Proposition de thèse
Approche métagénomique pour l’identification et la caractérisation de nouvelles enzymes efficaces pour la biotransformation de la biomasse végétale.

Ecole doctorale : Sciences écologiques, vétérinaires, agronomiques, bioingénieries (SEVAB, ED 458)
Nom de l’unité de recherche : Laboratoire d’Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés, UMR CNRS 5504, UR INRA 792
Equipe d’accueil : Catalyse et Ingénierie Enzymatique Moléculaires (CIMES)

Localisation: 135 avenue de Rangueil, 31077  Toulouse

Directeur de thèse : Pierre Monsan, PR CE2 Institut Universitaire de France (promotion 2003). Adresse e-mail : monsan@insa-toulouse.fr

Co-directeur de thèse (50 %) : Gabrielle Potocki-Veronese, CR1 INRA, Département CEPIA

Allocation fléchée sur les thèmes stratégiques identifiés par le Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (acquise) : 1361 € (net mensuel)

Diplôme requis : Le candidat à une allocation de recherche doit avoir obtenu son master recherche en France ou un diplôme équivalent dans un pays signataire de l’accord relatif à l’Espace européen de l’enseignement supérieur
Description du projet :

L’objectif de la thèse est d’identifier et de caractériser de nouvelles enzymes efficaces pour la biotransformation de la biomasse d’origine végétale, à partir de l’exploration fonctionnelle d’une banque métagénomique. Le criblage et le séquençage du métagénome ouvre en effet une voie d’accès majeure à la biodiversité pour la recherche d’enzymes issues de micro-organismes non cultivables, inconnus à l’heure actuelle. Cette approche innovante constitue un véritable tournant dans la stratégie de recherche de nouvelles enzymes, centrée jusqu’à présent sur le criblage d’organismes notamment extrémophiles, et sur la génération in vitro de biodiversité par évolution dirigée. L’enjeu de cette thèse est double. 

· L’un, finalisé, vise la découverte d’outils enzymatiques identifiés par criblage du métagénome intestinal d’un individu végétarien pour l’établissement de nouvelles voies biologiques de bioconversion de polysaccharides végétaux (amidon, cellulose, hémicelluloses, pectines …). Seront recherchées en particulier des enzymes performantes pour la conversion biologique de matières insolubles et d’efficacité catalytique accrue dans des conditions douces de fonctionnement pour respecter les contraintes environnementales, limiter les apports énergétiques et développer des voies d’obtention originales de biomolécules d’intérêt pour les biotechnologies industrielles dans le contexte de la chimie verte. 
· Le second, plus en amont, est axé  sur les avancées et l’apport de connaissances que génèreront le séquençage de régions codantes du métagénome ciblé et la caractérisation fonctionnelle et structurale des protéines associées sur le fonctionnement du système intestinal et la compréhension des relations relations structure–activité des protéines sélectionnées. L’enjeu sera alors de combiner avec succès les approches de génomique fonctionnelle (découverte de nouvelles fonctions) et structurale (découverte de nouveaux repliements protéiques). 

Dans le cadre de cette thèse, la banque métagénomique qui sera utilisée est issue  du microbiote intestinal d’un humain végétarien. Elle a été générée par la société LibraGen dans le cadre du projet PNRA Alimintest (2007-2009), dont le consortium associe les équipes de la société LibraGen, de Timothy Vogel (UMR CNRS 5005 Lyon), Joël Doré (UEPSD/UGM INRA Jouy-en-Josas), Stéphanie Passot (INRA INAPG), Eric Fontaine (CNRH Grenoble), François Pompanon (UMR CNRS  Grenoble) et Pierre Monsan (LISBP INRA-CNRS-INSA Toulouse). Le projet Alimintest porte sur l’effet de régimes alimentaires contrôlés sur la dynamique structurale et fonctionnelle du microbiote intestinal humain, l’un des objectifs étant de caractériser son potentiel glycolytique, et notamment d’identifier de nouvelles enzymes spécifiques de la dégradation des fibres alimentaires d’origine végétale (cellulose, hémicelluloses, pectines, amidons résistants...). La banque d’ADN métagénomique a été constituée à partir d’échantillons fécaux. Elle représente 200 000 fosmides, chaque clone transformant d’Escherichia coli comprenant un insert d’ADN métagénomique de 40 kb.  

Le laboratoire ISBP, équipé d’un plateau technique robotisé dédié au criblage d’activités enzymatiques, a mis au point et automatisé différentes méthodes de criblage à très haut débit efficaces, ciblées sur l’identification de nouvelles glycoside-hydrolases : -glycosidases, -glycosidases (cellulases, xylanases, -glucanases), -fructofuranosidases et pectinases. Les clones présentant des activités - et -glycosidases validées sont actuellement en cours de séquençage et de caractérisation préliminaire pour leur spécificité de dégradation de substrats résistants de type fibres.

Au cours du second trimestre 2008, 30 clones seront sélectionnés pour leur efficacité catalytique et l’originalité de leur spécificité, et séquencés (notamment dans le cadre de l’AIP BioRessources 2008).
Le travail de thèse comprendra :

· l’identification et l’annotation du ou des gènes responsables des fonctions criblées grâce aux outils bioinformatiques, en les classant dans les familles fonctionnelles et structurales existantes. A ce stade de l’étude, de nouvelles structures protéiques seront potentiellement mises en évidence sur la base de leur séquence.

· le sous-clonage de l’ensemble des gènes d’intérêt dans des vecteurs de sur-expression 

· le développement de cribles rapides et efficaces pour tester l’expression, la solubilité et la fonctionnalité de ces enzymes recombinantes exprimées chez E. coli
· la caractérisation approfondie de la spécificité, des propriétés cinétiques, du mécanisme catalytique et de la stabilité en conditions extrêmes de 10 enzymes sélectionnées sur la base i) de l’originalité de leur structure primaire parmi les séquences actuellement présentes dans les banques de données, ii) de l’originalité et de l’efficacité de leur activité d’hydrolyse des biomasses d’origine végétale de différentes natures, iii) de leur solubilité sous forme recombinante.

· L’étude de la stabilité de leur repliement par dichroïsme circulaire 

· la résolution de la structure tridimensionnelle de 2 à 5 enzymes cibles par cristallographie des rayons X, en partenariat avec l’équipe du Dr Lionel Mourey (IPBS, Toulouse)

Le doctorant bénéficiera de l’expertise de l’équipe de Catalyse et Ingénierie Enzymatique Moléculaires dans le domaine de la caractérisation et de l’ingénierie des glycoside-hydrolases. L’équipe est adossée au plateau technique ICEO pour le criblage robotisé d’activités enzymatiques, de la stabilité et de la solubilité des protéines. Elle est aussi dotée d’un parc analytique performant pour la caractérisation par HPLC des activités d’hydrolyse de polysaccharides, et pour l’étude des repliements protéiques par dichroïsme circulaire. 
Connaissances et compétences requises : Connaissances théoriques et expérience pratique en biologie moléculaire et en enzymologie. Connaissances approfondies en biochimie structurale appliquée aux glucides et protéines, maîtrise des méthodes analytiques de caractérisation de ces biomolécules. Anglais courant. Rigueur expérimentale et curiosité scientifique.
Référence annonce ABG : ABG-26624 (http://www.abg.asso.fr/)
Candidatures : 

Merci d’envoyer un CV et une lettre de motivation avant le 02/06/2008 à :

veronese@insa-toulouse.fr et remaud@insa-toulouse.fr

