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Sommaire

Trois méthodes de mutagénése ont été utilisées lors de ces travaux: la mutagénése par
élimination d’un site de restriction unique (SRU), la méthode de Kunkel (simple brin polyuracil)
et la mutagénése par amplification élective a I’aide de la polymérase (PCR). La méthode la plus
puissante était cette derniére car elle permet de produire facilement des mutants. Cette méthode

permet entre autre, I’examen de la progression de la mutagénése a chaque étape.

Le géne codant pour la biosynthése de la cellulase A de S. lividans 1326 a été muté
afin de modifier le codon d’initation TTG en ATG et le codon suivant AAA en AAG. La
mutation du codon de départ double la production de cellulase A comparée a celle du géne
sauvage . Par contre, la mutation du codon AAA en AAG diminue la production de cellulase A
a 50% de celle du sauvage. Le double mutant ATG-AAG donne une production de cellulase A

approximativement équivalente a celle du clone sauvage.

Le géne de la cellulase B a dans sa séquence codant le peptide signal deux codons TTA
dont ’ARNt est codé par le géne bldA qui n'est exprimé que lors du métabolisme secondaire.
La production de cellulase B par la souche sauvage est extrémement faible due a cette
régulation. Les clones dont l'un des codons TTA est remplacé par un CTG produisent la
cellulase B dés le départ en quantités nettement supérieures a celle de la souche sauvage mais
de fagon encore relativement faible. Par ailleurs, le double mutant n'ayant plus la restriction
imposée par 'ARNt produit huit fois plus de cellulase B que la souche sauvage. Le clonage des
genes mutés T1 (mutant pour le premier codon TTA), T2 (double mutant), T3 (mutant pour le
deuxiéme codon TTA), du géne sauvage (WT) et du contrdle négatif (pSUR) dans la souche S.
lividans J1725 (souche bldA’) donne un taux de sécrétion de cellulase B similaire a celui
produit par §. lividans 1326.

Deux génes hybrides ont été construits comportant la séquence du promoteur, du site
de fixation des ribosomes et du peptide signal de xInA et la séquence codant la protéine mature

de la cellulase A ou de la cellulase B. Ces génes hybrides ont été construits afin d’outrepasser



xiii

les restrictions imposées par les codons du peptide signal des génes celA et celB et pour
profiter de la puissance du promoteur de x/nA. Dans la souche S. lividans 1326, le clone
porteur du géne hybride xinA-ce/A produit deux fois plus de cellulase A que le géne ce/A.
Enfin, le clone avec le géne xinA-ce/B produit au dela de 40 fois plus de cellulase B que le

clone avec le géne sauvage ce/B.



Introduction



Les streptomycétes sont des microorganismes & structure filamenteuse retrouvés
abondamment dans la nature. Ils ont un systéme de sécrétion puissant et produisent de fagon
naturelle de grandes quantités de protéines extracellulaires. Ces microorganismes, pour la
plupart, ne sont pas pathogénes chez 'nhomme et sont un outil de choix pour la production a

P'échelle industrielle de protéines et de métabolites.

Les enzymes lignocellulolytiques ont une valeur commerciale non négligeable. Des
cellulases sont couramment utilisées dans l'industrie des détergents a textiles et des xylanases
sont employées pour le désencrage du papier. Le groupe de recherche sur les streptomycétes
de I'Institut Armand-Frappier travaille depuis plusieurs années a la caractérisation d'enzymes
lignocellulolytiques de S. lividans. La surproduction de cellulases a partir des constructions
géniques déja présentes ne donne pas un rendement aussi bon qu'espéré (100Ul/ml). La
production de cellulase A est relativement bonne (0.56 UI/ml) mais celle de la cellulase B est
un peu faible (0.081UI/ml). La production de cellulases est directement liée a la régulation et
pour changer {'un il faut modifier I'autre. En modifiant la régulation de la biosynthése de ces

enzymes, on espére en augmenter leur production.

L'étude génétique des streptomycétes est parfois difficile due au haut pourcentage en
G+C de I'ADN chromosomique. L'usage des codons pour la traduction des ARNm est
souvent fortement biaisé en faveur de ceux qui sont riches en G+C. Certains codons peu

communs sont parfois réservés pour la régulation de génes ou de groupes de génes.

Les genes de la cellulase A et de la cellulase B de S. lividans présentent dans leur
séquence des codons, qui par leur taux d'usage faible chez les streptomycétes, pourraient

servir comme méthode de régulation de ces génes. La cellulase A a pour le départ de sa



traduction un codon TTG suivi d'un codon AAA. La cellulase B a dans son peptide signal
deux leucines codées par des triplets TTA dont 'ARN de transfert est sous le contrdle de
génes du métabolisme secondaire. La mutagénése des codons rares potentiellement limitant
par des codons plus communs devrait permettre une augmentation de la production de ces

deux enzymes.

Les techniques classiques de biologie moléculaire de I'ADN telles que le séquencage
d'ADN, la mutagénése et les amplifications électives a la polymérase sont souvent difficiles
avec les génes de streptomycétes due a leur haute teneur en G+C. Il est donc important de

mettre au point les outils qui permettent de faciliter ces tiches.
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1.0  Les streptomycétes

1.1 Source

Les streptomycétes font partie de la famille des Actinomycétes qui est un
regroupement de micro-organismes Gram positif possédant une structure filamenteuse. On
les retrouve dans le sol et les eaux de tous genres, ou il y a de la matiére végétale en
dégradation (Kutzner, 1981). En général, les streptomycétes sont des saprophytes
chimio-organotrophes ne nécessitant qu'une source de carbone, de l'azote inorganique et
quelques sels minéraux pour croitre. La plupart des souches ne requiérent pas de vitamines
ni de facteurs supplémentaires externes pour leur croissance (Kutzner, 1981). Les
streptomycétes sont extrémement bien adaptés a leur environnement, car ils sécrétent
plusieurs enzymes qui hydrolysent la matiére lignocellulosique, relativement difficile 4
dégrader, pour en produire des sucres simples plus facilement assimilables. Ainsi, ils peuvent
utiliser différentes sources de carbone leur donnant un avantage dans leur environnement.
Les streptomycétes sont résistants a plusieurs antibiotiques (pénicilline G, oléandomycine,
etc.) et en produisent d'autres (streptomycine, tétracenomycine) (Weber et al., 1979).
Comme autre adaptation, plusieurs espéces produisent des spores leur permettant de résister
aux conditions de dessiccation et de s'éparpiller dans leur voisinage. Les spores demeurent
dormantes dans le sol pendant de longues périodes de temps et germent seulement quand les
conditions redeviennent favorables (Mayfield et al., 1972). Leurs mécanismes d'adaptation et
la simplicité de leurs besoins font que I'on retrouve les streptomycétes un peu partout a

travers la nature.



1.2  Cycledevie

Sur milieu solide, le cycle de vie des streptomyceétes passe par trois phases distinctes:
I'état de mycélium végétatif, de mycélium aérien et de spores. Typiquement une spore qui se
retrouve dans un milieu propice germe, commence a croitre, se divise et se multiplie en
produisant des hyphes. La croissance de la colonie se fait par extension de la paroi cellulaire
a chaque extrémité des hyphes. On y retrouve souvent de multiples copies du génome qui ne
sont pas séparées par des septa. La croissance se fait par extension longitudinale et par des
embranchements latéraux. Cette croissance rapide et presque exponentielle produit une
structure d'hyphes semblable a un tapis tressé (Chater, 1993). Initialement, ce tapis d'hyphes
se développe en surface. Par la suite, les hyphes s'infiltrent dans le substrat et ancre la
colonie. Cet ancrage permet l'utilisation maximale du substrat et des minéraux a proximité de

la colonie (Mendez et al., 1985). Ce stade démarque I'état de mycélium végétatif.

Quand la colonie vieillit et commence 4 manquer de certains éléments, il y a
accumulation dans le mycélium végétatif de certains composés, dont du glycogéne et du
tréhalose (Brana ef al., 1986). En méme temps, il y a début de croissance verticale des
hyphes. Au fur et a mesure que ce mycélium aérien devient plus imposant, la dégradation du
mycélium végétatif s'amorce et les macromolécules (protéines et acides nucléiques) sont
recyclées. On remarque également un transport des matériels entreposés (sucres et sels) du

mycélium végétatif vers le mycélium aérien en formation (Mendez e al., 1985).

Eventuellement, les nutriments viennent & manquer. Les hyphes cessent de croitre et
les diverses copies du génome présentes dans les hyphes s'espacent. Des doubles parois
transversales se forment de chaque coté des génomes afin de former des compartiments

individuels. Ensuite, ces compartiments se séparent et deviennent ellipsoidaux pour former



Figure 1: Cycle de vie des Streptomycétes. (a) spores (b) spore en contact avec la matiére
lignocellulosique (c) début de croissance sous forme de mycélium (d)
propagation du mycélium dans le substrat (e) production de mycélium aérien (f)
dégradation du mycélium végétatif (g) formation de spores (h) agrandissement

de l'image précédente.






des spores (Chater, 1993). Enfin, les spores se répandent par I'entremise du vent et d'autres
vecteurs tels que les animaux. Dans le sol, les spores restent dans un état latent jusqu'a ce les

conditions redeviennent propices a la croissance afin que le cycle de vie puisse se répéter.

1.3  Enzymes lignocellulolytiques

Le matériel lignocellulosique forme la plus grande source de carbone organique
terrestre du globe. On en retrouve dans les cellules des végétaux dans lesquelles la
lignocellulose sert & donner la forme physique ainsi qu'a contribuer a la structure du systéme
de translocation de la séve. Des fibres de cellulose entourées d'hémicellulose sont déposées
en couches successives, dont les fibres se croisent a 90°, pour former les parois secondaires
des cellules végétales (Figure 2a). La matiére lignocellulosique est composée d'un mélange
de divers sucres dont du glucose, du xylose et du mannose. Dans les plantes, plusieurs
molécules de cellulose sont unies et entourées d'une gaine d'hémicellulose pour former une
micelle de cellulose (Figure 2b). Plusieurs de ces micelles sont unies pour former des
microfibrilles qui sont elles-mémes réunies pour former les fibres de cellulose. La cellulose
est un polymére de glucopyranose relié par des liens f1-4 (Figure 2¢) dont la longueur est
estimée entre 300 et 2500 unités (White et al., 1973). L'hémicellulose est un hétéropolymére
composé de molécules de xylopyranose liées en positions $1-4 avec des embranchements
latéraux contenant des molécules d'arabinose, de galactose, de mannose et de divers acides
organiques (Wilkie, 1979). Ces embranchements latéraux se lient entre eux et avec la

cellulose pour former une structure tridimensionnelle trés complexe.

La complexité de la structure de I'hémicellulose est telle qu'elle ne peut étre dégradée
par un seul enzyme. En effet, tous les micro-organismes lignocellulolytiques, y compris les

streptomycétes, produisent une panoplie d'enzymes spécifiques 4 la dégradation du matériel
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Figure 2: Composantes de la paroi cellulaire des plantes. (a) section d'une cellule végétale
(b) diagramme de la structure d'une microfibrille (Darmnell er al., 1990) (c)

polymére de glucopyranose (cellulose).
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lignocellulosique. La plupart de ces enzymes (arabinofuranosidases, acétylxylanesterases,
etc.) servent a libérer les sucres formant les embranchements secondaires du polymére de
xylane (polymére composé d'unités de xylose liés par des liens B1-4) et & dégrader le xylane

lui-méme (xylanases). Cette dégradation permet aux cellulases d'avoir accés au cellulose.

Il y a plusieurs groupes de recherche qui étudient la production d'enzymes
lignocellulolytiques par les streptomycétes. A [I'lnstitut Armand-Frappier, le groupe de
recherche sur les streptomycétes a isolé, cloné et caractérisé deux cellulases (Théberge e/
al., 1992, Wittmann et al., 1994), trois xylanases (Mondou ef al., 1986, Vats-Mehta et al.,
1990, Kluepfel ef al., 1993), une mannanase (Arcand ef al., 1993), une acétylxylanestérase
(Shareck et al., 1995) et deux arabinofuranosidases (Manin ef al., 1994, Vincent ef al., non

publié) toutes provenant de Streptomyces lividans.

1.4  Importance industrielle

Les streptomycétes ont toujours été des micro-organismes importants du point de
vue industriel car ils sont couramment utilisés pour la production d'antibiotiques
(streptomycine, gentamycine, etc.). Récemment, ils ont été examinés de plus prés comme
systéme pour la production d'enzymes homologues (protéine inhibitrice de P-lactamase;
Paradkar ef al., 1994) et hétérologues (toxine pertussique; Paradis ef al., 1995). La plupart
des enzymes et protéines ayant une valeur commerciale ou une importance médicale sont
produites a partir des organismes dont ils proviennent. La quantité ainsi produite est souvent
trés faible due aux restrictions imposées par le métabolisme de l'organisme lui-méme. Les
enzymes ou protéines se trouvent diluées avec d'autres protéines et molécules qui rendent la
purification trés coliteuse. L'avantage des streptomycétes réside en leur systéme de sécrétion

puissant et leur production de fagon naturelle de grandes quantités de protéines
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extracellulaires. Des souches exemptes de protéases ont été isolées afin de récupérer la
protéine sécrétée dans son intégrité (Butler et al.,, 1993). Du a leur capacité élevée de
sécrétion et au fait que la plupart des streptomycétes ne sont pas pathogénes chez 'homme,
les streptomycétes sont maintenant devenus des outils de choix pour produire des enzymes

déja présents dans les souches elles-mémes ainsi que des protéines d'autres organismes.

2.0  La génétique des streptomycétes

2.1  Usage des nucléotides dans les génes

Les streptomycétes ont un génome riche en nucléotides guanine et cytosine (G+C).
Le pourcentage moyen de G+C dans le chromosome des streptomycétes est estimé a 74%.
Cependant ce pourcentage peut varier, entre 61% et 78%, dépendant des espéces et des
génes. A l'intérieur des génes, il y a une préférence marquée pour la présence de guanine et
de cytosine comme troisiéme nucléotide dans les triplets de traduction (Wright et Bibb,
1992). Cette préférence pour les nucléotides G ou C en troisiéme position est en moyenne
de 84%, mais peut atteindre jusqu'a 98%. Certains chercheurs déterminent la présence de

cadres de lecture ouverts potentiels d'aprés ce pourcentage (logiciel Frame de Bibb).

2.2 Usage des codons chez les streptomycétes

En 1992, Wright et Bibb ont publié I'usage des divers codons par les streptomycétes
(Tableau I). Ce tableau démontre que l'usage des codons synonymes pour un acide aminé est
fortement biaisé en faveur de ceux qui ont un nucléotide guanine ou cytosine en troisiéme
position. Chez les codons synonymes qui différent pour le premier et le deuxiéme nucléotide,
il y a une préférence pour ceux qui contiennent le plus de G et C. Dans les codons

synonymes pour les deux acides aminés leucine et arginine, dont les nucléotides



Tableau I: Taux d'usage des codons pour chacun des acides aminés. D'aprés la compilation de 63 génes de Streptomyces (Wright et Bibb
1992) et le nombre de fois que ceux-ci sont présents dans chacun des génes de la cellulase A et cellulase B incluant leur peptide signal.

AA Codon % CelA CelB AA Codon % CelA CelB AA Codon % CelA CelB AA Codon % CelA CelB

Phe UUU 14 - - Tyr UAU 46 2 - Ser UCU 12 - - Cys UGU 129 1 2

UuUC 986 16 17 UAC 954 13 9 UcC 396 10 13 UGC 87.1 5 4
Uca 28 - 2

Leu UUA 02 - 2 His CAU 64 1 - UCG 263 10 12 Trp UGG 100 12 11
UuG 28 2 1 CAC 936 5 2 AGU 27 3 -

Cuu 24 2 - AGC 274 17 7 Arg CGU 63 - -

CuC 385 10 6 Gln CAA 6.7 1 1 CGC 462 il 6

CUA 03 - - CAG 933 13 13 Asn  AAU 42 I - CcGA 39 1 i

CUG 557 18 10 AAC 958 19 19 CGG 36.5 5 7

Pro CCU 32 - - AGA 13 - -

le AUU 43 - - CCC 432 7 11 Lys AAA 49 1 - AGG 5.7 3 2
AUC 927 13 10 CcCA 13 1 - AAG 95.1 9 1

AUA 29 1 1 CCG 532 18 15 Gly GGU 8.1 8 1

Asp GAU 42 5 - GGC 64 35 38

Met AUG 100 6 3 Thr ACU 21 1 - GAC 958 28 18 GGA 93 - 3

ACC 662 23 24 GGG 186 8 3
Val GUU 34 - 1 ACA 22 2 1 Ala GCU 29 2 1

GUC 556 18 20 ACG 294 14 18 GCC 594 31 23 Ter UGA 81 1 -

GUA 02 1 - GCA 42 1 4 UAA 32 - 1

GUG 39 18 11 Glu GAA 186 1 1 GCG 336 20 20 UGA 159 - -

GAG 814 13 6
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varient en premiére et troisiéme position, il y a une préférence pour les codons débutant avec
le nucléotide cytosine. Par contre, il faut noter que ces statistiques n'ont été compilées qu'a
partir de 63 génes qui provenaient de diverses souches de streptomycétes. Ces valeurs ne
tiennent pas compte du fait que trés peu de génes qui servent au maintien cellufaire ont été

séquencés, ni des variations entre les diverses souches (Wright et Bibb, 1992).

2.3  Triplet d'initiation TTG

Le codon TTG code pour une leucine et est généralement peu utilisé chez les
streptomycétes. Environ 3% des résidus leucine sont codés par le triplet TTG (Wright et
Bibb, 1992) lorsque ces derniers sont localisés a l'intérieur d'un géne (Tableau I). De plus,
son usage comme codon d'initiation est encore plus rare. Il n'y a que dix références a cette
situation répertoriées dans la littérature et dans la banque de donnée GenBank. De ces dix
protéines rapportées avec un TTG comme codon initiateur de leur traduction, il y a deux
cellulases, deux protéases, une glutamine amidotransférase, une intégrase/transposase, une
dTDP-glucose déshydratase, une B-kétoacyl synthétase/acétyltransférase, une protéine
impliquée dans la production de la lincomycine et une sous-unité de I'ATP synthétase
(Figure 3). Vu la diversité des protéines, il ne semble pas y avoir de lien direct entre

l'initiation par un codon TTG et un type de fonction particulier.

Suite a l'analyse de 746 séquences d'ADN de streptomycétes disponibles dans
GenBank, le taux d'usage des divers codons pour le départ de la traduction est d'environ
68.2 % pour le triplet ATG, 30.4 % pour GTG et seulement 1.3 % pour TTG. Normalement
le triplet TTG code pour une leucine, mais comme il s'agit du triplet d'initiation, celui-ci
permet l'adhésion d'une méthionine formylée pour démarrer la transcription. Chez les

procaryotes, Ganoza et al. (1985) ont remarqué que toute initiation de transcription se fait a
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Figure 3: Séquence partielle des 10 génes ayant un triplet d'initiation TTG; fpap
tripeptidylaminopeptidase ~ (Butler et al, 1994), hisH glutamine
amidotransférase (Limauro ef al., 1990), IS116 intégrase transposase présomptif
(Leskiw e? al., 1990), celA endoglucanase (Théberge ef al., 1992), tlp protéase
de type trypsine (Hintermann, 1994), strE dTDP glucose déshydratase
(Pissowotzki ef al., 1991), actIORF1 B-kétoacyl synthétase acyl transférase
(Fernandez-Moreno ef al.,1992), ImbV géne de la biosynthése de la lincomycine
(Pesche et al., 1994), celAl endoglucanase (Fernandez-Abalos ef al, 1992),
atpC synthétase de transporteur d'ATP-H' (Hensel ef al., 1991).



tpap CAGCGGCGAGGATCCCCGTACTTGTCGCGAACACGTACGGGGAGGGCCACTTGAGGAAGAGCAGCATACGGCGG

hisH GGCGCGGGCATGTGCCTGCTCGCGGGCGTCCTGAGGCTGGAGGTCTGGAGTTGACCGCCGCAGTCCCCGCCGGL
IS116 TTCTCCGGGCCACGGAATGCTGGTCACGGTGGTGGAACGGAGCGAGGCGGTTGAGCACGCGGCATGATCGGATA
celA TTGGGAGCGCTCCCATCGCGTTGTGTCGCCTTCGCACGAGGAGGAACGCTTTGAAACGCCTTTTGGCCCTGCTC
tlp CGTCTGATCACATACTGCGAGCCGCCCAACCCCCCACGARAGGACGTACGTTGACCCATACCACGACCATCGCC
StrE TCCCGTCGAACCGATCCGATCCCTCCCGACARGAAGCGGAGCCTGTTGCCTTGACCACCCATCTGCTCGTCACC

actIORF1 CCGACGATGACGACGACCACCGGACGAACGCATCGAAGGAGCTGTTCGGATTGAAGCGCAGAGTCGTCATCACG
1mbV TTCCGCGTCGTACACCCGGAAGCTGGGAGAGAGCCATTTACGCCATCGAGTTGCAGCGCAAGGGACTGGCCCGG

celAl TCCAGTGGGAGCGCTCCCAAAGTCACGTCCTCTGAAATCGAGGTACTGTCTTGAGCCGCAAACTTCGTACCCTG

atpC TTGTAACCAACACCCGGCTCTCCCGCCGGGTGGTGACCCGAGGAGCCACCTTGGCTGCTGAGCTGCACGTCGCG
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l'aide d'une méthionine formylée. La boucle anticodon de I'ARN de transfert initiateur ARNt;
se lie avec les triplets AUG et GUG pour démarrer l'initiation. Toutefois, dans le cas du
codon UUG, il y aurait une interaction et une liaison avec la boucle T du méme ARNt,
(Figure 4). 11 faut donc que I'ARN se replie et se contorsionne pour se placer au bon endroit
(Kuchino et al., 1982). Ce manque d'appariement et repliement de 'ARNy pourrait causer
une diminution ou un ralentissement dans le départ de la traduction de I'ARNm par les

ribosomes.

Par le passé, Fernandes-Abalos e al. (1991) ont muté le géne codant la synthése de
la cellulase A, de S. halstedii pour changer le codon TTG en ATG afin de produire la
protéine chez E. coli, mais ils n'ont fait aucune mention de l'effet de cette modification chez
les streptomycétes. L'effet provoqué par le changement du codon de départ du géne celA

sur le taux de production de cellulase A chez les streptomycétes est inconnu.

24 Codon TTA

Lors de la cartographie préliminaire du chromosome de §. coelicolor, fait par
Hopwood et ses collaborateurs (1967), plusieurs mutants isolés présentaient le phénotype
chauve, car ils avaient de la difficulté a produire du mycélium aérien et des spores. Une série
de ces mutants nommeée bld (bld pour bald) étaient aussi incapables de produire plusieurs
des antibiotiques que produisait la souche sauvage. Outre cette inhabilité de passer a leur
phase de croissance secondaire, ces mutants avaient le phénotype normal de leur espéce

pour la croissance primaire.

Avec l'arrivée des techniques de biologie moléculaire modernes, les chercheurs du
John Innes Institute en Angleterre ont rapporté avoir isolé un fragment d'ADN, provenant

d'une banque génomique, qui reconférait le phénotype sauvage aux mutants b/dA (Piret et
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Figure 4: Séquence en nucléotides contenue dans I'ARNy (sous forme de tréfle) de

Streptomyces griseus (Kuchino et al. 1982).
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Chater, 1985). Iis ont par la suite séquencé les mutants bIdA et remarqué que dans cinq des
mutants, les mutations étaient délimitées a l'intérieur d'une région de 16 nucléotides. Suite a
I'analyse de cette région, ils ont postulé qu'il existait possiblement une séquence codant pour
un ARN, qui reconnaitrait les codons UUA et permettrait la traduction de ce codon pour
l'acide aminé leucine (Lawlor ef al. 1987). D'autre part, Babcock et Kendrick en 1990 ont
tenté de reconférer l'activité sporulante d'un autre type de mutant bld chez S. griseus. lls ont
isolé un fragment d'ADN, par complémentation de mutants, qui reconférait cette activité et
qui contenait un cadre de lecture potentiel pour une protéine de 55.5 kDa. Ce cadre de
lecture possédait un codon leucine TTA. La sporulation passait donc par I'entremise d'une

protéine qui était au moins sous le contrdle de I' ARNtyya.

Les études sur les codons TTA se sont intensifiées par la suite. En 1991, Leskiw ef
al. (1991a et 1991b) ont présenté des études de la dépendance au géne bI/dA, des genes
carB, lacZ, ampC, hyg et aad contenant un ou plusieurs codons TTA. Les génes carB, lacZ
et ampC étaient fortement dépendants du bldA pour leur expression. Les génes hyg et aad
(résistance a I'hygromycine et & la spectinomycine) avaient une dépendance partielle au
bidA, probablement due a l'appariement imparfait du codon UUA avec un autre ARN,
leucine. Ils ont aussi noté que le remplacement du codon TTA pour CTC (leucine) rendait le
géne carA indépendant du b/dA. Fernandez-Moreno ef al. (1991) ont trouvé des codons
TTA dans deux des genes responsables de la production d'actinorhodine. Un de ces génes,
actlI-ORF4, un géne responsable de ['activation de la transcription fut muté et le codon TTA
remplacé par un codon TTG qui est aussi un codon minoritaire pour la leucine. Suite 2 la
mutagénése, le mutant avait perdu la régulation temporelle présente avec le géne sauvage et
d'actinorhodine était produite lors du métabolisme primaire. En 1991, Leskiw et al.
proposent que les codons TTA seraient impliqués dans la régulation des génes controlant la

production de protéines permettant le développement du métabolisme secondaire. Les génes



nécessaires pour la croissance végétative ne devraient pas comporter de codons TTA,
l'usage de ces codons serait réservé aux génes régulateurs du métabolisme secondaire et de

la production d'antibiotiques.

Au début de 1993, Leskiw ef al. ont publié des résultats démontrant que la
production de B-lactamase & partir d'un géne rapporteur ampC (S. coelicolor) contenant
plusieurs codons TTA était favorisée lors du métabolisme secondaire. IIs ont aussi noté qu'il
y avait trés peu d'ARNtyya dans les cultures jeunes mais qu'il y en avait une surabondance
dans les cultures plus vieilles. Quelques mois plus tard, Gramajo e al. (1993) ont rapporté
qu'en culture liquide, il y avait traduction des codons UUA du géne d'actinorhodin (8.
coelicolor) dés le départ des cultures (pendant le métabolisme primaire) et qu'il n'y avait pas
d'augmentation dans la production d'ARNt pendant la culture. Ceci contredit les résultats

précédents et une divergence d'opinion existe présentement entre ces deux groupes.

2.5 Codon AAA

Il y a deux codons synonymes pour la synthése de l'acide aminé lysine (AAA et
AAG). D'aprés les statistiques de Wright et Bibb (1992), l'usage du codon AAG est
majoritaire a2 95% et le codon AAA est utilisé & 5% lors de la traduction de I'acide aminé
lysine. Il y a donc encore une préférence marquée pour l'usage des nucléotides G+C versus
A+T. Ces données sont en accord avec la théorie de pression directionnelle de mutation de

Sueoka (1992).

En 1993, Ueda et ses collaborateurs ont muté le codon AAA minoritaire (position
Lys89) du gene ssi (streptomyces subtilisin inhibitor) pour le remplacer par le codon AAG

majoritaire. Ils ont remarqué que la mutation produisait une faible diminution de Ia
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production de cet enzyme. Ils en ont conclu que la présence du codon AAA intervenait

probablement pas dans la régulation de l'expression du geéne ssi chez les streptomycétes.

3.0  Les cellulases chez Streptomyces lividans

En 1987, Shareck e al. ont isolé quatre clones (IAF9, IAF12, IAF74 et
IAF82), qui conférent une activité endoglucanolytiques aux souches mutantes S. /ividans
10-164 et 8-83, a partir d'une banque génomique de S. lividans 1326 d'approximativement
30 000 clones. Les cartes de restriction préliminaires de ces clones ont montré: que l'insert
du clone IAF9 était un sous fragment de l'insert du clone IAF12 et que les clones IAF74 et
IAF82 avaient une région commune. Le clone IAF9, qui contient le géne ce/B (Wittmann ef
al., 1994), produit 16 fois plus de cellulase B que la souche sauvage de S. lividans 1326. Par
ailleurs le clone IAF74 (Théberge ef al., 1992), qui contient le géne celA, produit 850 fois
plus de cellulase A que la méme souche sauvage (Shareck ez al.,1987). Ceci est di au fait

que les génes celA et ce/B ont été clonés dans des vecteurs a copies multiples.

3.1 Cellulase A

La cellulase A a été purifiée, caractérisée et le géne séquencé en 1992 par Théberge
et al. & partir du clone IAF74 (Figure S). Le géne de la cellulase A est composé de 1380
nucléotides et on retrouve en amont du géne une séquence de 14 nucléotides
complémentaire et inversée que I'on retrouve fréquemment dans les génes de cellulases. En
amont du géne celd, il y a deux séquences a -35 et -10 qui permettent le départ de la
transcription. Le départ de la traduction se fait avec un codon TTG au lieu du codon ATG

typique. On retrouve un site favorable 4 la fixation des ribosomes 4 sept nucléotides en
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Figure 5: Séquence en nucléotides du géne celA et acides aminés déduites correspondant a
la protéine compléte.
Légende:
la séquence inversée est en souligné double,
le site de fixation des ribosomes est souligné,
les codons rares sont encadrés,
le peptide signal correspond au 1% bloc ombré,
le domaine de fixation & la cellulose suit,
le linker est indiqué par le 2™ bloc en ombré et

le domaine catalytique continue jusqu'a la fin.
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amont de ce triplet TTG. Il y a également un triplet ATG dans le méme cadre de lecture 4 57
nucléotides en amont du codon TTG. Toutefois, il ne semble pas y avoir de site propice a la

fixation des ribosomes en amont de cet ATG (Théberge ef al., 1992).

La cellulase A est une endoglucanase de 46 kDa et dont le point isoélectrique est de
3.3. L'activité optimale de I'enzyme est & 50°C et & un pH de 5.5. La protéine compléte est
composée de 459 acides aminés dont 27 forment le peptide signal. La protéine mature est
composée de deux domaines. Il y a un domaine catalytique du c6té N-terminal et un
domaine de fixation a la cellulose du c6té C-terminal. D'aprés son site catalytique, la
cellulase A ferait partie de la famille des endoglucanases de type A. La cellulase A dégrade
la cellulose en cellobiose et autres oligoglucosides, mais ne produit pas de glucose. Les
épreuves de dégradation démontrent que la cellulase A semble étre capable de
transglycosyler les petits oligoglucosides et produire du cellohexaose. Cette
transglycosylation n'est probablement pas trés utilisée dans la nature, car les fragments de
ceflulose seraient absorbés par le micro-organisme au fur et 2 mesure qu'ils seraient produits

(Théberge et al,. 1992).

3.2 Cellulase B

La cellulase B a été purifiée, caractérisée et le géne séquencé par Wittmann ef al. en
1994 & partir du clone IAF9 (Figure 6). Le géne de la cellulase B est composé de 1143
nucléotides. On retrouve en amont du géne celB des séquences de 13 nucléotides répétées et
inversées. Les sites a -35 et -10 du promoteur permettent le départ de la transcription. Le
départ de la traduction se fait avec le codon typique ATG en amont duquel on retrouve un
site favorable a la fixation des ribosomes. La séquence qui code le peptide signal contient

deux triplets TTA codant pour deux résidus de leucine. Tel que décrit a la section 2.4, ce
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Figure 6: Séquence en nucléotides du géne ce/B et acides aminés déduites correspondant a
la protéine compléte.
Légende:
la séquence inversée est en souligné double,
le site de fixation des ribosomes est souligné,
les codons rares sont encadrés,
le peptide signal correspond au 1* bloc ombré,
le domaine catalytique suit,
le linker est indiqué par le 2™ bloc en ombré et

le domaine de fixation a la cellulose continue jusqu'a la fin.
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codon est trés peu utilisé et servirait & réguler les génes codant pour des protéines utilisées

lors du métabolisme secondaire du micro-organisme (Wittmann ef al., 1994).

La cellulase B est aussi une endoglucanase 36 kDa et dont le point isoélectrique est
de 4.2. L'activité optimale de I'enzyme est a 60°C et a un pH de 6.5. La protéine compléte
est composée de 381 acides aminés dont les 40 premiers forment le peptide signal. A
linverse de la cellulase A, la cellulase B possédent son domaine catalytique du coté
N-terminal et son domaine de liaison a la cellulose du cété C-terminal. D'aprés sa séquence
en acides aminés, la cellulase B ferait partie de la famille des endoglucanases de type H.
L'enzyme dégrade la cellulose en divers oligoglucosides mais ne produit pas de glucose.
Contrairement a la cellulase A, la cellulase B semble étre dépourvue d'activité de

transglycosylation des oligoglucosides (Wittmann ez al., 1994).

4.0  Mutagénése dirigée

La science est la connaissance des conséquences et dépendance d'un fait sur un autre
(Hobbes, 1651). La compréhension d'un mécanisme complexe ne peut se faire que par
I'examen des sous-unités qui le composent. Plus les sous-unités sont isolées, plus il est facile
de déterminer leur role dans le systéme complet. La mutagénése dirigée est un outil
indispensable pour déterminer comment fonctionnent les systémes vivants. Cet outil permet
la modification du code génétique qui dicte le fonctionnement de I'organisme vivant. En
mutant avec précision des fragments d'ADN on tente de trouver des liens de cause a effet

pour comprendre petit & petit les piéces du puzzle complexe qu'est la génétique.
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Les premiéres tentatives pour faire des modifications dans un systéme génétique
étaient réalisées a l'aide d'agents mutagénes dont des produits chimiques et des sources
d'énergie puissante. Les mutants ainsi produits étaient aléatoires et il était difficile de trouver
des liens directs de cause a effet car I'on ne pouvait pas déterminer le point exact de
mutagénése. On ne pouvait pas déterminer la cause exacte, mais on pouvait remarquer des

différences et changements qui laissaient supposer qu'il y avait des causes spécifiques.

Avec les techniques de biologie moléculaire et le clonage dans des phages et
plasmides, on a pu isoler des fragments d'ADN pour les modifier plus facilement. Ces
premiéres modifications consistaient a déléter des régions d'ADN (Lai ef al., 1974, Carbon
et al., 1975) par des digestions et ligations. Par la suite, on pouvait faire de petites délétions
partielles sur un des fragments d'ADN et le repolymériser (Flavell ef al., 1974). On pouvait

produire plusieurs mutants de cette fagon, mais encore de fagon aléatoire.

Ce n'est qu'avec la possibilité de synthétiser des oligonucléotides que la mutagénése
dirigée devenait vraiment applicable (Hutchison ef al., 1978, Razin ef al., 1978). Cette
méthode initialement laborieuse, due a la complexité de produire des oligonucléotides,
pouvait changer spécifiquement un ou plusieurs nucléotides et permettait d'examiner plus
facilement la modification d'un seul élément au lieu de plusieurs dans un systéme trés

complexe.

De nos jours, les méthodes de mutagénése se sont raffinées et par conséquent
simplifiées. I y a plusieurs méthodes de mutagénése, mais elles reposent toutes sur l'usage
d'oligonucléotides incorporant les mutations voulues et de I'hybridation de ceux-ci avec un

ADN matrice.
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4.1  Mutagénése par la méthode du simple brin poly uracil

Cette méthode de mutagénése a été développée par Kunkel et al. (1987). Elle
consiste & polymériser in vitro un brin d ADN complémentaire a un brin matriciel, simple
brin polyuracilé, en utilisant une amorce mutée auquel on mélange des nucléotides, de la

ADN ligase T4 et de la ADN polymérase T4.

Cette mutagénése se fait en plusieurs étapes. Le phagemide contenant le géne a
muter est transformé dans une souche d'Escherichia coli dut ung (souche E. coli CJ236)
permettant l'incorporation de quelques résidus uracil en remplacement de thymine dans son
ADN et dans les plasmides qu'il porte. La culture est surinfectée avec un phage auxiliaire, le

phage M13K07, pour produire des phages contenant de 'ADN simple brin poly uracilé.

Il faut par la suite faire hybrider une amorce incorporant la mutation voulue et
polymériser in vitro le brin complémentaire a l'aide de la T4 ou la T7 ADN polymérase, de
nucléotides et de 1a T4 ADN ligase. Le produit de cette polymérisation est transformé dans
une souche d'E. coli ung® qui va dégrader le brin d'ADN parental contenant les uraciles, et le
remplacer avec un brin complémentaire au brin polymérisé in vitro. Ceci produira le
phagemide sous forme d'ADN double brin muté a l'emplacement voulu. Un diagramme

sommaire de cette méthode est présenté a la Figure 7.

Afin de vérifier les clones produits, I'étape finale consiste & cribler les mutants
potentiels par hybridation avec l'oligonucléotide ayant servi 4 la mutagénése. Les plus
prometteurs doivent étre séquencés pour déterminer si réellement la mutation est présente a

I'emplacement voulu.

Cette méthode de mutagénése est puissante et permet un taux de mutation spécifique

allant jusqu'a 70 % (Kunkel ez al., 1987). Son point faible est la préparation de 'ADN simple
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Figure 7: Diagramme de la mutagéneése dirigée par la méthode du simple brin poly uracil.
(a) plasmide non muté (b) plasmide simple brin polyuracil (c¢) plasmide avec
amorce hybridée (d) polymérisation du brin complémentaire (e) dégradation du

brin polyuracil (f) plasmide muté.
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brin qui doit étre préparé avec beaucoup d'attention, en quantité suffisante et trés bien purifié

avant son utilisation.

4.2  Mutagénése par I'élimination d'un site de restriction unique.

Cette méthode de mutagénése a été mise au point par Deng et Nickoloff (1992) et
consiste & muter un plasmide par hybridation sur le plasmide de deux amorces mutantes, une
pour le site que I'on veut muter et la deuxiéme pour éliminer un site de restriction unique. La

sélection se fait pour les vecteurs ayant perdu ce site de restriction unique (Figure 8).

Les deux brins d'un plasmide sont séparés par dénaturation thermique puis la
température redescent d la normale lentement en présence d'une surabondance des deux
types d'amorces. Les nucléotides, 'ATP, la T4 ADN ligase et la T4 ADN polymérase sont
ajoutés pour produire, in vitro, le brin d'ADN complémentaire au brin parental auquel se
sont fixées les deux amorces. Le produit de la polymérisation est digéré avec I'enzyme de
restriction qui digére I'ADN au site de restriction unique. Ce mélange est transformé dans
une souche d'E. coli qui est déficiente au niveau du systéme de réparation d'ADN avec un
mauvais appariement (mu¢ S). Comme le taux de transformation d'ADN circulaire est de
cent & mille fois plus efficace que celui de 'ADN linéaire (Conley et Saunders, 1984), la
grande majorité des transformants sera le produit de I'étape de polymérisation avec un
mauvais appariement au site de restriction unique. In vivo, le plasmide se réplique en
produisant deux types de plasmides, le premier de type parental, et le deuxiéme de type
muté. Les plasmides sont isolés a partir de la culture compléte puis digérés et retransformés
une deuxiéme fois pour ainsi éliminer le plasmide parental. Les clones produits de cette

fagon devraient majoritairement étre muté au site de restriction unique.
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Figure 8: Diagramme de la mutagénése dirigée par la méthode de sélection pour
I'élimination d'un site de restriction unique (Deng et Nickoloff, 1992). (a)
plasmide parental (b) plasmide aprés dénaturation thermique avec deux amorces
hybridées (c) suite a la polymérisation il peut y avoir deux types de plasmides,
un parental et le deuxiéme hybride (d) digestion du produit de I'étape de
polymérisation donne deux structures, dont seulement la circulaire peut
efficacement transformer (e) séparation des deux brins (in vivo) pour réplication
(f) production de deux types de plasmides; un parental et I'autre avec une double

mutation (g) digestion produit encore deux structures (h) plasmide muté.
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Si la mutation ne produit pas un phénotype facilement identifiable, il faut alors cribler
les mutants par hybridation a l'aide d'amorce mutée. Il est de rigueur de séquencer la région

du géne muté pour s'assurer que la mutation soit présente a I'emplacement voulu.

Comparée a la méthode de Kunkel, cette méthode de mutagénése a I'avantage de ne
pas nécessiter une préparation spéciale de 'ADN avant son usage. Ceci permet de diminuer
le matériel ainsi que le temps requis pour produire des mutants en donnant un taux de
rendement d'environ 80% (Deng et Nickoloff, 1992). Par contre, il faut utiliser deux

amorces au lieu d'une seule.

4.3  Mutagénése par amplification a la polymérase (PCR)

La mutagénése par amplification élective a4 la polymérase fut rapportée pour la
premiére fois en 1989 par Ho er al. Cette méthode est presque complétement réalisée in
vitro ou on peut observer le rendement de chaque étape. La seule étape in vivo est une

transformation suite a une simple ligation (Figure 9).

La mutagénése est réalisée en deux étapes. Deux amplifications des régions en amont
et en aval du site a étre muté sont réalisées en se servant de quatre amorces dont deux pour
le site 4 muter, une en amont d'un site de restriction unique et une en aval d'un autre site de
restriction unique. Les produits des amplifications sont séparés et purifiés, puis mélangés
pour servir comme matrice pour une deuxiéme étape d'amplification. Cette deuxiéme étape
d'amplification se fait seulement avec les deux amorces aux extrémités. Le produit est purifié

et recloné dans le vecteur d'origine via les deux sites de restriction uniques.

Cette méthode de mutagénése a l'avantage d'étre rapide, d'étre effectuée presque

entiérement in vitro et de permettre l'examen de chaque étape du processus. Elle ne
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Figure 9; Diagramme de la mutagénése dirigée par amplification élective a la polymerase.
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nécessite pas de souches spéciales ni de préparation antérieure de I'ADN matriciel. Par
contre, cette méthode nécessite un thermocycleur, quatre amorces et un vecteur dont les
sites de restriction permettent son usage. Initialement ces protocoles furent mis de c6té car
la seule polymérase thermorésistante é€tait la polymérase Taq qui n'a pas d'activité
exonucléase 3'-5' et ne pouvait pas corriger les erreurs qu'elle produisait (Keohavong et
Thilly, 1989). Cette possibilité d'incorporation d'erreurs rendait la méthode peu populaire.
Présentement, plusieurs polymérases thermorésistantes sont disponibles telles que la Vent, 1a
Pfu et la Pwo, qui ont cette activité correctrice et donne des produits plus fidéles a la matrice

de départ (Brail et al., 1993).

Ce protocole peut étre modifié légérement pour produire des génes hybrides (Horton
et al., 1989). Ceci se fait en construisant des amorces répétées inversées dont la partie 5'
permet l'amplification de génes différents. Les deux fragments de géne ainsi produits sont
alors mélangés puis amplifiés a partir de chaque extrémité et il y a production d'un nouveau

gene.
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Objectifs

- Mutation des deux codons TTA contenus dans le peptide signal de ce/B de S. lividans par
des CTG. Vérifier la régulation que subit l'enzyme ce/B par bldA en examinant la
production de cellulase B en fonction du temps de croissance et ceci par les divers
mutants. Rapporter l'effet qu'ont ces modifications sur la production de cellulase B et sur

celle d'autres enzymes lignocellulolytiques.

- Mutation du codon de départ a la traduction TTG et le codon suivant AAA de ce/A
provenant de S. lividans par des codons plus communs a la génétique des streptomycétes.
Déterminer quel effet ces modifications ont sur la production de cellulase A et sur

d'autres enzymes lignocellulolytiques sécrétées.

- Produire deux génes hybrides ayant le promoteur, le site de fixation des ribosomes, et le
peptide signal du géne de la xylanase A et la séquence codant la protéine mature de la
cellulase A ou cellulase B. Comparer la production de cellulases par les souches

contenant un des génes hybrides a celle de la souche contenant le géne sauvage.
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1.0 Produits

1.1  Produits chimiques

Acétate de potassium -- BDH

Acétate de sodium --Baker

Acétone -- Baker

Acide acétique -- Fisher

Acide borique -- Bio-Rad

Acide citrique -- Baker

Acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA) -- Sigma
Acide hydrochlorique -- Fisher

Acide 3-N-morpholino propanesulphonique (MOPS) -- BDH
Acide parahydroxy benzoique hydrazine -- ICN
Acide maléique -- BDH

Acide trichloroacétique (TCA) -- Baker

Acrylamide 4 électrophorése -- ICN

Adénosine tri-phosphate (ATP-*P 1.01uCi/ul 37MBq) -- ICN
Adénosine tri-phosphate (ATP) -- Pharmacia

Agar pour milieu de culture -- DIFCO

Agarose a électrophorése -- ICN

Albumine de sérum bovin (fraction V) (BSA)-- Sigma
Ampicilline -- Boehringer Manheim

AMPPD -- Boehringer Manheim

Bacto-extrait de levure -- Difco

Bacto-tryptone -- Difco

Bleu de bromophénol -- Bio-Rad

Bleu de Coomassie (R 250) --Bio-Rad

Borax -- Sigma

Bromure d'éthidium -- Bio-Rad

Butanol -- BDH

Carbonate de sodium -- BDH
Carboxyméthylcellulose (CMC) -- Sigma

Casamino Acids -- DIFCO

Chloramphénicol -- Boehringer Manheim
Chloroforme -- BDH

Chlorure de calcium -- BDH

Chlorure de césium -- ICN

Chlorure de cobalt -- Baker

Chlorure de cuivre -- Baker

Chlorure de fer -- Baker

Chlorure de magnésium --Baker

Chlorure de manganése -- BDH
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Chlorure de potassium -- Baker

Chlorure de sodium -- BDH

Chlorure de tétraméthylammonium -- BDH

Chlorure de zinc -- BDH

Citrate de sodium -- Baker
2-Déoxyadenine-5-triphosphate (JATP) -- Pharmacia
2-Déoxycytosine~S-triphosphate (dCTP) -- Pharmacia
2-Déoxyguanine-S-triphosphate (dGTP) -- Pharmacia
2-Déoxythymine-5-triphosphate (dTTP) -~ Pharmacia
2-Déoxyuracil-5-triphosphate (dUTP) -- Pharmacia
Ethanol -- Gouvernement du Québec

Extrait de viande -- DIFCO

Ficoll 400 000 -- Sigma

Glucose -- Baker

Glycérol -- ICN

Glycine -- ICN

Huile de paraffine -- BDH

Hydroxyquinoline -- Sigma

Hydroxyde de sodium --Baker

Isopropanol -- BDH
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) -- Boehringer Manheim
Kanamycine --Boehringer Manheim

Lait écréme -- Difco

Maltose -- Difco

B-Mercaptoéthanol -- BDH

Méthionine -- Sigma

N'N' méthyléne BIS acrylamide -- Bio-Rad
molybdate d'ammonium tetrahydrate -- Aldrich
N.-Z.amine A (caséine hydrolysée) -- Sheffield
Persulfate d'ammonium -- Bio-Rad

Phénol -- BRL

Phénol-Analar -- BDH

Phosphate de potassium dibasique -- BDH

Phosphate de potassium monobasique -- Fisher
Phosphate de sodium dibasique -- Anachemia
Phosphate de sodium monobasique -- Fisher
Polyéthyleéneglycol -1600 (PEG) -- Boehringer Manheim
Polyvinylpyrrolidone (PVP 40) -- Sigma

Proline -- Sigma

Propionamide -- Aldrich

Protéine A'*I (1uCi/pl 167TBg/mmol) -- ICN

Rouge Congo -- Baker

Saccharose -- BDH

Sodium dodécyl sulfate (SDS) -- Boehringer Manheim
Sulphate d'ammonium -- Fisher



Sulphate de cuivre -- BDH

Sulphate de fer -- Baker

Sulphate de magnésium -- Baker

Sulphate de manganése -- Baker

Sulphate de potassium -- Baker

Sulphate de zinc -- Baker

Tartrate double de sodium et potassium -- BDH

TES (acide N-tris[Hyroxyméthyl] méthyl-2-aminoéthanesulfonique) -- Sigma
Triton X-100 -- Sigma

Tétracycline --Boehringer Manheim
N,N,N',N'-tétraméthyléthylénediamine (TEMED) --Bio-Rad
Thiostreptone -- Squibb

Tris --Boehringer Manheim

Tyrosine -- Sigma

Tryptic soy broth -- Difco

Tween 80 -- Aldrich

Urée --Bio-Rad

X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosidase) -- Bio-Rad
Xylane de bouleau -- Sigma

Xyléne cyanol -- Sigma

1.2 Trousses

Bio-Rad Protein Assay -- Bio-Rad
Kit de Mutagénése USE -- Pharmacia
Kit de Mutagénése T7 --Bio-Rad
Miniprep Kit Plus -- Pharmacia

1.3  Enzymes

ARNase A (Pharmacia)

ADNase I (Pharmacia)

Lysozyme (Pharmacia)

Pfu (Pyrococcus furiosus) ADN polymérase (Stratagene)
Phosphatase alcaline d'intestin de veau (Pharmacia)

S1 nucléase (Pharmacia)

T4 ADN ligase (Pharmacia)
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T4 ADN polymérase (Bio-Rad)

T7 ADN polymérase (Bio-Rad)

T4 polynucléotide kinase (Pharmacia)
Enzymes de restriction (Pharmacia)

2.0 Souches bactériennes

Une description des souches d'E. coli et S. lividans utilisées lors des travaux est

présentée au Tableau II.

3.0  Oligonucléotides synthétiques

Les oligonucléotides nécessaires pour la mutagénése dirigée, pour le séquengage et
pour les réactions de PCR ont été produits a l'aide d'un synthétiseur d'oligonucléotides
modéle LKB Gene Assembler Plus de la compagnie Pharmacia. Une description de la

composition des amorces synthétiques utilisées est présentée dans le Tableau II1.

4.0 Vecteurs et phages

La liste et la description des vecteurs et des phages utilisés lors des travaux sont

présentées au Tableau IV.

5.0 Milieux de culture
5.1 Milieu 2XTY

Le milieu nutritif 2XTY est un milieu liquide ou solide utilisé communément pour la
culture d'E. coli. 1l contient 1.6% de Bacto-tryptone, 1% d'extrait de levure et 0.5% de
NaCl.



Tableau II: Souches utilisées lors des travaux

Souche

Caractéristiques

Source

Streptomyces lividans 1326

Streptomyces lividans J1725

Escherichia coli BMH 71-18 mut S

Escherichia coli CI236

Escherichia coli DH11S

Escherichia coli MV 1190

souche sauvage

mutant bldA" (sporule avec difficulté)

thi supE A(lac-proAB) [mutS::Tn10] F' [proAB" lacl® lacZ
AM15]

dutl ungl thi-1 relAl pCI105[cam™F")

F- mcrA A(mrr hsdRMS mcrBC) A(lac-proAB) A(recA1398)
deoR rpsL sri thi' [F' proAB" lacl"ZM15

A(lac-proAB) thi supE A(srl-recA) 306::Tnl0 (tet)' [F':tra
D36 pro AB lacl"Z AM15]
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Tableau III: Composition et longueur des amorces utilisées lors des travaux de mutagénése, de la
construction de génes hybrides et pour le séquengage.

Amorce Séquence Longueur
CA-HN  (sens) 5'-GAC GAA GCT TGA GCC GTC CGC ATG GGC AGC GA-3' _52
CA-HN2 (sens) 5'-GGG AAG CTT CTA GAG CCG GTC GCC CCG CGC AC-3' 32
CAK (sens) 5'-ACG AGG AGG AAC GCT TTG AAG CGC CTT TTG GCC CTG-3' 36
CA-KC  (anti-sens) 5-CAG GGC CAA AAG GCG CTT CAA AGC GTT CCT CCT CGT-3' 36
CA-M (sens) 5'-ACG AGG AGG AAC GCT ATG AAA CGC CTT TTG GCC CTG-3' 36
CA-MC (anti-sens) 5-CAG GGC CAA AAG GCG TTT CAT AGC GTT CCT CCT CGT-3' 36
CA-MK  (sens) 5-ACG AGG AGG AAC GCT ATG AAG CGC CTT TTG GCC CTG-3' 36
CA-MKC (anti-sens) 5-CAG GGC CAA AAG GCG CTT CAT AGC GTT CCT CCT CGT-3¥ 36
CA-PC  (anti-sens) 5-ACG CCG CAG ACG TGC AGT TGG-3' 21
CA-XC  (anti-sens) 5'-GGC CTT GCA GCC GGT GGC GGC GTG TGC CCC CGG CGG-3' 36
CA-XN  (sens) 5'-CCG CCG GGG GCA CAC GCC GCC ACC GGC TGC AAG GCC-3' 36
CB-1C  (anmti-sens) 5-GCG GGC CTG GGG CCG CAG CGT TCG CAT GGG GGC-3' 33
CB-IN  (sems) §5'-GCC CCC ATG CGA ACG CTG CGG CCC CAG GCC CGC-3' 33
CB-2C  (anti-sens) 5-GAG GGC GAA GGC CGC CAG GAC CGC GCC CAG GGC-3' 33
CB-2N  (sens) 5GCC CTG GGC GCG GTC CTG GCG GCC TTC GCC CTC-3' 33
CB-HN  (sens) 5-CGA CGA AGC TTG CCG CAC GAT GGT GCG GCT GCT GCC TG-3' 38
CB-MC (anti-sens) 5-CGT CAG GGA CGC GTT CCA GGC-3' 21
CB-XC (anti-sens) 5-TTC GAC GAT CGT GGT GTC GGC GTG TGC CCC CGG CGG-3' 36
CB-XN  (sens) 5CCG CCG GGG GCA CAC GCC GAC ACC ACG ATC TGC GAA-3' 36
OLTOG (sens) 5-TAT GAC CAT GAT TAC AGA TCT GAG CTC GGT ACC CGG -3' 36

(sens)

5CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'

17




Tableau IV: Vecteurs et phages utilisés.

Vecteur Caractéristiques Source

M13mpl8 forme réplicative du phage M13 avec cassette de clonage multiple dans

le géne lacZ (EcoRI--HindlII) Pharmacia
M13mp19 forme réplicative du phage M13 avec cassette de clonage multiple dans

le géne lacZ (Hindl1l--EcoRI) Pharmacia
pST55#1 vecteur navette E. coli et streptomycetes: s, amp’, ori pBR322, ori f1

et ori streptomycétes Paradis et al, 1992
pTZ19U vecteur multicopies E. coli amp', lacZ, ori E. coli, ori f1 et cassette de

clonage multiple dans le géne /acZ (Hindll1--EcoRI) Pharmacia
pSTS55#1/celA celA cloné dans le vecteur pST55#1 Théberge et al. 1992
pTZ19U/celB celB cloné dans le vecteur pTZ19U Wittmann et al. 1994
pTZ19U/xina xInA cloné dans le vecteur pTZ19U Moreau et al. 1994
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5.2  Milieu Bennett modifié

Ce milieu est une version modifiée du milieu Bennett. Il servait au maintien des
souches de S. lividans. 1l est composé de 0.1 % d'extrait de levure, de 0.1 % d'extrait de

viande, de 0.2 % de N.Z. amine A, de 1 % de maltose et de 2 % d'agar.

53 MilieuH

Le milieu H est composé de 1% tryptone, de 0.8% de NaCl et de 1.2 % d'agar. Il
sert de milieu solide de base sur lequel on coule une gélose molle (1% tryptone, 0.8% NaCl,
0.8% d'agar, 300uM IPTG, 0.03% de X-gal et cellules de fond) contenant le produit d'une
transformation avec le phage M13. Le milieu ainsi préparé permet la différenciation des

phages avec ou sans insert suivant la coloration de la plage (bleue ou blanche).

54  Milieu LB

Le milieu LB est utilisé pour la culture et lisolement de clones produits suite aux
transformations dans le protocole de mutagénése dirigée de la compagnie Pharmacia. Ce
milieu contient 1% de Bacto-tryptone, 0.5% de NaCl et 0.5% d'extrait de levure. Le pH est
ajusté a 7.0 avec du NaOH SN puis le mélange est stérilisé a l'autoclave. Pour obtenir des

milieux solides, il faut ajouter 1.5% d'agar.

5.5 Milieu LB de Miller

Ce milieu de culture est utilisé lors du protocole de mutagénése dirigée de la
compagnie Pharmacia. Le milieu contient 1% de Bacto-tryptone, 1% d'extrait de levure
Bacto et 0.5% de NaCl.
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5.6 Milieu M14

Le milieu M14 utilisé pour la culture de streptomycétes, est un milieu minimal, ne
contenant que quelques sels minéraux et du Tween 80. Divers sucres comme le
carboxyméthylicellulose (CMC), le cellobiose et le xylane y sont ajoutés pour fournir une
source de carbone spécifique 4 la souche cultivée. Le Tween 80 agit comme un détergent et
favorise la croissance en inhibant la formation de gros amas de mycélium. Ce milieu contient
0.14 % de (NH4);:SO,, 0.55% de K;HPO,, 0.1% de KH,PO,, 0.2% de Tween 80, et 0.1 %
d'une solution de sels minéraux et la source de carbone. La solution de sels minéraux
contient 1.40 g de ZnSO,, 1.6 g de MnSO,, 5 g de FeSO, et 2 g de CoCl; par litre. Le milieu
est autoclavé pour le stériliser. Des concentrations de 0.03% de CaCl; et 0.05% de MgSO,

sont ajoutées juste avant |'ensemencement.

8.7 Milien R-5

Ce milieu solide est utilisé pour la régénération des protoplastes de streptomyceétes
suite a leur transformation. Ce milieu est préparé en mélangeant 103 g de saccharose, 0.25g
de K504, 10.12 g de MgCl,, 10 g de glucose, 0.1 g de Casamino (caséine hydrolysée), 2 ml
d'une solution de microéléments, S g d'extrait de levures, 5.73 g de tampon TES et 22 g
d'agar dans 955 ml d'eau. Aprés autoclavage, il faut ajouter 10 ml de 0.5% de KH,PO,, 4 ml
de CaCl, 5M, 1 m! de CuSOy (5 mg/ml),15 ml de L-proline & 20%, 10 ml de méthionine a
1% et Sml de NaOH IN contenant 0.4g de tyrosine. Aprés répartition du milieu en pétri,
ceux-ci sont faissés & sécher a la température ambiante jusqu'a la perte de 15% de leur poids

puis entreposés 4 4°C. La solution de microéléments est composée de 1.4 g/ de
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ZnSO,*7H;0, 1.6 gl de MnSO.*H,0, 5g/1 de FeSO.*7TH,0 et 2 g/l de CoCl,*6H,O
(Hopwood et al., 1985).

5.8 Milieu SOC

Le milieu SOC est employé lors de l'expression phénotypique de cellules
transformées. Son usage est préconisé dans le protocole de mutagénése dirigée par
I'élimination d'un site de restriction unique de la compagnie Pharmacia. Le milieu contient
2.5% de tryptone, 0.5% d'extrait de levure, 0.5 % de NaCl et 2.5 mM de KCl. Juste avant
d'utiliser de ce milieu, il faut ajouter 10 mM de MgCl; et 40 mM de glucose.

5.9 Milieu Stewart-CMC

Le milieu Stewart CMC est un milieu minimal avec du CMC comme principale
source de carbone. Il est composé de 0.1% de (NH.),SO., de 0.15% de KH,PO,, de 0.5% de
K,HPQO,, de 0.05% d'extrait de levure, de 0.1% de sels minéraux, de 0.05% de KCl, de 1.7%
d'agar et de 1% de CMC. Avant I'ensemencement, 0.025% de MgSQ*7H,0 est ajouté au

milieu.

5.10 Milieu TSB

Le milieu TSB contient uniquement du Tryptic Soy Broth. Ce milieu permet
l'obtention d'un taux de croissance élevé lors de la culture des streptomycétes en milieu
liquide. Le milieu est préparé en réhydratant du Tryptic Soy Broth de la compagnie DIFCO

selon leurs directives.
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6.0 Isolement de I'ADN

6.1  Isolement de plasmides d'E. coli

6.1.1 Minipréparation

L'extraction de plasmides & partir de petits volumes de cultures (1.5 ml) de E.
coli a été effectuée par la méthode de lyse alcaline d'aprés la méthode de Birnboim et Doly

(1979) a l'aide d'une trousse de la compagnie Pharmacia (Miniprep Kit Plus).

Une colonie isolée est prélevée a l'aide d'un cure-dent stérile et ensemencée dans un
tube contenant 1.5 ml de milieu 2XTY et un antibiotique approprié puis incubée 16 hrs a
37°C avec agitation. La culture est transférée dans un tube Eppendorf de 1.5 ml puis
centrifugée a vitesse maximale pendant 1 min dans une microfuge. Le surnageant est jeté et
le culot est resuspendu dans 100 pl d'une solution Tris-HCl 50mM, glucose 50mM, EDTA
10mM et Kathion CG/IPC 0.15%. La suspension est incubée sur glace pendant 5 minutes
avant I'ajout de 200 pl d'une solution NaOH 0.2M contenant Triton X-100 1%. Le contenu
du tube est mélangé par inversion puis incubé sur glace pendant 5 minutes. 150 pul de NaAc
3M a pH 8.0 sont ajoutes et le tout est mélangé par inversion puis est incubé sur glace
pendant 5 minutes et centrifugé a vitesse maximale pendant 5 min. Le surnageant est
transféré dans un tube propre contenant 450 pl d'isopropanol. Le contenu du tube est
mélangé par inversion, incubé & température ambiante pendant 5 4 10 min. et centrifugé 5

min. a vitesse maximale. Le culot est séché a l'air puis dissout dans 100 ul d'eau distillée.

6.1.2 Mazxipréparation

L'extraction de plasmides a partir de cultures de 50 4 100 ml d'E. coli, est réalisée
par la méthode de lyse alcaline dérivée du protocole de Bimboim et Doly (1979). Il y a deux



étapes dans ce protocole; lisolement d'ADN et la purification du plasmide par

ultra-centrifugation en gradient de chlorure de césium.

6.1.2.1 Isolement de 'ADN

Une colonie était isolée et utilisée pour ensemencer S ml de milieu 2XTY, puis
incubée avec agitation 4 37°C pendant 24 heures. Un volume de 50 ou 100 ml de milieu
2XTY était ensuite ensemencé avec 1% de la préculture. Le milieu était incubé sous
agitation a 37°C pendant 16 heures puis centrifugé 2 6 500 x g a 4°C pendant 10 minutes.
Le culot cellulaire était ensuite resuspendu dans 5 ml d'une solution froide contenant 50mM
de glucose, 10mM de EDTA et 25mM de Tris-HCI a pH 8.0. La suspension était incubée a
4°C pendant 5 min., puis les cellules ont été lysées en ajoutant 10 ml d'une solution de
NaOH 0.2N contenant 1% de SDS. Une lyse efficace était obtenue en mélangeant la
solution NaOH-SDS par trois inversions brusques produisant un mélange hétérogéne et en
l'incubant sur glace pendant 15 minutes. Pour précipiter les protéines et autres composantes
cellulaires, 7.5 ml d'une solution 3M de K et SM d'acétate étaient ajoutés. Le mélange était
vortexé a vitesse moyenne jusqu'a l'obtention dune suspension hétérogéne. La suspension
était incubée sur glace pendant 30 min., puis centrifugée a 23 000 x g pendant 30 min & 4°C.
Le surnageant €tait récupéré et on ajoutait alors 12 ml d'isopropanol et en le mélangeant par
inversion. Aprés 15 minutes d'incubation a la température de la piéce, le mélange était
centrifugé a 15 000 x g pendant 20 min & 4°C. Finalement, le culot était lavé a I'éthanol
95%, séché sous vide pendant quelques minutes puis dissout dans 1.5 ml de tampon TE et

conservé sur glace.



55

6.1.2.2 Isolement du plasmide par centrifugation en gradient de CsCl

A la préparation d’'ADN étaient ajoutés 2.62 g de CsCl et 25 ul d'une solution de
bromure d'éthidium (10 mg/ml). Ce mélange était incubé a 37°C jusqu'a dissolution compléte
de tout le sel. Dans le fond d'un tube a uitracentrifugation de 4 ml, 1.5 ml d'une solution de
chlorure de césium a 65% était déposé. Le volume du tube a centrifugation était complété en
ajoutant avec une seringue la solution contenant 'ADN. Cette solution était plus dense que
la solution de chlorure de césium a 65% et se déposait au fond du tube. Le tube était ensuite
pesé, équilibré puis scellé. L'étape suivante consistait en une centrifugation a 350 000 x g
pendant 3 heures suivie d'une décélération progressive. Puis, le tube était exposé sous
rayonnement ultraviolet pour déterminer I'emplacement de la bande contenant le plasmide.
Cette bande était extraite du tube a 'aide d'une seringue et d'une aiguille de calibre G18, puis
transférée dans un tube de type Eppendorf Le bromure d'éthidium était extrait a
I'isobutanol, puis 'ADN était précipité avec 2 volumes d'éthanol (70%) et entreposé a -70°C
pendant 30 min. Le tube était par la suite centrifugé a vitesse maximale dans une
microcentrifugeuse. Le culot était finalement dissout dans 180 pl de tampon TE et
reprécipité deux fois en ajoutant 20 pul de NaAc (3M) et 400 ul d'éthanol (95%). Le culot

final était dissout dans 400 pl d'eau,

6.2  Isolement de plasmides de S. lividans

Un volume de 500 pl d'une culture de 24 a 48 hrs de streptomycétes était prélevé et
placé dans un tube & microfuge. Le mycélium était homogénéisé puis centrifugé a vitesse
maximale pendant 10 secondes. Le culot était lavé avec 500 ul d'une solution saccharose-TE
(10.3% de saccharose, 25 mM de Tris et 25 mM d'EDTA 4 pH 8.0), puis incubé 30 minutes
a 37°C dans 400 pl de la solution saccharose-TE contenant 2 mg/ml de lysozyme. Le
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mycélium était ensuite dénaturé par l'ajout de 250 ul d'une solution NaOH-SDS (0.3%
NaOH et 2 % SDS) et mélangé 10 secondes au vortex. Le mélange était incubé & 70°C
pendant 15 minutes dans un bain marie, puis refroidi lentement jusqu'a la température
ambiante (30 minutes). Suite a l'incubation, 80 pl d'une solution phénol acide (5g de phénol
Analar, 5 ml de chloroforme, 1 ml dH;O et 5 mg d'hydroxyquinoline) étaient ajoutés,
vortexés 10 secondes, et le mélange était centrifugé a vitesse maximale pendant 3 minutes.
Un volume de 700 pl du surnageant était transféré dans un tube & microfuge contenant 70 p!
de NaAc (3M) et 700 pl d'isopropanol. Le mélange était incubé S minutes a température de
la piéce, puis