cette espece font qu’elle fait
I’ objet de beaucoup de recherches ser-
vant ala fois de modéle dans la biologie
des peroxysomes et intervenant dans de
multiples applications.

L’ensemble des recherches sur le
meétabolisme des lipides chez la levure
tiré alafois par les applications biotech-
nologiques et lasimplicité d’ étude de ces
organismes eucaryotes, ont amené ces
derniers temps a des résultats notables

permettant de combler progressivement
quelques lacunes qui existent dans la
connaissance de ce métabolisme par rap-
port a ce qui est connu chez les orga-
nismes supérieurs. Cette présentation fait
le point sur le métabolisme des lipides
chez la levure partant du contact entre le
substrat et la cellule jusqu’a la dégrada-
tion des acyl-CoA dans les peroxysomes
en mentionnant les données connues sur
larégulation de cette voie. Elle s appuie
également sur les connaissances acquises
chez d'autres organismes. Certains
aspects ne seront pourtant que peu déve-
loppés car ils font I’ objet de synthéses
récentes comme la génétique du métabo-
lismedeslipideschez S cerevisiae (Trot-
ter, 2001) ou les voies de production de
lactones chez la levure (Endrizzi et al.,
1996 ; Aguedo et al., 2000).

I-Introduction aux propriétés
physico-chimiques

des substrats apolaires
dispersés en phase aqueuse

Pour bien comprendre les problemes
liés a la croissance de microorganismes
sur des acides gras, il est important de
rappeler quelques notions de physico-
chimie liées aux substrats apolaires et
aux milieux polyphasiques.

Tout d'abord et contrairement aux
alcanes correspondants, les acides ali-
phatiques possédent, en plus de leur
chaine apolaire, une extrémite polaire, le
groupement carboxyle. Cette caractéris-
tique leur donne des propriétés tensio-
actives mais elle influe aussi sur la solu-
bilité dans I’eau qui va dépendre de la
taille delachaine apolaire: en dessous de
C5, les acides sont totalement miscibles,
puis la solubilité diminue pour étre quasi
nulle a partir de C16. Les sels alcalins
des acides de faibles poids moléculaires
sont généralement solubles dans I’ eau et
forment des solutions vraies tandis qu'a
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partir du C12, ils forment des savons et
les solutions sont de nature colloidale.

Les insaturations et hydroxylations
ont une influence sur les propriétés de la
chaine carbonée. Plus I'insaturation est
rapprochée du groupe acide, plus elle va
favoriser la dissociation et donc, rendre
la molécule plus acide. De son cbté, le
groupe hydroxyle va augmenter la pola-
rité de la chaine carbonée.

Pour deux liquides non miscibles, il
existe une tension interfaciale entre les
deux phases. La présence d'impuretés
abaisse toujours cette tension. Certaines
substances dites tensio-actives |’ abais-
sent tres fortement car, lorsque leur
concentration dépasse une limite mini-
male, elles modifient la structure de la
surface, généralement en formant une
couche monomoléculaire adsorbée et
orientée. Les agents tensio-actifs provo-
quent I’émulsification ou la dissolution
(pouvoir dispersant ou solubilisant).

Au-dessus d’une certaine concentra-
tion en agent tensio-actif, dite concentra-
tion micellaire critique (CMC), latension
superficielle n'est plus abaissée car les
mol écul es tensi o-actives supplémentaires
s'agregent a celles qui sont déja pré-
sentes et forment avec ces derniéres des
particules appelées micelles. Le nombre
de particules « actives» n’ augmente donc
plus et la surface interfaciale n’est plus
réellement modifiée. Ce phénomeéne
s'observe avec toutes les molécules
amphiphiles capables de former des
micelles comme les acides gras et leurs
esters possédant un groupe polaire et une
chalne carbonée apolaire (esters de
CoA...). Aingi, lors de I’ é&ude de phéno-
meénes dépendant de la concentration de
molécules amphiphiles, il faut savoir
qu’ au deladela CMC, I’ gjout de compo-
sés ne se traduit plus par une augmenta-
tion de la concentration dans la phase
agueuse mais par une augmentation des
micelles et de la phase organique.



Il existe des agents tensio-actifs
ionigques ou non ioniques. Les propriétés
des molécules ioniques dépendent sur-
tout d'interactions électrostatiques et
peuvent étre considérablement modifiées
par les électrolytes et le pH.

Il -Entrée des lipides
dans la cellule

2.1) Lipases (glycérol ester
hydrolases, EC 3.1.1.3)

Elles catalysent | hydrolyse de laliai-
son ester de triacylglycérols formée avec
des acides gras a chaine longue. Elles
sont caractérisées par |a capacité, voirela
nécessité, de fonctionner a I'interface
entre la phase aqueuse et son substrat
insoluble (Brockerhoff, 1974). Cette
famille d’ enzymes est trés vaste, présente
dans les domaines végétal et animal. La
taille de ses représentants varie de 19 a
60 kDa et e niveau d'identité des acides
aminés est faible (environ 25 %). Pour-
tant, la structure tridimensionnelle est
voisine. Elle contient un domaine a/f3
comportant un feuillet  central composé
de chaines parall€les et entouré d’ hélices
o (Ollis et al., 1992). Le site catalytique
est composé de la triade d' acides aminés
suivante: sérine, acide aspartique (ou
glutamique) et histidine.

Les lipases ont été classées en deux
groupes en fonction des substrats
gu'elles acceptent. Dans le premier
groupe, lalipase ne montre aucune spéci-
ficité quant a la position de la liaison
ester, elle peut donc hydrolyser complé-
tement le triacylglycérol en glycérol et
acides gras. Dans le second, €lles hydro-
lysent seulement certaines liaisons du tri-
glycéride et donnent naissance a un 1,2-,
un 2,3-diacylglycérol ou a un monoacyl-
glycérol. Récemment, et notamment
chez Candida antartica, des lipases plus
spécifiques ont été décrites permettant la
coupure sélective d' une seule liaison.

Certaines propriétés des lipases sont a
I’origine du formidable développement
des applications biotechnologique de ces
enzymes. Elles sont notamment stables
en solvants organiques, n’ont pas besoin
de cofacteurs, possedent une large
gamme de spécificités de substrats et font
preuve d une grande énantiosélectivité.
Ces propriétés sont présentées dans une
revue récente (Jaeger et Reetz, 1998)

2.2) Entrée des substances
hydrophobes dans les cellules

Pour pénétrer dans les cellules, les
molécules doivent traverser la paroi
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glycopeptidique puis la membrane
composée de phospholipides. Dans un
cas comme dans |’ autre, le passage de
composés comprend trois étapes: |’ ad-
sorption, la traversée de la structure et la
désorption. Ces trois points seront expo-
sés dans ce paragraphe apres I’ étude des
notions d’ hydrophobicité des microorga-
nismes et de production de biosurfactants
qui sont fondamentales pour le contact
microorganisme/substrat.

2.2.1) Hydrophobicité
des microorganismes

Les microorganismes peuvent avoir
des propriétés tensio-actives si leur affi-
nité pour I’une ou I’ autre des phases les
place préférentiellement al’interface. De
méme, pour pouvoir assimiler leslipides,
les cellules doivent entrer en contact
avec, ce qui est souvent permis par leur
hydrophobicité de surface méme si les
interactions de type acide-base de Lewis,
le potentiel de surface ((), les interac-
tions de type van Der Waals ou les
charges électrostatiques interviennent
aussi.

Aprés des études anciennes menées
par Mudd et Mudd en 1924 (citées par
Rosenberg, 1991), les recherches sur ce
théme ont réellement commencé dans les
années 1970, a |’ éoque de I’ engouement
pour les croissances microbiennes sur
hydrocarbures. Outre I’ étude sur la dispo-
sition des cellules a I'interface huile/eau
(Marshall et Cruickshank, 1973), les pre-
mieres mesures de I’angle de contact
furent rapportées sur des couches de bac-
téries (van Oss, 1978) et I'adhésion a
I"huile fut &udiée (Reisfeld et al., 1972;
Horowitz et al., 1975; Kappeli et Fiechter,
1976 ; Neufeld et al., 1980) menant al’ ob-
servation par McLee et Davies (1972)
d'une croissance linéaire de Torulopsis sur
hydrocarbures. K&ppeli et Fiechter (1976)
étudiérent la répartition d hexadécane
marqué sur la surface de C. tropicalis et
notérent que les détergents (Tween 80 et
Triton X-100) réduisaient |’ adsorption.
Neufeld et al. (1980) observerent que Aci-
netobacter calcoaceticus se retrouvait
entierement a I'interface lors de la crois-
sance sur hexadécane. Ces observations
lancérent un grand débat sur la nécessité
d avoir une adhésion des cellules al’inter-
face, une «pseudosolubilisation» de la
phase insoluble ou une combinaison des
deux pour avoir une croissance micro-
bienne. Différents travaux conclurent que
seuls les microorganismes capables de
dégrader les hydrocarbures pouvaient
adhérer a I'interface. Des travaux déja

anciens avaient auparavant observé que
les acides gras a courte chaine, ¢’ est-a-
dire solubles dans I’ eau, sont le plus sou-
vent toxiques pour les microorganismes
(Azoulay et al., 1964).

Quelques années plustard, il fut mon-
tré que A. calcoaceticus RAG-1, un
microorganisme  «adhérent», était
capable de produire un bioémulsifiant
polysaccharidique et polyanionique,
I’emulsan (Rosenberg et al., 1979a et b).
La question fut alors posée de savoir si
cet émulsifiant, dorsqu’il était encorelié
sous la forme de minicapsules a la sur-
face cellulaire, était I'agent d adhésion
de RAG-1 aux hydrocarbures.

C'est a ce moment qu’a été mis au
point un test simple de mesure de I’ adhé-
sion microbienne a des solvants orga-
niques (Rosenberg, 1991). Ce test a per-
mis de clarifier certains points. Tout
d’abord, certains microorganismes ne
dégradant pas les huiles adherent trés
bien tandis que d autres capables de
dégrader les hydrocarbures n’ adherent
que peu. Deplus, il nesemble pasy avoir
de spécificité d’adhésion aux substrats
métabolisables puisque RAG-1 adhere
aussi bien au n-hexadécane, qu'il est
capable de métaboliser, qu’'au n-octane
qu'il ne dégrade pas. Ce test permet donc
de discriminer les cellules hydrophobes
des cellules non-hydrophobes. De plus, il
est a noter que des agents de surface
comme I’isopropanol permettent de libé-
rer les cellules adsorbées ala phase orga-
nique. Ce test, d’ abord appelé «bacterial
adhesion to hydrocarbons» (BATH) fut
ensuite renommé MATH (Microbial
adhesion to hydrocarbons). L’ équipe de
M.-N. Bellon-Fontaine a également mis
au point une variante de ce test qui per-
met d'inclure I’ étude des propriétés de
donneurs ou d’ accepteurs d’ électrons des
cellules en utilisant différents solvants.
Cetest est dors appel € MATS (Microbia
Adhesion To Solvents) (Bellon-Fontaine
et al., 1996).

2.2.2) Biosurfactants

Ce sujet a fait, dans les derniéres
années, |’ objet de plusieurs synthéses qui
ont en partie servi a rédiger cette partie
(Banat, 2000; Georgiou et al., 1992;
Hommel, 1990)

2.2.2.1) PRODUCTION DE

BIOSURFACTANTS

Beaucoup de microorganismes (prin-
cipalement des bactéries, les plus
étudiées) sont connus pour produire des
biosurfactants. Ces composés possedent
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en général une partie polaire et une partie
apolaire, ce qui les place préférentielle-
ment aux interfaces hydrophile/hydro-
phobe. A c6té de la structure amphiphi-
lique du peptide en hélice a ou les acides
aminés hydrophiles et hydrophobes sont
arrangés sur les faces opposées, il existe
une grande variété de molécules: glyco-
lipides, lipopeptides, complexes polysac-
charide-protéine, phospholipides, acides
gras et lipides neutres. Le liposan, le
bioémulsifiant de C. lipolytica serait
composeé de 83 % de sucres (glucose,
galactose, galactosamine et acide galac-
turonique) et 17 % de protéines (Ciri-
gliano et Carman, 1984, 1985).

La synthése de ces surfactants peut avoir
lieu de novo ou par biotransformation du
substrat. L es molécules peuvent étre pro-
duites en une seule fois ou, séparement,
le groupe hydrophobe et celui hydro-
phile. A cause de la nature complexe de
ces composés, la régulation de leur syn-
these est mal connue méme s des genes
responsables de cette synthese ont été
isolés (Sullivan, 1998 cité par Banat
(2000). En regle générale, les biosurfac-
tants ne sont pas produits instantanément
et leur effet n'est souvent visible qu'a
partir de la fin de la phase exponentielle.
Toutefois, ils peuvent étre quelquefois
apparentés aux composés de surface dont
il était question dans le paragraphe
précédent.

De nombreuses études traitent de I’ effet
de surfactants, principalement non biolo-
giques, sur la croissance des microorga
nismes et I’on remarque que ces effets
peuvent étrelastimulation ou I’inhibition
de I'oxydation des substrats par les
microorganismes. Ceci pouvant s expli-
quer par I'interaction directe des surfac-
tants avec les microorganismes et par la
compatibilité stérique et conformation-
nelle entre les deux. Une étude sur I'in-
fluence d’un rhamnolipide, biosurfactant
de Pseudomonas, sur I’ hydrophobicité
cellulaire et sur la dégradation d’ octadé-
cane par ces bactéries relate que ce sur-
factant augmente I" hydrophobicité des
cellules et la dégradation des hydrocar-
bures pour des souches dégradant lente-
ment les alcanes mais, au contraire, ces
molécules montreraient un léger effet
inhibiteur sur la croissance des souches
dégradant rapidement les alcanes (Zhang
et Miller, 1994).

2.2.2.2) EFFET ANTIBIOTIQUE

Méme si cela peut paraitre paradoxal,
certains organismes produisent des bio-
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surfactants quand ils sont cultivés sur des
milieux riches en composés hydroso-
lubles. Cette production allant méme jus-
qu’ a étre inhibée, comme pour la surfac-
tine produite par B. subtilis, par la
présence d' hydrocarbures dans le milieu
de culture. Cette observation est arelier &
certaines propriétés antibiotiques que
présentent les biosurfactants grace peut-
étre a leur capacité a désorganiser la
membrane lipidique des cellules. lls
interviendraient alors comme une
«arme» dans la compétition pour la
nourriture (Banat, 2000). Des études que
nous avons meneées au laboratoire sur la
y-décalactone, composé d’ardbmes sur
lequel on reviendra par la suite, montrent
que ce produit peut étre assimilé a ces
«armes»: par sa structure amphiphile
avec une queue hydrophobe et un cycle
oxygéné polaire, il rappelle les émulsi-
fiants, bien que n'ayant qu’'une faible
capacité tensio-active. Sa toxicité,
contrairement a celle d'un acide gras
libre de taille comparable qui va princi-
palement faire chuter le pH intracellu-
laire en transportant des protons dans le
cytoplasme (Aguedo et al., 2001), vient
du fait que lalactone augmente lafluidité
membranaire (Aguedo et al., 2002a) en
s'intégrant trés rapidement aux mem-
branes biologiques (Aguedo et al.,
2002b). Cette molécule est d'ailleurs
produite en fin de phase exponentielle de
croissance, ce qui coincide avec la baisse
de disponibilité du substrat.

2.3) Mécanisme de contact entre
cellule et substrat

Pour les alcanes, trois possibilités
d’entrée dans les cellules ont été propo-
sées (Tanaka et Fukui, 1989) :

-I’entrée par contact direct entre les
gouttelettes d'alcane et les cellules
microbiennes

-I’entrée apartir d’ une phase d’alcane
modifiée par des productions cellulaires

-I"entrée a partir d’ alcanes solubilisés
(ou pseudo-solubilisés)

Elles se résument en fait a un mécanisme
direct d'acces interfacial ou transport
direct interfacial (premiére possibilité) et
un transport facilité par des biosurfactants
(deux derniéres possihilités). Récemment,
Bouchez-Naitali et al. (1999) ont testé 61
souches bactériennes vis-a-vis des criteres
suivants: hydrophobicité des cellules, ten-
sion de surface, production de biosurfac-
tants glycolipidiques extracellulaires.
Cette étude montre qu'il existe deux
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familles de souche, I'une (47 % des
souches del’ é&ude), présentant une hydro-
phobicité importante et pas de production
de surfactant et I'autre (53 %), pour
laquelle I"hydrophobicité est faible ou
nulle mais qui produit des émulsifiants.
On peut noter que chez Y. lipolytica, la
présenced acidesgrasdanslemilieun’in-
duit pas une augmentation des propriétés
d’ hydrophobicité de surface mais une
augmentation des caractéres éectro-don-
neur/électro-accepteur de la surface
(Aguedo et al., 2002c). Cette induction de
caractéres polaires pour une souche per-
formante lors de la croissance sur des sub-
strats apolaires pourrait correspondre a la
production de surfactants mémessi, pour la
souche étudiée, il ' ont pas encore été mis
en évidence.

2.4) Passage des parois

Lacomposition de la paroi de Y. lipo-
lytica a été déterminée par Vega et
Dominguez (1986): 70 % de sucres
neutres, 7 % de sucres amines, 15 % de
protéines et 5 % de lipides. L'ensemble
formé constituerait, d’ aprés De Nobel et
al. (1990a et b), un réseau poreux per-
méable aux protéines globulaires jusqu’' a
400 kDa. Medvedeva et al. (1969) ont
observé que des sphéroplastes de C. tro-
picalis sont capables de métaboliser
I"acide oléique, concluant que la paroi
cellulaire n’ est pas nécessaire a ce méta
bolisme. Leur étude ne donne pourtant
pas d’informations sur le passage des
mol écules hydrophobes atraverslaparoi.
Par contre, en 1975, Osumi et al. (1975)
ont observé en microscopie éectronique
abalayage que lasurface de C. tropicalis
est rugueuse lors de la croissance sur
alcanes (mélange de C10-C13) alors
qu'elle est lisse si la source de carbone
est un sucre. Sur des coupes de levures
observées en microscopie éectronique a
transmission, les protrusions de 100-200
nm de diamétre paraissaient composées
de sous-unités de 50 nm de diamétre qui
semblent former un canal dépassant |ége-
rement sur la surface des levures. Ces
protrusions ne sont présentes que pen-
dant la croissance exponentielle sur
alcane, elles disparaissent en phase sta-
tionnaire et réapparaissent suite a I’ gjout
d’alcane dans le milieu. Elles font, par
contre, vraiment partie de la structure et
ne sont pas constituées d’' amats d’ alcanes
ou de lipides simplement attachés a la
surface car elles ne disparaissent pas
apres lavage de la cellule avec des sol-
vants organiques ou des détergents
(Tanaka et Fukui, 1989). Meisel et al.



(1976, 1977) avaient déja observé des
canaux traversant les parois de C. tropi-
calisayant poussé sur acane. Juste apres,
Kappeli et Fiechter (1977), ont isolé un
complexe polysaccharide-acide gras de
la surface de C. tropicalis ayant poussé
sur alcane suggérant un rdle dans le
métabolisme des alcanes.

2.5) Passage de la membrane
plasmique

Lepassage d’ acides gras au traversde
la membrane plasmique pour sa part,
méme s'il a été étudié depuis longtemps
fait toujours|’ objet de controverses. Il est
vrai que les éudes, méme in vitro, sont
rendues difficiles par I’ état des acides
gras en conditions expérimentales
puisque, aux pH physiologiques et a des
concentrations supérieures aux CMC, ils
forment souvent un mélange de mono-
meéres et de savons précipités. Les don-
nées sont pourtant assez nombreuses
chez les cellules animales, ol les études
in vitro se font, comme in vivo, par
adsorption des acides gras a de I’albu-
mine ce qui évite I’ état saponifié mais
qui rajoute une étape peu maitrisée: la
désorption en présence des membranes
biologiques (Hamilton, 1998).

Chez la levure, Kohlwein et Paltauf
ont montré en 1983 qu’ acides laurique et
oléique pénétrent dans les cellules de
S cerevisiae et Saccharomycopsis lipoly-
tica (syn. Y. lipolytica) par diffusion pour
des concentrations supérieures a 10 pM
alors gu’en dessous de ces concentra-
tions, un transporteur n’utilisant pas
d’énergie est requis. Les concentrations
utilisées restaient, dans cette étude, infé-
rieures aux CMC. Ces résultats sont
comparables a ceux observeés sur des cul-
tures cellulaires animales, ¢’ est-a-dire un
transporteur non-énergie dépendant pour
les concentrations physiologiques et au
dela, de ladiffusion.

Il faut préciser que des acides gras
non ionisés ou leurs dérivés peuvent tra-
verser une bicouche artificielle de phos-
pholipides rapidement (t,,, < 1 s) (Kamp
et al., 1993).

lll - Cytoplasme

3.1) Stockage des acides gras

Des microorganismes cultivés sur
lipides sont, dans certains cas, capables
d’ accumuler des acides gras (Endrizzi et
al., 1996). Des inclusions lipidiques ont
ainsi été observées chez Pseudomonas
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aeruginosa cultivé sur huile d' olive ame-
nant a un contenu lipidique pouvant
atteindre 38 % du poids sec de la cellule
(De Andrés et al., 1991). Cette augmen-
tation de la part des lipides peut égale-
ment étre observée chez des levures cul-
tivées sur acides gras (Ratledge et Evans,
1989). Le stockage peut prendre diffé-
rentes formes. Gill et al. (1977) parlent
de «vacuoles» lipidiques chez un Can-
dida et Brennan et Lsel (1978) appellent
«sphérosomes» les structures de stoc-
kage entourées de membranes qui restent
au contact d'organites, facilitant ainsi
I"apport des acides gras sur le lieu d’ oxy-
dation. Il semble que cette capacité a
accumuler des lipides constitue un avan-
tage pour les microorganismes évoluant
dans des environnements hostiles froids
(cité par Guerzoni et al. (1993).

Certains auteurs ont étudié plus spé-
cifiquement le stockage du ricinoléate de
méthyle. Feron et al. (1997) ont noté par
exemple une accumulation d' acide rici-
noléique dans des cellules de Sporidio-
bolus salmonicolor mises en présence de
ricinoléate de méthyle en fin de crois-
sance sur substrat hydrosoluble. Par
contre, ces cellules n'accumulent pas
d'acide oléique en présence d' oléate de
méthyle. Ces auteurs ont suggéré que le
ricinoléate de méthyle pénetre plus faci-
lement dans les cellules & cause d'une
perméabilisation due a un produit du
catabolisme, la y-décalactone. Cette lac-
tone, dont nous avons déja parlé plus
haut, semble avoir des effets toxiques sur
les cellules car e métabolisme du ricino-
|éate de méthyle est plus lent et ilsn’ob-
servent pas, en microscopie, d’ augmenta-
tion du nombre d’ organites.

L e stockage de ricinol éate de méthyle
(marqué au rouge nil) par la levure Yar-
rowia lipolytica poussant sur cet ester
d’acide gras a également été étudié au
|aboratoire et nos résultats montrent qu’il
semble trés dépendant de I’ état physiolo-
gique des cellules (Aguedo et al., 2000).

Parmi les applications liées au stoc-
kage des lipides chez les microorga-
nismes, il faut mentionner que certains
microorganismes, en particulier certaines
souches de Y. lipolytica, sont utilisées
pour produire de I huile (qui s'accumule
dans les cellules). Le point critique de
cette production est la faible concentra-
tion d'huile atteinte par masse de cellule
(0,25-0,33 g d'huile par g de poids sec)
(Aggelis et Komaitis, 1999).

D’autres organismes, en particulier
des bactéries, sont capables d’ accumuler

des polymeres d’acides gras (polyhy-
droxyalcanoate, PHA). Il sagit de
plastiques pouvant avoir différentes pro-
priétés en fonction des sous-unités impli-
quées (Sudesh et al., 2000), mais surtout,
ayant une qualité appréciée: il est biodé-
gradable (Shimao, 2001). De nombreux
travaux visent a augmenter les produc-
tions en modifiant les voies génétiques
notamment chez des organismes qui ne
sont pas traditionnellement producteurs
(Madison et Huisman, 1999). Ceci peut
sefaire en gjoutant le géne codant pour la
PHA polymérase (ou synthase) qui peut
provenir des genres Pseudomonas, Alca-
ligenes... Chez S cerevisiae, cet est
peu concluant car il méne seulement a
une accumulation de PHA correspondant
40,5 % du poids sec delacellule (Leaf et
al., 1996). Ce probléme semble provenir
d'une faible disponibilité de sous-unités
chez lalevure (Mittendorf et al., 1998).

3.1.1) Prise en charge des acides gras
dans e cytoplasme

3.1.1.1) FABP (en patie d aprés

Van Nieuwenhoven et al. (1996)

Les acides gras étant peu solubles en
milieu aqueuy, ils doivent étre pris en
charge dans la cellule pour jouer leur
réle dans la production d’ énergie, lafor-
mation de phospholipides et dans les
voies de transduction de signaux. Cette
prise en charge peut se faire par des pro-
téines qui se lient aux acides gras. Ces
protéines sont appelées Fatty Acid Bin-
ding Proteins (FABP). Pourtant, si ces
protéines ont été bien caractérisées chez
les cellules animales, les travaux sont
nettement moins avancés chez la levure
et ils ont, de plus, rarement été couron-
nés de succes. Ainsi, Kurlandzka et al.
(1995) a la recherche d'un géne codant
pour une FABP chez S. cerevisiae ont
observé un géne «essentiel » mais
n’'ayant pas d’homologie avec les genes
d autres espéeces. Les travaux ont alors
plutét porté sur I'introduction de FABP
de mammiféres chez S. cerevisiae.
Smaczinska et al. (1994) n'ont pas
décelé d' effet de cette FABP sur I'in-
duction de I'acyl-CoA oxydase, par
contre Scholz et al. (1990), s'ils n'ont
pas observé d'effet de la FABP bovine
sur la composition totale en lipides, ont
détecté une diminution significative de
la désaturation de I'acide palmitique
exogeéne pour les transformants avec
cette FABP. Chez Y. lipolytica par
contre, Dell’ Angelica et a. (1992) ont
identifié une FABP.
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3.1.1.2) ACTIVATION PAR LES

ACYL-COA SYNTHETASE (ACS)

(en partie d"apres Shindo et Hashimoto, 1978)

Le métabolisme des acides gras néces-
Site une activation initiale en leur thioester
de coenzyme A. Cette réaction et cataly-
sée par I'acyl-CoA synthétase. 1l existe
plusieurs isoformes de cette enzyme pré-
sentant des différences de longueurs de
chaine des substrats acceptés, et de locali-
sation dans la cellule. Elles servent a la
prise en charge d' acides gras exogenes ou
a la synthese d'acides gras endogenes.
Une acyl-CoA synthétase trés active et
spécifique des chaines de 14 & 18 carbones
a été décrite chez C. lypolytica il y aplus
de 20 ans (Hosaka et al., 1979). Chez
P. pastoris, Kalish et al. (1995) ont
observé que cette enzyme était peroxyso-
male s elle était spécifique des tres
longues chaines, alors qu' elle était mito-
chondriae pour les longues chaines. Dans
les peroxysomes de S cerevisiae, il existe
une acyl-CoA synthétase spécifique des
acides gras alongue chaine (C12 aC20) et
une autre spécifique des acyl-CoA synthé-
tases a trés longue chaine (C22 et plus)
(Watkins et al., 1998). Cette levure pos-
sede en fait quatre génes codant pour des
acyl-CoA synthétases (Faalp a Faadp)
dont seuls deux (Faalp et Faadp) servent &
I"activation des acides gras pour leur
dégradation (Trotter, 2001). Kasuya et al.
(1996) ont testé I’ effet inhibiteur d’ acides
carboxyliques hydroxylés sur une acyl-
CoA synthétase spécifique des chaines
moyennes et ont noté que, pour les
groupes hydroxyles situés sur le carbone 2
(comme I’ acide 2-hydroxyoctanoique qui
est un intermédiaire dans le catabolisme
de I'acide ricinoléique), cet effet est
important.

3.1.1.3) LE SYSTEME CARNITINE

Les pools acyl-CoA/CoA doivent étre
maintenus constants méme dans les
conditions de turn-over important d’ acyl-
CoA. Ce rdle de gardien de I'homéosta-
sie des pools de CoA de la cellule peut
étre joué par le systéme carnitine. Il est
basé sur la réaction de la carnitine acyl-
transférase (CAT).

Pour tenir cerdle, les dérivés de carni-
tine peuvent passer au travers des bar-
rieres intracellulaires fournissant un
mécanisme de navette entre les micro-
somes, les peroxysomes et les mitochon-
dries. Les études ont surtout porté sur les
cellules de mammiféres, toutefois Pagot et
Belin (1996) ont également montré qu’un
inhibiteur de CAT faisait diminuer la -
oxydation peroxysomale chez Pichia
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guilliermondii. Chez S. cerevisiae et
C. lipolytica, un seul gene code pour les
deux isoformes de CAT mitochondriale
et peroxysomale possédant a la fois un
signal d'adressage AKL en I’ extrémité
C-terminale et une séquence interne
d’ adressage aux peroxysomes (PTS), et
une séquence N-terminale d’ adressage
aux mitochondries (MTS) (Elgersma et
al., 1995).

3.1.1.4) LesAcYL-COA BINDING

PROTEINS (ACBP)

La prise en charge des acides gras
énergisés sousforme d’ ester de CoA peut
également provenir desACBP. Unerevue
récente décrit leur réle dans le transport
et le métabolisme des esters de CoA chez
les cellules eucaryotes (Knudsen et al.,
1999). L' acyl-CoA binding protein aini-
tialement été découverte comme impu-
reté dans une préparation de FABP
(Mogensen et al., 1987). Elle est une pro-
téine cytosolique de 10 kDa que I'on
trouve chez toutes les cellules eucaryotes
avec un degré de similarité important.
Elle est repliée en quatre hélices a et le
site actif se trouve dans une fente hydro-
phobe sur la surface de I'ACBP, la téte
CoA protégeant la chaine acyl des inter-
actions avec le solvant. L’ ACBP sefixe a
des esters de CoA achaines moyennes ou
longues avec une tres grande affinité et
une préférence pour les esters d'acyl-
CoA de C14 aC22. In vitro, elle diminue
I’ effet inhibiteur des acyl-CoA a longue
chaine sur I'acyl-CoA carboxylase, pro-
tege les acyl-CoA contre les hydrolases
et stimule les acyl-CoA synthases mito-
chondriales (Rasmussen et al., 1993). Sa
surexpression chez S. cerevisiae entraine
une augmentation du niveau d' acyl-CoA
montrant qu’ elle possede un role de for-
mation du pool (Knudsen et al., 1994;
Mandrup et al., 1993). De méme, les per-
turbations engendrées par la délétion du
gene codant pour I’ ACBP chez S cerevi-
siae suggérent fortement un réle de trans-
porteur d’acyl-CoA (Schjerling et al.,
1996). D’ aprés les expériences in vitro,
les estersde CoA alongues chainesinter-
viennent dans la régulation de beaucoup
de fonctions cellulaires comme, entre
autres, celle des enzymes du métabo-
lisme des lipides, des translocases, des
pompes et des canaux ioniques, des
kinases et des protéines de transport.
Pourtant, ces expériences in vitro sont
difficiles en raison du caractére amphi-
phile de ces molécules qui forment des
micelles a faible concentration rendant
difficile la prévision des concentrations
en acyl-CoA libres.
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En plus de la régulation directe par
les esters de CoA, le complexe acyl-
CoA/ACBP peut aussi avoir un role de
substrat enzymatique et donc de régula-
teur pour certaines activités.

Pourtant, ce role semble se limiter au
cytosol car les études d’immunolocalisa-
tion n'ont pas permis de détecter des
ACBP dans les peroxysomes. Les
concentrations peroxysomales d’acyl-
CoA pourraient donc étre susceptibles de
variations plus importantes que celles
cytosoliques.

3.1.2) Autres transports cytosoliques

Le cytoplasme n’est pas seulement
situé sur le chemin des peroxysomes
pour les acides gras maisil est également
traversé par les produits de I’ oxydation
peroxysomale. Ainsi, les acétyl-CoA
générés dans les peroxysomes doivent
étre transportés dans les mitochondries
pour achever leur oxydation en CO, et
H,O. Deux voies ont été identifiées pour
le transport des unités acétyl (van Roer-
mund et al., 1995). Dans la premiére, les
acétyl-CoA vont intégrer le cycle per-
oxysomal du glyoxylate pour produire du
succinate qui va ensuite étre transporté
vers les mitochondries probablement a
I"aide de Acrlp, transporteur supposé du
dicarboxylate (Palmieri et al., 1997). La
seconde implique la conversion intrape-
roxysomale de I’ acétyl-CoA en acétyl-
carnitine catalysée par lacarnitine acétyl-
transférase (Cat2p) (figure 1). Cette
enzyme est responsable de plus de 95 %
de I’activité carnitine acétyl-transférase
chez les levures ayant poussé sur oléate
(Kispal et al., 1993).

3.2) 3-Oxydation
3.2.1) Peroxysomes et mitochondries

La théorie de la B-oxydation a été
émise des 1905 par Knoop (cité par
Endrizzi et al., 1996) d’ apres|’ observation
que, lors de la dégradation des acides gras,
apparaissent des acides gras plus courts de
deux carbones. Depuis, lestravaux ont per-
mis de mettre en évidence deux systémes
enzymatiques différents catalysant les
mémes réactions dans des compartiments
différents, la B-oxydation mitochondriale
et celle peroxysomae (figure 2) (ou
glyoxysomade chez les plantes).

Chez les cellules animales, la 3-oxy-
dation peut avoir lieu dans les deux com-
partiments, avec un rdle qui semble étre
de fournir de |’ énergie dans les mito-
chondries et de prendre en charge des
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Figure 1 : Représentation schématique des deux voies de transport des unités acétyles des peroxysomes
aux mitochondries chez S. cerevisiae. Voie 1: cycle du glyoxylate; voie 2, transport d' acétyl-CoA carnitine

dépendant (d’ aprées van Roermund et al. (1999).
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Figure 2 : Les différentes étapes de la b-oxydation peroxysomale.

«substrats spéciaux » dans les peroxy-
somes ou elle accepte des substrats a
chaine trés longue ou ramifiée. D'un
point de vue enzymatique, la différence
essentielle entre les deux systémes se
situe dans I’enzyme catalysant la pre-
miére réaction, I’ acyl-CoA oxydase chez
les peroxysomes, utilisant directement
I’ oxygene moléculaire comme accepteur
d’ électron, et I'acyl-CoA déshydrogé-
nase dans les mitochondries, qui utilise
les chaines de transfert électronique de
cet organite, d’ ot un meilleur rapport
énergétique (Bartlett et al., 1994). L’ or-

ganisation est également tres différente
puisque, dans les mitochondries, les
enzymes sont liées aux membranes avec
les trois activités enoyl-CoA hydratase,
hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et
thiolase regroupées au sein d’ une méme
enzyme multifonctionnelle. Ce regroupe-
ment pourrait méme inclure une enzyme
régénérant le NAD* pour le complexe et
ne pas utiliser le pool NAD/NADH de
I’ensemble de I’ organite (Eaton et al.,
1999 et 2000). Dans |es peroxysomes qui
sont des organitesinductibles, I’ organisa-
tion semble moins poussées, les enzymes

sont matricielles, la thiolase est séparée
de I’enzyme multifonctionnelle...

Chez la levure, seule la B-oxydation
peroxisomale a été observée jusqu’ a pré-
sent bien que des travaux de I’ équipe de
Feron décrivent une souche de Sporidio-
bolus possédant un comportement rappe-
lant la 3-oxydation mitochondriale (Blin-
Perrin et al., 2000). Elle prend donc en
charge alafoisladétoxification et I’ éner-
gisation delacellule.

3.2.2) Les peroxysomes

Les peroxysomes ont été reconnus
comme des organites par Rhodin en 1954
(cité par Endrizzi et al., 1996). Ils sont
présents dans pratiquement toutes les
cellules eucaryotes (Borst, 1989; Veen-
huis et Harder, 1991). Isolés et caracteri-
sés biochimiquement par DeDuve en
1965 (cité par Endrizzi et al., 1996), ils
possedent un grand nombre d' enzymes
(autour de 40) correspondant a des méta-
bolismes trés variés (Tanaka et Fukui,
1989) et catalysant des réactions menant
alaformation de peroxyde d’ hydrogene
(De Duve et Baudhuin, 1966). Chez les
levures, I’ existence des peroxysomes a
d'abord été démontrée chez S. cerevisiae
(Avers et Federman, 1968) puis chez des
levures capables d' utiliser comme seule
source de carbone des acanes (Teranishi
et al., 1974), des acides gras (S. cerevi-
siae, C. tropicalis, (Tanakaet al., 1982)),
du méthanol (genres Candida, Pichia,
Hansenula; (Fukui et al., 1975aet b)), de
I"acide urique (Nicolay et al., 1987) ou
des amines (Veenhuis et al., 1986).

Les peroxysomes apparaissent en
microscopie électronique & transmission
comme des vésicules de petite taille (0,2
al1,5 um de diametre), opaques aux élec-
trons, de forme arrondie ou allongeée,
entourées par une membrane simple et
fine (Meisel et al., 1977; Veenhuis et
Harder, 1988; Borst, 1989). lIs ne
contiennent pas de ribosomes ou
d' acides nucléiques (Veenhuis et Harder,
1991) et sont donc complétement dépen-
dants du matériel génétique nucléaire.

Ils forment un compartiment au pH
régulé différent de celui du cytosol qui a
été décrit comme plus acide (1,1 a 1,3
unité pH) par Nicolay et al. (1987) e,
récemment grace a des sondes fluores-
centes adressées aux peroxysomes,
comme plus basiques (Dansen et al.,
2000). Ce pH est régulé par une ATPase
membranaire (Doumaet al., 1990) ce qui
donne naissance a une force protomo-
trice influengant le transport a travers la
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membrane. La perméabilité de la mem-
brane de cet organite afait I’ objet de plu-
sieurs études qui donnent des résultats
controversés notamment concernant le
passage des cofacteurs. En effet, il
semble que les peroxysomes soient per-
méables aux petits solutés (saccharose,
NAD*, CoA ATP et carnitine) in vitro et
gue ceci soit di a la présence de pro-
téines formant des pores (Van Veldhoven
et al., 1987). Des résultats plus récents
suggérent que, in vivo, la membrane est
imperméable au NAD (H) et aux acétyl-
CoA (van Roermund et al., 1995). Enfin,
Palmieri et al. (2001) et van Roermund et
al. (2001) viennent d'identifier un trans-
porteur impliqué dans I’entrée d'ATP
dans le lumen peroxysomal.

3.2.3) Lesenzymes de la 3-oxydation

3.2.3.1) LesAcyL-COA OXYDASES

(Aox)

3.2.3.1.1) Réaction catalysée

Les acyl-CoA oxydases catalysent
I’a-B insaturation des acyl-CoA, sub-
strats de la B-oxydation peroxysomale.
Elles oxydent leur substrat par une anti-
élimination des hydrogénes pro-2R et
pro-3R des thio-esters d'acyle avec
réduction de la flavine liée (Jiang et
Thorpe, 1983; Kawaguchi et al., 1980).
Elles sont ensuite réoxydées directement
par I’ oxygéne moléculaire avec forma-
tion de peroxyde d’ hydrogene (Osumi et
Hashimoto, 1978). Un mécanisme d' éli-
mination a été proposé par Rojas et al.
(1985). IIs suggerent que le groupe car-
bonyle de I’acyl-CoA soit protoné, pro-
voquant ainsi le départ du proton en C,,
sans énolisation et que cela soit suivi par
Iéimination d'un hydrure en C,.

L'H,0, produit par I’oxydase sera
réduit par une catalase. |l existe chez
S. cerevisiae deux catalases, une cyto-
plasmique, la catalase T, et I’autre liée a
des organites, notamment présente dans
les peroxysomes, la catalase A (Mate et
al., 1999). Cette derniére est co-induite
avec les acyl-CoA oxydases par des
acides gras de 10 a 18 carbones (Sko-
neczny et al., 1988). Aprés de multiples
travaux chez différents organismes, sa
structure a été élucidée récemment chez
lalevure (Mate et al., 1999) et continue
de faire I’ objet d’ études, notamment sur
le site actif, en particulier sur I'effet de
mutations qui paradoxalement facilitent
I’accés au site mais ralentissent la cata
lyse (Putnam et al., 2000).
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3.2.3.1.2) Sécificités

La plupart des eucaryotes possedent
des familles d’ Aox avec deux ou trois
représentants suivant les organismes et
les tissus chez les mammiféres et les
végétaux, et, de un a cing chez la levure
avec le maximum pour Y. lipolytica
(tableau 2). Il existe beaucoup d’Aox
sélectives de divers substrats.

Le plus grand nombre de spécificités
différentes a été observé chez les mammi-
féres ce qui peut s expliquer par la fonc-
tion de détoxification des peroxysomes
notamment dans les cellules hépatiques
de ces organismes: la palmitoyl-CoA
oxydase pour les acides gras a longue
chaine, les acides dicarboxyliques et les
prostaglandines (Osumi et al., 1980;
Schepers et al., 1990; Mannaerts et Van
Veldhoven, 1993), la pristanoyl-CoA
oxydase, acceptant des substrats methylés
en 2 maisauss des substrats non ramifiés
(Van Veldhoven et al., 1991; Mannaerts
et Van Veldhoven, 1993; Van Veldhoven
et al., 1994) et enfin, latrihydroxycopros-
tanoyl-CoA oxydase (THC) catalysant
I’ oxydation des substrats ramifiés (Sche-
perset al., 1990).

Chez la levure, comme chez les cel-
lules végétales, les spécificités détectées
jusqu’ a présent ne concernent que lalon-
gueur delachaine carbonée: affinité pour
les substrats a courte (C6-C8) ou alongue
(C10-C16) chaine chez les levures (Jiang
et Thorpe, 1983; Shimizu et al., 1979;
Okazaki et al., 1986; Wang et al., 1998;
Luo et al., 2000) et pour les courtes (C6),
les moyennes (C10-14) et les longues
(C16-C18) chaines chez les végétaux.
Pourtant, chez les levures «non-conven-
tionnelles» ayant une grande affinité pour
les substrats hydrophobes comme C. tro-
picalis et V. lipolytica, plusieurs génes
codant pour des Aox faiblement spéci-
fiques ou n'ayant pas d' activité détectée
ont été observés (Masuda et al., 1995;
Waché et al., 1998; Wang et al., 1998,
1999aet b). Les auteurs suggerent un role
de ces enzymes dans la régulation des
autres Aox. Il est a noter que chez les
levures ou les cellules végétales, les
études ne mentionnent pas |’ utilisation de
substrats ramifiés dans les tests, ce qui
peut expliquer la moins grande diversité
des spécificités rencontrées.

3.2.3.1.3) Structure et propriétés

La structure primaire n'a, en général,
pas été étudiée directement mais plutdt
déduite des genes correspondants. Les
séquences permettent d’établir une
parenté avec la superfamille a laquelle
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appartiennent les acyl-CoA déshydrogé-
nases (Nandy et al., 1996). Les génes
codant pour les Aox présentent des
homologies permettant de les classer en
plusieurs groupes: les Aox des euca-
ryotes supérieurs d’ un c6té, elles-mémes
séparées entre celles d’ origine animale et
végétale et de I'autre les Aox de levures
avec la branche de Saccharomyces et
celle des Candida.

Les Aox de levures ont une structure
quaternaire généralement homogene
sous forme d’ un octamere, bien que, chez
Y. lipolytica Titorenko et al. (2002) ont
montré que les cing Aox de cette levure
formaient un hétéro pentamere.

3.2.3.1.4) Applications

biotechnol ogiques

L' Aox catalysant I’ étape limitante de
la B-oxydation, elle est la premiére cible
lors des études visant & modifier cette
voie. Ainsi, le groupe de Picataggio
(Picataggio et al., 1992) a supprimé
toutes les Aox fonctionnelles d’'un Can-
dida pour diriger la voie vers la produc-
tion d'acides a-w-dicarboxyliques a
chaine longue, substrat pour produire de
I’ éthyléne brassylate (tridécanedioique)
aux notes musquées tres demandées par
I"industrie des cosmétiques (Fabritius et
al., 1998). Il semble pourtant que, chez la
souche de Candida utilisée industrielle-
ment, des mutants ayant encore une
activité Aox possédent les mémes rende-
ments de production d’ acides dicarbo-
xyliqgues montrant que, pour cette
souche, |’ étape cruciale est I’ w-oxyda-
tion et non |’absence de B-oxydation
(Haraet al., 2001).

On peut également imaginer d'inté-
grer les données sur les spécificités de
substrats pour obtenir des mutants pro-
duisant des produits a chaine carbonée de
taille moyenne. Nous avons notamment
montré |I'importance de ces enzymes
dans la production de y-décalactone
(Pagot et al., 1998; Waché et al., 1998,
2000) et dans sa dégradation (Waché et
al., 2000, 2001). D’ autres procédés font
appel a des microorganismes pour pro-
duire des acides gras a chaines moyennes
notamment pour préparer des stéroides
ou des cétones aliphatiques (anonyme,
1961), des poly-3-hydroxyal canoates a
chaines moyennes (anonyme, 1998;
Green, 2001) et des huiles (Katayoon,
1998) (dans ce cas, la production a lieu
par des cellules végétales). Ils pourraient
donc étre améliorés par une maitrise des
Aox présentes. Sur ce sujet, on peut
mentionner les travaux actuels de



J.-M. Nicaud et T. Chardon a Grignon sur
I” évolution dirigée des Aox.

3.2.3.2) ENZYME MULTI-

FONCTIONNELLE (MFE)

Elle se nomme ainsi car €lle possede
plusieurs activités. La MFE peroxyso-
male présente les activité 2-enoyl-CoA
hydratase et hydroxyacyl-CoA déshydro-
génase, catalysant les deuxiéme et troi-
siéme réactions de la -oxydation.

Il existe deux MFE appelées MFEL et
MFE2. La premiére métabolise les trans-
2-acyl-CoA en 3-céto métabolites via le
(39)-hydroxy-acyl-CoA tandis que la
deuxieme le fait via la forme (3R). Il
existe MFEL et MFE2 chez les mammi-
féres et elles prennent en charge des sub-
strats non ramifiés pour la premiére et
ramifiés pour la seconde. Chez lalevure,
il n'existe que MFE2 qui a été purifiée,
caractérisée chez S cerevisiae (Kunau et
al., 1988; Hiltunen et al., 1992) et C. tro-
picalis(Moreno delaGarzaet al., 1985).
Chez cette derniére levure, une activité 3-
hydroxyacyl-CoA épimérase a également
€té détectée dans cette enzyme par contre
et contrairement a ce qui est rencontré
chez E. cali, les activités 2,3-énoyl-CoA
isomérase et 3-oxoacyl-CoA thiolase ne
sont pas coéluées (Moreno de la Garza et
al., 1985). La stéréochimie de la voie ne
semble pas étre une obligation de la cel-
Iule puisqu’ en remplagant le géne codant
pour MFE2 chez S cerevisiae par celui
codant pour MFE1 issu des peroxysomes
derat, il est possible d'inverser la chira-
lité (Filppula et al., 1995).

Parmi les différences entre les MFE2
de levures et de mammiferes, on note, en
comparant les séquences d’ acides aminés
gue les MFE2 de levures contiennent les
deux domaines A et B appartenant a la
superfamille des déshydrogénases/réduc-
tases d'alcools a courte chaine alors que
celles de mammiféres n'ont qu'un
domaine (Jornvall et al., 1995). L’ activité
(3R)-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase
de MFE2 appartient d'ailleurs a ces
domaines (Qin et al., 1999). En expri-
mant les deux domaines de cette protéine
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provenant de C. tropicalis chez E. cali,
les spécificités de substrat ont pu étre
précisées (Qin et al., 2000). Cette pro-
téine catalyse la déshydrogénation des
(R)-3-hydroxyacyl-CoA non ramifiés et
ne possede pas d’ activité sur les substrats
Sni sur les 2-énoyl-CoA. Par contre, elle
possede également, comme ses équiva-
lents de mammiféeres, des activités
déshydrogénases sur des dérivés de cho-
lestanoyl-CoA et de 17-B-estradiol inter-
venant dans le métabolisme des acides
biliaires. La régulation de I’ expression
du gene codant pour MFE2 chez C. tro-
picalis (Sloots et al., 1991), I’ adressage
de son produit aux peroxysomes et son
importance dans larégulation de la taille
de ces organites chez Y. lipolytica (Smith
et al., 2000) ont également été étudiés.
Ces observations seront décrites dans les
paragraphes correspondants (3.2.4.2.2.1.).

La MFE a également une importance
en biotechnologie car, apres les travaux
de Huang et al. (1993) suggérant I'impli-
cation de la B-oxydation dans la conver-
sion de l'acide férulique en acide
vanillique et guaiacol chez Rhodotorula
rubra, un procédé a été récemment bre-
veté utilisant I’activité hydratase de
Pseudomonas fluorescens pour produire
de lavanilline (Gasson et al., 2001)

3.2.3.3) THIOLASE

Les thiolases catalysent la coupure
thiolytique du 3-cétoacyl-CoA. Il existe
deux types de thiolases, I’ acétoacétyl-
CoA thiolase (EC 2.3.1.9) qui catalysela
coupure de I’ acétoacétyl-CoA ou, dans
I’autre sens, la condensation de I’ acétyl-
CoA, ¢, la 3-cétoacyl-CoA thiolase (EC
2.3.1.16) qui possede une spécificité de
substrat assez large pour les 3-cétoacyl-
CoA de longueur de chaine carbonée
supérieure ou égale a 4 carbones.

Chez lalevure, le géne codant pour la
thiolase a été identifié chez Saccharo-
myces cerevisiae en 1991 (Igual et al.,
1991), chez Y. lipolytica en 1993 (Ber-
ninger et al., 1993), puis celui de I’ acéto-
acétyl-CoA thiolase de S cerevisiae a été
étudié (Hiser et al.,, 1994) et enfin

I" équipe de Kanayama a repéré ces genes
chez Candida tropicalis (Kanayama et
al., 1997; Kanayama et al., 1998). Chez
S cerevisiae, cette protéine est dimérique
(Mathieu et al., 1997). La réaction cata-
lysée comprend deux étapes qui sont pré-
sentées sur lafigure 3.

La détermination de la structure de
cette protéine a permis d’affiner les
connaissances sur cette réaction et en
particulier sur les quatre étapes: forma-
tion d’un intermédiaire covalent, rempla-
cement de |’ acétyl-CoA par le CoA, acti-
vation du CoA et formation du produit
(Mathieu et al., 1997).

3.2.3.4) LES ENZYMES AUXILIAIRES

DE LA [3-OXYDATION

A cbté des activités enzymatiques de
la B-oxydation des acides gras saturés,
d’autres activités sont nécessaires a la
prise en charge des chaines insaturées. I
s'agit des activité 2,4-diénoyl-CoA
réductase (ScSps19p) et A3-A2-énoyl-
CoA isomérase (ScEcilp). L' étude des
activités de ces protéines et de la
croissance de mutants ne possédant pas
ces activités a permis d’ éablir le modéle
présenté sur lafigure 4 (Geisbrecht et al .,
1998; Gurvitz et al., 1999a; Gurvitz et
al., 1999b).

Il faut noter par rapport a ces voies
proposées chez S. cerevisiae qu'il existe,
semble-t-il, une diversité quant ala prise
en charge des doubles liaisons lors de la
dégradation des acides gras chez la
levure. En témoigne I'identification d'in-
termédiaires différents lors de la produc-
tion de y-décalactone a partir de ricino-
|éate de méthyle chez Sporidiobolus
odorus, 2-trans, 5-cis-diénoyl-CoA et 3-
trans, 5-cis-diénoyl-CoA (voie de la
réductase) (Haffner et Tresdl, 1995), chez
Pichia Guillermondii, 3-cis, 5-cis-dié
noyl-CoA (lacazio et al., 2002) et chez
Y. lipolytica, dodéc-3-én-6-olide (voie de
I'isomérase) (Gatfield et al. 1993).
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Figure 3: Lesdeux éapes de la dégradation thiolytique d’ une molécule de 3-cétoacyl-CoA. Un intermédiaire est formé avec la Cys, 5 (d' aprés [Mathieu et al., 1997]).
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Figure 4: Voies de dégradation des acides gras. A, Spirale de 3-oxydation de la dégradation des acides gras saturés. Les enzymes de S. cerevisiae sont: ScPox1p
(acyl-CoA oxydase), ScFox2p (2-énoyl-CoA hydratase 2 et D-spécifique 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase), et ScPotlp/Fox3p (3-cétoacyl-CoA thiolase). Les
enzymes sont indiquées a gauche des fléches en pointillé et les métabolites sont notés en dessous en italique. B, la position des enzymes auxiliaires Scs19p (2,4-
diénoyl-CoA réductase) et ScEcilp (A3-A2-énoyl-CoA isomérase) dans la dégradation des acides gras insaturés avec la double liaison en position paire. C, les trois
voies possibles de dégradation des acides gras dont les doubles liaisons sont en position impaire. La voie dépendante de I’isomérase (fléches pointillées) a été mon-
trée précédemment comme nécessaire pour la croissance des levures sur acide oléique. Les voies postul ées chez |es mammiféres, dépendantes de |a réductase ou de
la di-isomérase, sont indiquées par des fleches pleines (d' aprés Gurvitz et al., 1999a).

3.2.4) Régulation dela [3-oxydation

3.2.4.1) INTRODUCTION

La [-oxydation peroxysomae est
congtituée d' une suite de cyclesderéactions
impliguant un organite et ses enzymes en
interrelation avec le reste de la cdllule. De
multiples facteurs interviennent donc dans
sarégulation: induction des peroxysomes et
des enzymes, fonctionnement des enzymes,
régénération des cofacteurs et apport des
co-subgtrats, disponibilité du substrat et uti-
lisation des produits. Tout ceci rend le sys-
téme extrémement complexe &t, de ce fait,
unevision globale est difficile asaisir. Nous
allons donc discuter séparément de la régu-
lation génétique et de celle des flux tenant
compte des différents pools, du fonctionne-
ment des enzymes et de larégénération des
cofacteurs. Enfin, sera abordée | organisa
tion de la 3-oxydation peroxysomale.

3.2.4.2) INDUCTION ET REGULATION

GENETIQUE

3.2.4.2.1) Biogenése des peroxysomes

L’ étude de I'induction des per-
oxysomes s appuie sur |’ observation de
cellules. Leslevures constituent un maté-
riel de choix notamment pour la facilité

d’étudier des souches mutantes. Plu-
sieurs microorganismes capables de
pousser sur acides gras ou sur alcanes ont
été utilisés comme modéles pour |’ étude
de la biogénése des peroxysomes dont
S. cerevisiae, Hansenula polymorpha,
Pichia pastoris et Yarrowia lipolytica.
Les levures présentent un ou deux per-
oxysomes en présence de glucose et
beaucoup plus avec des acides gras.

L' analyse de mutants affectés dans la
croissance sur alcanes et sur acidesgras a
permis d’identifier 23 génes impliqués
dans la biogenése des peroxysomes et
I"importation des protéines peroxyso-
males. En 1996, une nouvelle nomencla-
ture, désignant ces génes par, « PEX»,
pour peroxynes a été adoptée (Distel et
al., 1996). Laliste des génes PEX est dis-
ponible sur le web a I’ adresse suivante:
http://www.mips.biochem.mpg.de/proj
lyeast/reviews/pexétable. html.

Ce domaine en pleine expansion a é&té
présenté dans plusieurs revues récentes
dont certaines basées principalement sur
des résultats obtenus sur lalevure Y. lipo-
Iytica (Titorenko et Rachubinski, 2001a
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et b) aussi ne détaillerons nous pas cet
aspect.

3.2.4.2.2) Adressage des enzymes

aux peroxysomes

Outre la B-oxydation des acides gras,
les peroxysomes sont le siége de fonc-
tions variées. Pourtant, ces organites
étant séparés du reste de la cellule par
une membrane et ne possédant pas
d’ ADN propre, il se pose e probléme de
|"adressage de la machinerie enzyma-
tique vers les peroxysomes, sujet qui fait
I’ objet d’ une revue assez récente (Subra-
mani, 1998).

Les protéines de la matrice peroxyso-
male sont synthétisées sur des polyribo-
somes libres et importées de maniére
post-traductionnelle. Deux classes de
signaux d'adressage totalement diffé-
rents ont ééidentifiées. Il s agit de PTS1
et PTS2 (PTS pour Peroxisomal Targe-

ting Sequence).

3.24.2.2.1) PTSL:

Laluciférase d'insecte est lapremiéere
protéine peroxysomale pour laguelle un
signal d'adressage a été caractérisé



(Gould et al., 1987, 1989). Contraire-
ment a la plupart des autres ségquences
d’ adressage localisées a I’ extrémité N-
terminale, le signal est localisé al’ extré-
mité C-terminale de la protéine et n'est
pas clivé lors de I'importation. A partir
de nombreux mutants, il aété possible de
déterminer les caractéristiques mini-
males de la partie C-terminal e permettant
une importation dans le peroxysome.

La présence des trois derniers rési-
dus, sérine, lysine, leucine, est néces-
saire; leur délétion inhibe I'importation.
Une séquence C-terminale de type S-K-L
a été retrouvée dans une trentaine de pro-
téines peroxysomales ce qui confirme
I"importance de ce tripeptide. Enfin,
argument définitif, I'addition d’un tri-
peptide S-K-L a des protéines normale-
ments cytoplasmiques suffit dans un cer-
tain nombre de cas a les diriger vers le
peroxysomes.

Il aété montré queYIMFE2 possédait
une séquence d’ adressage aux peroxy-
somes de type PTS1, que sans elle, la
protéine était cytosolique et surtout, que
des mutants ne possédant pas YIMFE2
avaient des peroxysomes de plus grande
taille et moins abondants (Smith et al.,
2000).

3.24.2.22) PTR

Certaines protéines peroxysomales ne
comprennent pas la séquence C-termi-
nale S-K-L. Elles sont adressées au per-
oxysome par |'intermédiaire dune
séquence N-terminale qui peut étre clivée
au cours de I’'importation. Une CoA thio-
lase a constitué le premier exemple de
cette classe de protéines qui a été égale-
ment identifiée chez I’amine oxydase de
Hansenula polymorpha (Faber et al.,
1995). La ségquence consensus minimale
est: RLXXXXX (H/Q) L.

Cette séquence N-terminale est tres
différente des autres séquences N-termi-
nales responsables de |’ adressage au reti-
culum endoplasmique, aux mitochon-
dries ou aux chloroplastes. On ne trouve
ni larégion hydrophobe centrale caracté-
ristique des séquences responsables de
I’ adressage au réticulum, ni I’ abondance
de résidus hydroxylés et de résidus char-
gés positivement caractéristiques des
séquences responsables de |’ adressage
aux mitochondries et aux chloroplastes.
Elle permet donc un adressage spécifique
aux peroxysomes.
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3.2.4.2.2.3) RECEPTEURS DES PROTEINES

MATRICIELLES

Des levures mutantes incapables de
transporter dans lamatrice du peroxysome
des protéines possédant soit PTS1, soit
PTS2 ont éé isolées. Ceci suggére I’exis-
tence de deux voies d'importation. L' éude
de divers mutants a permis d'identifier les
récepteurs de PTS1 et PTS2.

3.2.4.2.2.3.1) RECEPTEUR DE PTSL

Le mutant Pppas8/Scpasl0 (PEX5)
est déficient pour |'importation de pro-
téines possédant une ségquence d’ adres-
sage detype PTS1 maisest capabled’im-
porter des thiolases qui possédent une
séquence d’ adressage de type PTS2. Le
géne PpPASB a été cloné. Exprimée in
vitro, la protéine fixe avec une trés forte
affinité un dodécapeptide se terminant
par SKL ; elle ne fixe pas le nonapeptide
délété de SKL. 1l s'agit donc d’un récep-
teur de PTSL (Brocard et al., 1994).

Le récepteur (PEX5p) est une protéine
de 68 kDa. Bien qu'dle n’ait aucune des
caractéristiques des proténes transmem-
branaires, on la trouve fortement associée
alaface cytoplasmique des peroxysomes:
la protéine est & la fois localisée dans le
cytoplasme et al’ intérieur du peroxysome.
L e récepteur serait donc capable d' érelui-
méme transporté a travers la membrane
(Rehling et al., 1996).

3.2.4.2.2.3.2) Récepteur de PTS2

Le mutant Scpas? (PEX7) est défi-
cient pour I'importation de thiolases pos-
sédant une ségquence de type PTS2
(Zhang et Lazarow, 1995). La protéine
ScPAST7p fixe la thiolase aussi bien in
Vvivo que in vitro. On peut montrer que la
fixation s effectue sur la partie C-termi-
nale de la protéine; il s'agit bien d'un
récepteur de PTS2. Certaines données
expérimentales indiquent que la protéine
ScPAS7p a une localisation cytosolique
(Rehling et al., 1996).

La séquence PTS2 est localisée en
position N-terminale, avec comme signa-
ture le motif suivant: (R/K) (L/V/)
XXXXX (H/Q) (L/A) (Swinkels et al.,
1991; Gietl et al., 1994; Glover et al.,
1994). Chez les mammiféres et les
plantes, cette séquence est clivée au
cours de |’entrée dans les peroxysomes.
En revanche, la séquence PTS2 n' est pas
clivée chez les levures, excepté dans la
casdelathiolase de Y. lipolytica (Nuttley
et al., 1994).

3.2.4.2.2.4) STRUCTURE DES PROTEINES

IMPORTEES

Contrairement aux autres transloca-
tions (réticulum, mitochondrie, bactérie,
chloroplaste), ou la protéine transloquée
doit étre dans un état peu structuré (struc-
ture compétente), pour |I'importation per-
oxysomale, une destructuration dela pro-
téine importée n' est pas nécessaire.

La protéine DHFR est une protéine
cytosolique de la souris. DHFR peut étre
fusionnée en amont d’une séquence de
type PTS1 (DHFR-PTSL) (Héausler et a.,
1996). La protéine est alors importée
dans les peroxysomes. Cette méme pro-
téine peut étre importée dans la matrice
mitochondriale si on la fusionne en aval
de la préséquence de la sous-unité IV de
la cytochrome c oxydase (pré cyt-
DHFR). Toutefois, I’ addition du métho-
trexate, un inhibiteur de DHFR qui stabi-
lise la structure de la protéine inhibe
I"importation mitochondriale (Eilers et
Schatz, 1986) (Vestweber et Schatz,
1988). Par contre I’ addition du métho-
tréxate a DHFR-PTSL est sans effet sur
I"importation dans le peroxysome.

Une protéine hybride a été construite
constituée de DHFR a laguelle est
fusionnée en amont la préséquence de la
sous-unité 1V de la cytochrome C-oxy-
dase (pcyt) et en aval, une ségquence
de type PTS1 (pyct-DHFR-PTSL1). En
I’ absence de méthotréxate, la protéine est
importée, in vivo, partiellement dans les
mitochondries et partiellement dans les
peroxysomes. En présence de métho-
tréxate dans la cellule, I'importation
mitochondriale est fortement inhibée au
détriment de I'importation peroxysomale
qui est stimulée.

Il @ méme été possible d'importer
dans les peroxysomes des particules d or
greffées a une protéine possédant un
signal d'adressage peroxysomal. Cette
observation pose un probléme en ce qui
concerne le mécanisme de translocation
dont rien n’ est connu pour I’instant. Deux
hypothéses sont avancées. Une premiere
stipule I existence d'une machinerie de
translocation. Mais alors, le pore du
translocateur doit avoir une taille suffi-
sante pour laisser passer des protéines de
diamétre important. Une deuxiéme pro-
pose qu’ alasuite del’ adressage, I’ impor-
tation s effectue par invagination de la
membrane, ce qui conduit, dans le per-
oxysome, a une vésicule contenant la
protéine importée. Cette deuxiéme hypo-
thése permettrait de rendre compte de la
localisation simultanément cytoplasmique
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et peroxysomale observée pour les deux
récepteurs de PTSL1 et PTS2.

3.2.4.2.2.5) PROTEINES MEMBRANAIRES

Un certain nombre de protéines de la
membrane du peroxysome ont été identi-
fiées. Elles sont insérées dans la mem-
brane de maniéere post-traductionnelle.
Des séquences de type PTS1 ou PTS2 ne
sont pas impliquées dans |’ adressage. La
nature de la séquence d’ adressage a été
étudiée dans le cas de la protéine
CbPmp47 (Dyer et a., 1996). Elle pos-
sede six segments transmembranaires en
hélice a. L' utilisation de mutants a permis
de définir la boucle matricielle comprise
entreles segments 4 et 5 comme I’ éd ément
responsable de I’ adressage. En effet, des
mutants tronqués au résidu 267 ou 244
sont associés au peroxysome alors que des
mutants tronqués au résidu 224 ou 200
demeurent cytosoliques. Ontrouve dansla
séquence de la boucle une concentration
importante de résidus R ou K en son
centre. On retrouve des caractéristiques
similaires dans|es séquences d’ autres pro-
téines peroxysomales. Ceci permet de
définir les caractéristiques minimales
nécessaires a un adressage correct: (K/R)
(KIR) (X3 aX6) TXX (DIE).

La boucle comprise entre les résidus
224 et 244 placée en amont de laprotéine
CAT (protéine cytosolique) permet son
adressage vers le peroxysome. Elle peut
donc s avérer suffisante.

3.2.4.2.3) Induction et régulation des

enzymes peroxysomales

Les peroxysomes ont un comporte-
ment inductible dépendant, chez la
levure, de la source de carbone présente.
Les enzymes intervenant dans ces orga
nites sont donc également induites en
fonction du substrat. Chez les cellules
animales, larecherche dans ce domaine a
été révolutionnée par la découverte de
Issemann et Green (1990) sur la présence
de proliférateurs de peroxysomes
(PPAR). Chez lalevure, en revanche, ces
PPAR n’ont pas été mis en évidence et
les premiers travaux concernant |’ expres-
sion des génes des protéines peroxyso-
males ont été menés chez S. cerevisiae
dans les années 1980. En 1987, Veenhuis
et al. ont d'abord montré que cette
expression était réprimée en présence de
glucose, déréprimée en présence d'une
source de carbone non fermentescible et
activée par I'acide oléique. Au méme
moment, il a été montré que larégulation
de I’ expression se faisait au niveau trans-
criptionnel (Skoneczny et al., 1988).
L' utilisation de génes rapporteurs placés
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apres le promoteur des genes étudiés a
permis de mettre en évidence une répres-
sion par le glucose et une induction par
I"acide oléique du niveau de la transcrip-
tion des genes codant pour |’ acyl-CoA
oxydase, I’ enzyme multi-fonctionnelle et
la thiolase (Dmochowska et al., 1990;
Igual et al., 1991; Simon et al., 1991;
Einerhand et al., 1992).

Les équipes de Small aux Etats-Unis
et de Tabak aux Pays-Bas se sont aors
lancées dans la recherche de séquences
régulatrices agissant sur les promoteurs
des genes codant pour I'acyl-CoA oxy-
dase (POX1) et lathiolase.

En utilisant des délétions, des expé-
riences de retard sur gel et des genes rap-
porteurs, deux é éments répondant au glu-
cose (glucose responsive éléments) ont
été identifiés sur le promoteur de
ScPOX1: un premier en 1992 (Wang et
al., 1992) puis un autre en 1994 (Wang et
al., 1994). Les séquences répresseur (glu-
COSe repressing sequences) consistent,
pour I'une, en une répétition inversée
d’un motif de neuf nucléotides et, pour
|"autre, en une répétition directe d'un
motif de dix nucléotides. La délétion de
I'une ou I'autre de ces séquences de
répression en amont (URS, upstream
regulating sequence) réduit la répression
par le glucose sans|’annuler (Small et al.,
1996). L' équipe de Small a aors cherché
a identifier d'éventuelles interactions
entre ces URS et des génes connus pour
étre impliqués dans la répression par le
glucose mais n'a détecté qu’ une interac-
tion possible entre SCADR1 et SCURSL
sans que la protéine a I’ origine du retard
sur gel soit clairement identifiée.

Une séquence d' activation en amont
(UAS, upstream activating sequence) a
également été repérée avec un retard sur
gel lors de croissance sur ol éate et pas sur
glucose ou glycérol.

3.2.4.3) REGULATION DES FLUX

Outre la régulation liée a I'induction
des peroxysomes, les flux a travers la B-
oxydation peuvent étre régulés par les
enzymes de cette voie et par celles, en
amont, gérant |’ arrivée de substrat.

3.24.3.1) Lesenzymes dela -

oxydation

Comme pour d autres voies métabo-
liques comprenant plusieurs étapes (Fell
et Thomas, 1995), le contrdle des flux de
[3-oxydation semble étre partagé entre les
différentes enzymes plutét qu’ appartenir
a une seule étape limitante (Eaton et al.,
1999). Les données présentées ici
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proviennent presque exclusivement de
résultats obtenus sur des cellules ani-
males car, malgré I'importance poten-
tielle de ce domaine en biotechnologie, il
n’'a pratiquement pas été étudié chez la
levure.

Les acyl-CoA oxydases sont généra-
lement considérées comme les enzymes
exercant le plus grand contrdle sur cette
voie (Inestrosa et al., 1979). Chez le rat,
les études in vitro ont montré que I’ hexa-
décanoyl-CoA oxydase était inhibée
d’ une maniére compétitive par le CoA ou
I"acétyl-CoA (Davidson et Schultz,
1982), par les produits (esters de trans-2-
énoyl-CoA), ou par le substrat (Beck-
mann et al., 1981). Ce phénomene est
notamment visible quand on mesurela 3-
oxydation par I'intermédiaire de la
réduction du NAD+*. L'importance de
I"inhibition par le substrat dépend alors
delalongueur de chaine et du degré d’in-
saturation des acyl-CoA (Watmough et
al., 1990).

L’inhibition de I’une ou I’ autre des
enzymes de la -oxydation se traduit par
des modifications des flux métaboliques.
Plusieurs études ont été menées chez le
rat en analysant les esters d’acyl-CoA
présents dans des incubations peroxyso-
males contenant par exemple de I’ acide
[U-14C] hexadécanoique. Avec ce substrat
en C16, des esters d’'acyl-CoA de 14 a2
carbones s'accumulent suggérant que la
[B-oxydation peroxysomale pour les cel-
lules animales peut complétement oxyder
ses substrats (Bartlett et al., 1990).

L' efficacité de la 3-oxydation dépend
alafoisdelaquantité de CoA gjouté et de
la concentration d’ acide hexadécanoique.
A une faible concentration de CoA
(25 uM), seuls le tetradécanoyl-CoA et
I hexadécanoyl-CoA sont détectables,
montrant que |’ acyl-CoA synthase et que
la B-oxydation sont, toutes deux, actives.
A partir de 50 uM de CoA, la gamme
compléte d’intermédiaires est détectable
avec une augmentation des quantitésd'in-
termédiaires a 12 carbones, ou, plus
courts pour des concentrations de CoA
augmentant jusqu'a 200 pM. Pour des
concentrations supérieures, le raccourcis-
sement des chaines carbonées diminue.
Ceci suggere que des concentrations
importantes de CoA limitent le raccour-
cissement des chaines carbonées apres le
premier cycle de -oxydation. On peut
aussi supposer que |I'hexadécanoyl-CoA
oxydase est sujette a une inhibition par le
substrat venant de I’accumulation d’ es-
ters d’ acyl-CoA alongues chaines.



L’ étendue du raccourcissement des
chaines carbonées est également nette-
ment diminuée par I’ augmentation de la
concentration d'acide hexadécanoique.
Par exemple, a 400 uM d' acide hexadé-
canoique, on observe deux cycles de -
oxydation alors qu’a faible concentra-
tion, I'oxydation est compléte. La
[3-oxydation peroxysomale est donc tres
dépendante de la concentration de sub-
strat contrairement a celle mitochon-
driale hépatique qui convertit rapidement
tous les acyl-CoA en acétyl-CoA.

L’ étendue du raccourcissement de la
chaine dépendant de la concentration
peut s expliquer en termes de compéti-
tion pour I’accés a la B-oxydation entre
I" hexadécanoyl-CoA fraichement formé
et les intermédiaires résultant d'un cycle
d’oxydation. Les quantités d’intermé-
diaires détectés correspondent a ce gqu’on
pourrait attendre d'une relation pro-
duit/précurseur sauf pour les intermé-
diaires a dix et huit carbones qui ne sont
détectés qu’en tres faible quantité, peut-
étre a cause de la présence d’ une acyl-
CoA hydrolase avec une spécificité opti-
male pour les longueurs de chaine
moyennes (Osmundsen et al., 1994).

La 3-oxydation mitochondriale hépa-
tique dépend d’ une maniére critique dela
ré-oxydation du NADH, H* pour mainte-
nir le flux des acyl-CoA (Bremer et
Osmundsen, 1984). Ce point est moins
clair pour ce qui est de la B-oxydation
dans les peroxysomes de cellules hépa-
tiques. En effet, alors que I'imperméabi-
lité de la membrane interne des mito-
chondries au NAD (H) est bien établie,
ces propriétés pour la membrane peroxy-
somale sont moins claires méme si, in
vitro, cette membrane semble étre per-
méable aux métabolites de faible poids
moléculaire notamment au travers de
pores formés par des protéines (Van
Veldhoven et al., 1987). In vivo, les
résultats suggérent par contre que la
membrane est imperméable au NAD+*
(van Roermund et al., 1995). Le compar-
timent ou le NADH, H* produit par la B-
oxydation peroxysomale est ré-oxydé
n'est pas sirement établi méme si, in
vitro, la B-oxydation peroxysomale est
stimulée par la présence de métabolites
facilitant la ré-oxydation de NADH, H*
comme |’ oxaloacétate ou le pyruvate.
Pourtant les enzymes impliquées dans
cette régénération du coenzyme pour-
raient provenir du cytosol (Osmundsen,
1982). Lestransports de métabolites dans
les peroxysomes sont résumés sur la
figure suivante (figure 5).
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Figure 5: Modéle de transport des métabolites a travers la membrane peroxysomale pour régénérer le
NAD (P) et exporter les unités en C2 formées pendant la -oxydation chez S. cerevisiae (d' apres Hettema

et Tabak (2000]).

Lastimulation de la voie métabolique
par un systéme de génération de NAD* a
été démontrée en utilisant des esters
d’acyl-CoA ou des acides gras libres
comme substrats de réaction (Osmund-
sen, 1982; Bartlett et al., 1990). Sans
régénérateurs de NAD*, les taux de -
oxydation sont nettement diminués et
I’accumulation d’esters de 3-hydroxy-
acyl-CoA et de 2-énoyl-CoA est obser-
vée suggérant que I’ activité 3-hydroxy-
acyl-CoA déshydrogénase de I’enzyme
multi-fonctionelle est inhibée par I’ accu-
mulation de NADH, H*. L apparition
d esters de trans-2-énoyl-CoA pourrait
étre causée par un équilibre de laréaction
de I’énoyl-CoA hydratase dont le sens a
pu étre inversé par |I’accumulation d’es-
ters de 3-hydroxyacyl-CoA. Cesrésultats
suggerent que I’ activité 3-hydroxy-acyl-
CoA déshydrogénase des peroxysomes
est relativement sensible a I’inhibition
par le NADH, H*. Ce type de résultats a
également été obtenu chez la levure Y.
lipolytica qui lors de cultures peu aérées
accumule des intermédiaires 3-hydroxy-
lés (Waché et a., 2002b).

La thiolase n’est normalement pas
considérée comme ayant un role majeur
dans la régulation de la B-oxydation.
Pourtant Bartlett et al. (1990) ont montré
que des esters de 3-oxo-acyl-CoA s ac-
cumulaient dans des conditions ou |’ ap-
port de CoA peut étre considéré comme
limitant, par exemple quand les peroxy-
somes sont incubés en présence de
concentrations importantes (>200 uM)

d’acides gras ou quand la quantité de
CoA gjoutée a I'incubation est insuffi-
sante (Bartlett et al., 1990). Dans ces
conditions, le raccourcissement des
chaines carbonées est aussi observeé.
Dans certains cas, il y a accumulation
d’ acétoacyl-CoA laissant supposer que,
comme pour son enzyme équivalente
chez lamitochondrie (Wang et al., 1991),
I" acétyl-CoA est un inhibiteur de thiolase
(Hovik et al., 1991).

Cet acétyl-CoA peut ensuite simple-
ment étre hydrolysé en acétate (Hovik et
al., 1991). Devant I'importance mineure
de I’ acétate par rapport a |’ acétyl-CoA,
cette étape sembl e étre un gaspillage si ce
n'est qu’ elle évite peut-étre une acylation
excessive des CoA. Dans ce cas, |’ acti-
vité acétyl-CoA hydrolase pourrait avoir
un réle dans le systéme de régulation et
notamment provoquer |'accumulation
d esters de 3-oxo0-acyl-CoA (Osmundsen
et al., 1994).

3.2.4.3.2Régulation du pool

de substrat (de CoA)

La régulation du pool de CoA est
faite par le systéme carnitine. Les acyl-
CoA provenant de I’ action des acyl-CoA
synthases sur les acides gras libres ou des
phospholipides sont stockés sous forme
d’acyl-carnitine afin de maintenir les
concentrations physiologiques dans la
cellule. Les connaissances sur ce sujet
proviennent encore une fois essentielle-
ment de travaux sur les cellules animales
(Ramsay et Arduini, 1993).
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3.2.4.4) ORGANISATION DE

LA [B-OXYDATION

Les K, de beaucoup d enzymes (103
a 106 M) impliquent que, si les compo-
sants cellulaires étaient disposés au
hasard, beaucoup de molécules de
chague substrat seraient présentes. Pour
les métabolites qui ne sont utilisés que
dans une voie, cet arrangement nécessite-
rait un exces d' énergie pour maintenir la
concentration élevée en ce métabolite qui
utiliserait une bonne part de la capacité
de solvant de la cellule. Pour «surmon-
ter » ce probléme, la cellule peut s ap-
puyer sur différentes stratégies dont cer-
taines sont liées & la compartimentation:
beaucoup de réactions sont physique-
ment compartimentées dans des orga-
nites cellulaires comme le noyau, les
mitochondries, les peroxysomes ou dans
les membranes. Ceci limite le volume
gu’'un intermédiaire doit remplir pour
atteindre la concentration nécessaire a
I’ enzyme suivante. Cette compartimenta-
tion peut étre poussée plus loin avec la
notion de micro-environnement: des
mécanismes empécheraient les intermé-
diaires de séloigner des enzymes
concernées. Pendant longtemps, les
intermédiaires libres, ou non-liés, éaient
considérés comme exclus de ce méca-
nisme car on pensait que la diffusion de
la molécule était plus rapide que le turn-
over de I'’enzyme suivante. Pourtant des
études sur laviscosité delacellule et des
organites ont indiqué que les coefficients
de diffusion des molécules de petits
métabolites sont suffisamment différents
des coefficients de diffusion dans I’ eau
(Scalettar et al., 1991) pour faire douter
de I"hypothese de I'équilibre avant le
turn-over (Srere et Sumegi, 1994).

Une stratégie moins controversée
pour maintenir un potentiel thermodyna-
mique élevé avec peu de molécules
consiste a séquestrer I'intermédiaire avec
une liaison covalente comme pour le
complexe de la pyruvate déshydrogé-
nase, ou par immobilisation physique
dans|’enzyme comme ' est le cas pour la
tryptophane synthase (Hyde et al., 1988).

Des exemples illustrent ce type de
métabolisme comme la biosynthése de
macromolécules, protéines ou acides
nucléiques. Dans ces cas, seul le produit
final a une importance biologique et tous
les intermédiaires sont apparemment
bien fixés au complexe protéique chargé
de la synthése de la molécule.

Un tel systéme de compartimentation
des réactions est appelé canalisation. Il
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pourrait s appliquer a ce qui peut étre la
plus longue voie métabolique sans
embranchement dans la cellule: la (-
oxydation. En effet, entre le palmitoyl-
CoA et I'acétyl-CoA, 28 étapes ont lieu
donnant naissance a 27 intermédiaires
dont aucun n’aun autre réle majeur dans
le métabolisme que celui d’intermédiaire
de la B-oxydation (Cornish-Bowden,
1994). Une indication dans ce sens a été
fournie par Garland et al. (1965) qui ont
observé que les concentrations des inter-
meédiaires de la voie d oxydation étaient
extrémement faibles ce qui les a amenés
apostuler que le systéme consistait en un
complexe enzymatique. D’ autres études
ont confirmé la trés faible concentration
des intermédiaires qui semblent étre du
méme ordre de grandeur que les sites
actifs présents dans les mitochondries.
Ainsi, le 3-hydroxy-CoA et le 2-énoyl-
CoA ont été trouvés respectivement a 2,2
et 2,8 nmol/g de tissus cardiaque (Lati-
paa et al., 1988) alors que les quantités
calcul ées de déshydrogénase et de croto-
nase spécifiques des courtes chaines pré-
sentes sont respectivement de 11 et 6
nmol/g de tissus (Olowe et Schulz, 1982)
(Yang et al., 1987). Ceci ménerait a la
conclusion que tous les intermédiaires
présents sont liés a des sites actifs ce qui
correspond a la canalisation (Srere et
Sumegi, 1994).

Il est pourtant & noter que ces conclu-
sions sur les trés faibles concentrations
d’intermédiaires liées a la canalisation
sont remises en question par les travaux
de Cornish-Bowden sur la modélisation
de ces systémes (Cornish-Bowden,
1994). D’ apres cet auteur, la concentra-
tion d'intermédiaires lors d'un flux
continu de -oxydation est indépendante
du degré de canalisation de la voie méme
si I’on ne détecte pas d’intermédiaires
(car le contrdle du flux résulterait de la
premiére étape). Les techniques d ana-
lyse du contréle métabolique (MCA)
n’ont pourtant pas été développées dans
le systéme [-oxydatif a cause de la diffi-
culté rencontrée pour doser les intermé-
diaires ou pour inhiber une activité du
cycle et bien sr, de la confusion appor-
tée par le fait que les mémes enzymes
fonctionnent plusieursfois. De cefait, les
coefficients de contréle des flux ou des
concentrations (flux control coefficient et
concentration control coefficient) des
enzymes de la voie ne sont pas connus et
leur mesurein vivo semble difficile aréa
liser. En leur absence, il faut se contenter
de I’étude de la «force de contréle»
(control strength), notion plus ancienne
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que les coefficients de contréle dans le
MCA, qui est appréciée a partir de I'ac-
cumulation d'intermédiaires.

Il demeure que, pour la B-oxydation
mitochondriale, il existe de fortes pré-
somptions de type métabolon provenant
du regroupement des activités mais il
semble également y avoir un pool de
NAD* lié a ce métabolon et qui serait
indépendant du pool mitochondrial
(Eaton et al., 2000).

En revanche, beaucoup d arguments
disparaissent pour le systéme peroxyso-
mal : plus d'enzymes différentes, non
localisées a un endroit spécifique des
peroxysomes mais dans la matrice...

Pratiquement, il résulte de ces études
plusieurs modéles d’ organisation, celui
de canalisation totale des substrats pour
lequel on n'observerait pas d’intermé-
diaires (Garland et al., 1965), celui du
«tuyau qui fuit» proposé suite a la
détection d'intermédiaires saturés du
C14 au C8 en faible proportion au cours
de la B-oxydation mitochondriale de
I’acide palmitique (Stanley et Tubbs,
1975) et celui des intermédiaires libres
proposé par Broadway et al. (1992) suite
a |’observation d’'une relation de type
précurseur-produit lors de I’ oxydation
de I’acide palmitique par des extraits
cellulaires de Corynebacterium sp.7EIC.
Bien que trés peu de résultats soient dis-
ponibles chez la levure, il faut noter les
travaux de I'équipe de Feron qui a
observé, pour différentes especes de
Sporidiobolus, les trois modéles diffé-
rents lors de la dégradation de I’ acide
ricinoléique en y-décalactone (Blin-Per-
rin et al., 2000). Bien que cette diversité
dans les modeéles ne soit pas expliquée,
différents indices semblent relier la
détection du modele de canalisation
totale & une B-oxydation mitochondriale.
En effet, les auteurs ne détectent pas
d'activité acyl-CoA oxydase chez cette
espéce mais une activité acyl-CoA
déshydrogénase, en chromatographie les
activités ne sont pas coéluées avec des
marqueurs de peroxysomes... Alors que
ce systéme ne donne pas du tout de y-
décalactone, les autres systémes décrits
qui sont a I'origine de cette lactone
(tuyau qui fuit et intermédiaires libres)
correspondent bien a de la 3-oxydation
peroxysomale. Danstouslescas, |’ appli-
cation des techniques de MCA aces sys-
témes pour calculer au moins les coeffi-
cients de contrdle des concentrations
permettraient d’avancer dans cette com-
préhension. Certains auteurs notent en



particulier que suivant les conditions, la
concentration d'intermédiaires peut
varier sensiblement sans forcément
modifier les flux. De plus amples rensei-
gnements sur ces techniques peuvent
étre obtenus sur les sites de I’ université
de Aberystwyth
«http://gepasi.dbs.aber.ac.uk/metab/m
caéhome.htm » et de Cornish-Bowden
au CNRS de Marseille «http://bip.cnrs
mr s.fr/bip10/mcafag2.htm#biotech ».

Conclusion

Le métabolisme des lipides chez la
levure constitue un point trés important
des biotechnologies. 1l est impliqué dans
diverses applications importantes comme
laproduction d’ arémes (Picataggio et al .,
1992, Endrizzi et al., 1996, Waché et al.,
2002c), de polymeéres (Poirier et al.,
2001), de surfactants (Cirigliano et
Carman, 1985), dans la dépollution
d’ effluents des industries agro-alimen-
taires (Scioli et Vollaro, 1997) ou de sols
contaminés (Margesin et Schinner,
1997), dans I’ élaboration des qualités
organoleptiques des aliments fermentés
(Wanikawa et al., 2000)... Au terme de
cette présentation, il apparait que, si cer-
tains aspects ont €té assez bien étudiés de
par le réle de modéle des levures (genése
des peroxysomes, adressage des pro-
téines a ces organites...) ou a cause de
I"importance biotechnologique majeure
de certaines voies (enzymes de la 3-oxy-
dation), certains domaines demeurent
assez flous comme le devenir des acides
gras dans le cytoplasme et leur transport
jusgu’ aux peroxysomes ou I’ explication
desflux de B-oxydation. Lamodéisation
de ces flux, en particulier par I’ applica-
tion de matrices, est pourtant un domaine
qui pourrait permettre de réaliser des
économies tres importantes dans les pro-
cédésindustriels.
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