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SOMMAIRE

L’acétyle-xylane estréase A (AxeA) de Streptomyces lividans hydrolyse
spécifiquement les liens esters unissant les groupements acétyles au xylane. Malgré le
fait que la spécificité d’action de I’AxeA soit connue, le mécanisme d’action de cette
enzyme n’est pas élucidé. La plupart des études, menées sur des enzymes estérases,
suggérent que le mécanisme d’action de ces enzymes implique la participation de trois
acides aminés (Ser/His/Asp) regroupés pour former une triade catalytique. En se basant
sur ces études, il est possible d’émettre I’hypothése que le mode d’action de I’AxeA de
S. lividans est également basé sur une triade catalytique. L’objectif du projet de
recherche est d’identifier la sérine et I’histidine catalytique de I’ AxeA de §. lividans. De
ce fait, par mutagenése dirigée, des mutants histidines ont été produits. Ces mutants ont
par la suite été exprimés et purifiés jusqu’a homogénéité. Les tests d’activité effectués
sur ces mutants ont démontré une réduction de I’activité spécifique de 95% pour les
mutants H62A et HIS5A. Dans le but de vérifier la présence d’une sérine nucléophile
chez I’ AxeA, cette enzyme a été modifiée chimiquement par deux différents inhibiteurs a
sérine active. Les tests d’activités effectués sur I’enzyme modifiée ont montré une
diminution jusqu’a 85% de I’activité spécifique de I’enzyme inhibée. Afin d’identifier la
sérine nucléophile, I’ AxeA modifiée chimiquement a été digérée par une endoprotéinase
et les peptides obtenus ont été analysés par spectrométrie de masse. Aucun peptide ne
présentait un ajout de masse moléculaire correspondant a I’inhibiteur. A partir de ces
résultats, il n’a pas été possible d’identifier la sérine active de I’AxeA. Des hypothéses au
niveau des paramétres utilisés au spectromeétre de masse, de I’accés limité a la sérine
catalytique et de I’état de protonation de I’enzyme ont été évoquées pour expliquer les

difficultés rencontrées pour I’identification de la sérine nucléophile.




INTRODUCTION



2

Le xylane est un composant majeur de I’hémicelluloce de plante. Le xylane est
formé d’une chaine de xylose et, chez le bois dur, ce xylose est hautement acétylé. Etant
un polysaccharide complexe, la biodégradation dy xylane en ses monomeéres nécessite la
participation de plusieurs enzymes avec différentes fonctions. L’acétyle-xylane estérase
(Axe) est responsable de I’hydrolyse des liens esters qui unissent les groupements

acétyles au xylane.

Les Axe peuvent étre d’importants outils de recherche pour diverses applications
biotechnologiques, ainsi ces enzymes peuvent étre utilisées comme critere de sélection
pour augmenter la valeur nutritive des céréales servant a I’alimentation animale. Les Axe
sont également d’importants outils de recherche pour I’étude de la structure de la paroi
cellulaire des plantes. De plus, les Axe peuvent étre utilisées dans les industries de pates
et papiers. Leur utilisation dans la biodégradation du xylane augmente la solubilisation
de la lignine, ce qui contribue a une réduction de la consommation de chlore dans I’étape

de blanchiment de la péte.

Malgré le fait que la spécificité d’action de I’AxeA de Steptomyces lividans soit
connue, son mécanisme d’action reste encore obscur. Ainsi, c’est dans le but d’optimiser
les applications biotechnologiques ou d’en développer de nouvelles que le mécanisme
d’action de I’AxeA de S. [lividans a éé investigué. FEtant donné que la structure
tridimentionnelle de cette enzyme n’est pas connue, I’étude du mécanisme d’action

permettra de mieux connaitre le role spécifique et le fonctionnement de I’ AxeA.

Plusieurs recherches sur le mécanisme d’action d’enzymes estérases ont été
effectuées. Ces études suggerent que le mécanisme d’action de ces enzymes est basé sur
une triade catalytique impliquant une sérine, une histidine et un acide aspartique. En ce
basant sur ces études, il a été suggéré que I’AxeA de S. lividans fasse partie de la famille
des sérines estérases et, par le fait méme, que son mécanisme d’action soit basé sur une

triade catalytique.
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Ce projet de recherche consiste donc a cibler et a identifier la sérine et I’histidine
pouvant faire partie de la triade catalytique. Pour ce faire, deux approches ont été
utilisées. La mutagenése dirigée a été employée pour repérer I’histidine catalytique. Cette
approche a généré des mutants histidines de I’AxeA qui ont été exprimés, purifiés et

caractérisés afin d’observer I’effet de la mutation sur I’activité spécifique de I’enzyme.

D’autre part, c’est une approche de modification chimique qui a été utilisée pour
identifier la sérine catalytique de I’AxeA. Ainsi, cette enzyme a été modifiée
chimiquement par deux différents inhibiteurs spécifiques a sérine nucléophile. Des tests
d’activités spécifiques et des analyses de I’enzyme modifiée par spectrométrie de masse
ont permis de vérifier s’il y avait présence d’une sérine nucléophile chez I’AxeA. Par la
suite, les peptides générés par une digestion de I’AxeA modifiée ont été analysés par

spectrométrie de masse dans le but d’identifier la sérine nucléophile.
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1.0 LE XYLANE

1.1 Composition

Aprés la cellulose, le xylane est le polysaccharide le plus abondant dans la nature
(Christov et Prior, 1993). C’est le composant majeur de I’hémicellulose de plante. La
composition et la structure du xylane sont plus complexes que celles de la cellulose et
peuvent varier quantitativement et qualitativement selon les espéces de plantes. Le
xylane est formé d’une chaine principale de xyloses liés entre eux par des liens -1,4. Le
xylose peut étre substitué et les substituants les plus fréquents du xylane sont les acétyles
dans le bois dur et les arabinosyles dans le bois mou. En effet, le xylane provenant du
bois dur est hautement acétylé: 60% a 70% des résidus xyloses sont estérifiés au
groupement hydroxyle des carbones 2 ou 3 ou a ces deux positions dans un ratio de 24 :
22 : 10 (figure 1) (Lindberg ef al., 1973). On retrouve également comme substituant des
groupements 4-O-méthylglucuronosyles et ce, dans le cas du bois dur comme dans le cas
du bois mou. Selon son origine, le xylane peut contenir un nombre variable de
groupements arabinosyles, d’acide 4-O-méthylglucuronosyles et de groupements acétyles
(Puls et al., 1991).

1.2  Biodégradation

Chez les plantes, le xylane forme I’interface entre la lignine et la cellulose et est
lié de fagon covalente a la lignine par ses résidus arabinosyles et méthylglucuronosyles.
Ainsi, ’hydrolyse du xylane en ses monomeéres nécessite la participation de plusieurs
enzymes avec différentes fonctions. Ces enzymes sont classifiées en deux groupes basés
sur la nature des liens qu’ils hydrolysent. Le premier groupe d’enzymes est celui des
glycosyles hydrolases (EC 3.2.1.X), qui sont impliquées dans I’hydrolyse des liens
glycosidiques du xylane. Ce groupe comprend les endo-xylanases (EC 3.2.1.8) qui
dissocient la chaine du xylane en plus petits oligosaccharides (xylobiose et xylotriose), les

B-xylosidases (EC 3.2.1.37), qui hydrolysent les xylooligosaccharides a leur extrémités
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Figure 1 : Structure du xylane acétylé

non-réductrices, les a-L arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) et les a-glucuronidases
(3.2.1.1), qui hydrolysent respectivement les substituants arabinoses et acide 4-O-
méthylglucuroniques de la chaine de xylane. Le second groupe inclut des enzymes
estérases (3.1.1.X), qui hydrolysent les liens esters situés entre les unités xyloses et
I’acide acétique ou entre les résidus d’arabinose et les acides phénoliques tels I’acide

ferrulique et I’acide p-coumarique (Christov et Prior, 1993).

Un effet synergique appréciable est produit lorsque le substrat acétylé est traité
avec la xylanase et ’acétyle-xylane estérase. Cet effet est noté lorsque I’activité des
enzymes combinées est supérieure a la somme calculée des activités individuelles (Ross
et al., 1992). Une étude menée par Biely ef al.,, (1986) montre I’effet synergique créé
lors d’une combinaison des enzymes xylanases et acétyle-xylane estérases de
Schyzophillum commune. Les résultats obtenus par ces chercheurs montrent que
I’hydrolyse du xylane acétylé par la xylanase et I’acétyle-xylane estrérase de S.
commune rtésulte en la formation de plus petits oligosaccharides tels le xylose, le
xylobiose et le xylotriose. Toutefois, lorsque le xylane acétylé est traité uniquement avec
la xylanase, seul du xylose peut étre détecté et ce, en faible quantité. Ainsi, I’action
synergique des estérases et des xylanases dans I’hydrolyse du xylane acétylé, résulte en
un relichement initial de I’acide acétique par les estérases, ce qui contribue a
’augmentation du nombre de site de liaison sur la chaine de polysaccharides, pour

I’action de la xylanase.



Cet effet synergique a également été observé par Dupont er al., (1996), qui
montre que le xylane acétylé est pleinement hydrolysé en plus petits oligossacharides par
les xylanases A (XInA) et B (XInB) de Streptomyces lividans seulement lorsque le
substrat a été traité préalablement avec I’acétyle-xylane estérase A (AxeA) de S. lividans.
Ainsi, les endo-xylanases et les B-xylosidases sont les enzymes primaires impliquées
dans la dissociation du xylane, mais la dégradation compléte du xylane requiert une
action synergique d’enzymes additionnelles pour détacher les substituants (Christov et
Prior, 1993).

2.0 LES ESTERASES

2.1 Généralités

Les estérases sont des enzymes qui hydrolysent des liens esters. Les esters sont
des classes de composés qui comportent trois liaisons carbone-oxygene. Ces composés
sont des dérivés des acides carboxyliques ou I’hydrogene du groupement hydroxyle est
remplacé par un groupement carboné (figure 2). Les estérases font partie de la famille
des hydrolases et peuvent donc hydrolyser plusieurs liens esters, dont les esters

carboxyliques.

22 Meécanisme d'action

Plusieurs recherches sur le mécanisme d’action des enzymes estérases ont été
effectuées. La plupart des études suggeérent que le mécanisme d’action implique la
participation de trois acides aminés soit une sérine, une histidine et un acide aspartique
retrouvés au niveau d’une triade catalytique (Wang ef al., 1997, Ward et al., 1992;
Whittaker ef al., 1994). Méme si ces trois acides aminés sont distancés dans la séquence

primaire d’acides aminés, ils sont maintenus trés prés les uns des autres lors du



Figure 2 : Le lien ester

repliement de la molécule. La mise en place de cette orientation entraine une élévation de

la vitesse de la réaction par un effet de proximité (Whittaker ez al., 1994).

Ce mécanisme d’action impliquant une triade catalytique a été suggéré pour une
cutinase produite par Fusarium solani (Koller et Kolattukudy, 1982). La cutinase
(3.1.1.X) est une enzyme estérase extracellulaire sécrétée par des champignons
phytopathogénes et qui catalyse I’hydrolyse de la chitine, un polyester recouvrant la
surface des plantes. Les études effectuées sur cette cutinase montrent que la modification
chimique de cette enzyme par le fluorophosphate de diisopropyle (DFP), qui est un
inhibiteur spécifique a sérine nucléophile, engendre une perte d’activité estérasique de
98%. De méme, la modification chimique par le pyrocarbonate de diéthyle (DEP), qui
est un inhibiteur se liant aux histidines, en présence de dodécyle sulfate de sodium
(SDS), cause une perte importante de I’activité estérasique de I’enzyme. Finalement, un
carbodiimide soluble dans 1’eau tel le 1-éthyle-3-[3-(diméthylamino) propyle]
carbodiimide (EDC) a été utilisé pour modifier les groupements carboxyliques des
protéines. Ainsi, une modification d’environ 4 groupements carboxyliques essentiels a
I’activité enzymatique par molécule de cutinase a entrainé une perte de 60% de I’activité

estérasique de I’enzyme. Suite a ces résultats, il a été suggéré que le mécanisme d’action



de cette cutinase soit basé sur une triade catalytique impliquant une sérine, une histidine

et un acide aspartique.

D’autre part, le mécanisme d’action d’une lysophospholipase (3.1.1.5) provenant
d’un macrophage de souris a été étudié (Wang ef al,, 1997). Un alignement de séquence
des acides aminés de la lysophospholipase avec d’autres enzymes estérases a permis
d’identifier les acides aminés potentiels pouvant faire partie d’une triade catalytique. De
ce fait, une séquence consensus G-X-S-X-G, indicatrice de la présence d’une sérine
catalytique, a été identifiée chez la lysophospholipase. La sérine de cette séquence
consensus (Ser 119) était donc susceptible d’étre un composant de la triade catalytique.
De plus, la comparaison de la séquence en acides aminés de la lysophospholipase, avec
d’autres estérases, a permis de repérer une histidine (H208) et un acide aspartique (Asp
174) qui étaient conservés a travers plusieurs estérases. Afin de vérifier si ces acides
aminés étaient des composants de la triade catalytique, chacun de ces acides aminés a été
muté individuellement, par mutagenése dirigée, pour une alanine. Les tests enzymatiques
révélent une perte de 1’activité estérasique de 100% de ces mutants. A partir de ces
résultats, il a été proposé que le mécanisme d’action de cette lysophospholipase soit basé

sur une triade catalytique.

En se basant sur les études menées sur plusieurs enzymes estérases, il a été
possible de suggérer un mécanisme d’action pour ces enzymes. Ce mécanisme d’action
est illustré a la figure 3. La liaison entre le substrat estérifié et I’enzyme estérase
s’effectue de telle sorte que le lien ester du substrat se retrouve a proximité du
groupement hydroxyle de la sérine (3a). A ce stade, la sérine perd son proton qui est
fortement attiré par un lien hydrogéne a un atome d’azote qui faisant partie du
groupement imidazole de I’histidine (3b). Par la suite, il y a une réaction de
transestérification . Ainsi, I’oxygene de la sérine de I’estérase forme un lien ester avec le
groupement acyle du carbone du substrat, ce qui cause en méme temps un clivage du lien
ester original du substrat (3c). Le premier produit formé quitte le site actif de ’enzyme
avec le proton de I’histidine (formation d’un alcool). L’intermédiaire nouvellement formé
est trés instable, ce qui favorise I’hydrolyse avec une molécule d’eau (3d). La réaction

génere un second



Figure 3: Mécanisme d’action proposé pour les estérases (tiré de Whittaker ez al., 1994)
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génére un second produit soit, la portion carboxylique du substrat (3e). Cette hydrolyse
permet également la restauration du proton sur le groupement hydroxyle de la sérine (3f)
(Whittaker et al, 1994). Ainsi, au cours du mécanisme d’action, la sérine qui est un
acide aminé nucléophile, joue un role de stabilisation du substrat en formant un lien ester
avec ce dernier. Le groupement imidazole de I’histidine et le groupement carboxylique
de I’acide aspartique participent pour leur part, aux mouvements d’association de proton
(Wang et al., 1997).

2.3 Les sérines estérases

Les sérines estérases sont des enzymes qui sont caractérisées par la présence d’une
seule sérine nucléophile. Cette sérine nucléophile a la capacité de former un lien ester
covalent avec le groupement acyle du carbone du substrat pour former un intermédiaire
acyle-enzyme. Ces enzymes peuvent contenir plusieurs résidus sérines mais une seule
sera impliquée dans I’hydrolyse du substrat. Cette affinité singuliére de la sérine-
nucléophile provient de la conformation particuliere du site actif de I’enzyme. L’étude
chimique de ce site actif a permis de repérer deux autres acides aminés impliqués dans le
mécanisme d’action de ces enzymes, soit une histidine et un acide aspartique. La
configuration de ces trois résidus est orientée et stabilisée par une série de liaison bordant
le site actif de I’enzyme. Comme I’indique la figure 4, le groupe imidazole de I’histidine
attire un proton du groupe hydroxyle de la sérine et fait de celle-ci un nucléophile
puissant. Le groupe carboxylate de I’acide aspartique forme une liaison hydrogéne avec
I’histidine et stabilise I’état de transition. Ainsi, la configuration de ces trois acides
aminés garantit la fonction d’un réseau de relais de charge. Par ce réseau, I’ion
carboxylate de I’acide aspartique stabiliserait 1’histidine, protonée par captation du proton
de la sérine. Ce réseau de relais de charge concourt a augmenter de beaucoup le caractére

nucléophile de la sérine dont dépend I’activité catalytique.
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Figure 4. Réseau de relais de charge de la triade catalytique

La configuration des acides aminés impliqués dans la triade catalytique de
’acétyle-xylane estérase de Penicillium purpurogenum est présentée a la figure 5.
Comme l’indique cette figure, les trois résidus catalytiques soit la sérine 90, I’histidine
187 et I’acide aspartique 175 impliqués dans la triade catalytique sont maintenus trés prés

les uns des autres afin d’assurer, par un effet de proximité, un réseau de relais de charge.

Chez plusieurs sérines estérases, les acides aminés adjacents a la sérine
nucléophile forment une séquence consensus G-(Y/H)-S-X-G. La sérine impliquée dans
la triade catalytique peut étre aisément identifiée par cette séquence (Brady ez al., 1990).
Toutefois, les acides aminés adjacents a I’acide aspartique et a I’histidine sont beaucoup

moins conserves.



Figure 5 : Triade catalytique de 1’Axe de Penicillium purpurogenum (Ghosh et al., 1998)
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3.0 LES ACETYLE-XYLANE ESTERASES

3.1 Classification

Selon la classification d’enzyme basée la spécificité de substrat, les Axe portent le
# EC (Enzyme Commission) 3.1.1.72. D’apres cette classification, il est possible de
déduire que ces enzymes sont des hydrolases (3.-.-.-), qui hydrolysent principalement les
liens esters (3.1.-.-) et qui agissent plus spécifiquement sur les esters carboxyliques
(3.1.1.-). 1l existe plusieurs enzymes agissant sur les esters carboxyliques et les Axe font

partie de la 72° classe répertoriée.

Egalement, selon la classification basée sur la similarité des séquences des acides
aminés (Coutinho et Henrissat, 1999) les Axe font partie de 7 familles (famille N° 1-2-3-
4-5-6-7) des estérases carbohydrates et possédent donc des similarités de séquence avec
certaines xylanases, acétyle estérases, chitine déacétylases, chitooligosaccharide

déacétylases et cutinases.

-

3.2 Applications

Les Axe, impliquées dans la dégradation du xylane, peuvent étre d’importants
outils de recherche dans I’étude et le mécanisme de la paroi cellulaire des plantes. La
nature des liens covalents entre la lignine et les polyméres de carbohydrates dans la paroi
cellulaire de plusieurs plantes est a déterminer et nécessite plusieurs investigations.
(Christov et Prior, 1993). De plus, le xylane acétylé est faiblement digéré par les
enzymes du rumen des ruminants et inhibe aussi l’action des cellulases et des
hémicellulases, selon le degré d’acétylation (Bacon ez al.,, 1975). Les Axe peuvent donc
étre utilisées comme critére de sélection chez la plante, pour la production de nourriture

animale avec une amélioration de la digestion.
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Les Axe peuvent aussi étre utilisées dans les industries des pates et papiers. Elles
peuvent contribuer a la solubilisation de la lignine en coupant les liens esters entre les
susbtituants d’acides acétiques et les unités xyloses (Magnuson et Crawford, 1992;
Christov et Prior, 1993). Lorsqu’elles sont utilisées avec la xylanase et d’autres enzymes
qui dégradent le xylane dans le bio-blanchiment des pétes et papier, les Axe peuvent
partiellement rompre la structure de la paroi cellulaire végétale. Par conséquent, le
complexe lignine-carbohydrate est plus susceptible a I’attaque enzymatique, et les
produits de dégradation sont plus solubles et se diffusent plus facilement.
L’augmentation de I’extraction de la lignine peut avoir comme résultat une réduction de
la consommation de chlore dans I’étape de blanchiment. De plus, les acétyle-xylane
estérases, combinées avec les xylanases et les cellulases, peuvent étre appliquées dans la
bioconversion des déchets de lignocellulose en sucres fermentables servant a la
production de divers produits chimiques et essences. De méme, la fonction des estérases

est généralement réversible ainsi, le mécanisme d’estérification peut étre exploité.

33 Meécanisme d’action

Plusieurs Axe ont été caractérisées (tableau 1) mais la plupart de ces recherches se
sont limitées a la purification et a la caractérisation primaire des enzymes. Toutefois, le
mécanisme d’action de 1I’Axe de Trichoderma reesei a été investigué et il a été suggéré
que cette enzyme fasse partie de la famille des sérines estérases (Margolles-Clarke ez al.,
1996). En effet, une comparaison de I’Axe de 7. reesei avec des cutinases de
champignons a démontré une homologie de séquences des acides aminés catalytiques
(Ser-His-Asp). Plus spécifiquement, une séquence consensus G-(Y/H)-S-X-G a été notée
dans la séquence primaire de ’Axe de 7. reesei ce qui indique la présence d’une sérine
nucléophile. De ce fait, I’Axe de 7. reesei a été inactivée avec SmM de fluorure de
phénylméthyle sulfonyle (PMSF), qui est un inhibiteur spécifique a la sérine nucléophile.
Cette inactivation a provoqué une perte de 98% de I’activité estérasique de 1’enzyme.
Ceci indique que le mode d’action de I’Axe de 7. reesei fait probablement appel & une

triade catalytique impliquant une sérine nucléophile. Toutefois, la séquence en acides



Tableau 1 : Organismes producteurs d’ Axe connues et caractérisées
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Microorganismes

Champignons

Aspergillus aculeatus (Christgau et al., 1995)
Aspergillus niger (Kormelink et al., 1993)
Orpinomyces famille PC-2 (Blum et al., 1999)
Penicillium purpurogenum (Egana et al., 1996)
Schiziphyllum commune (Halgasova et al., 1994)

Trichoderma reesei (Margolles-Clarke et al., 1996)

Bactéries

Bacillus pumilus PS213 (Degrassi et al., 1998)
Caldocellum saccharolyticum (Liithi et al., 1990)
Fibrobacter succinogenes S85 (Mc Dermid et al., 1990)
Pseudomonas fluorescens (Ferreira et al., 1993)
Streptomyces lividans (Dupont et al., 1996)

Streptomyces rubiginosus (Keller, 1992)

Thermoanaerobacterium YW/SL YS485 (Shao et Wiegel, 1995)
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aminés de I’Axe de T. reesei ne montre aucune similarité avec les Axe produites par
C. saccharolyticum, P. fluorescens, A. niger, A. aculeatus et S. lividans (Margolles-
Clarke et al., 1996). 1l existe une grande diversité de liens esters dans la nature qui sont
hydrolysés par différentes estérases. Ceci pourrait expliquer les variabilités observées

entre les différentes Axe qui peuvent provenir d’une évolution convergente.

Mise a part les études réalisées sur I’Axe de 7. reesei, peu de recherches ont été
effectuées au sujet du mécanisme d’action des Axe des autres organismes. Cependant, en
se basant sur le mécanisme d’action des estérases, il est possible de proposer le mode
d’action des Axe impliquant également une triade catalytique (figure 6). Les interactions
chimiques impliquées sont les mémes que celles retrouvées pour le mécanisme d’action
des estérases décrit précédemment. Toutefois, les composés formés different. Ainsi, le
substrat de départ utilisé est le xylane qui est substitué par un groupement acétyle (6a).
Lors de la réaction de transestérification (6b,c), le premier produit formé est un sucre
(xylane), dont le groupement acétyle a été remplacé par un proton. Il y a par la suite une
réaction d’hydrolyse, impliquant une molécule d’eau, ce qui résulte a la formation
d’un intermédiaire transitoire instable (6d). Il s’ensuit une libération d’un second produit

qui est dans ce cas, I’acide acétique (6e,f).

4.0 ACETYLE-XYLANE ESTERASE A DE STREPTOMYCES LIVIDANS
(AXEA)

4.1  Caracténistiques

L’analyse de ’ADN de la région correspondant a I’AxeA de S. lividans révéle
que la séquence de nucléotides est localisée en aval de la xylanase B (x/#B) (Shareck et
al, 1995). Ainsi, les genes de ’axeA et de la x/nB de S. lividans sont organisés en
opéron. La séquence d’acides aminés de I’AxeA indique que I’enzyme est constituée
d’un domaine catalytique (N-terminal) et d’un domaine de liaison au substrat (C-
terminal) séparés par une région riche en glycine. Le domaine de liaison au substrat de

I’AxeA montre un haut degré de similarité (89,5%) avec le domaine correspondant de la



Figure 6: Mécanisme d’action proposé des acétyle-xylane estérases
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xylanase B (XInB) de S. lividans. De plus, ces deux domaines sont localisés dans la
région 3’ du géne qui compte pour 30% de la protéine (Shareck ef al, 1995). Cette
grande homologie de la région 3’ de la x/nB et de I'axeA indique une duplication
génétique évidente. Le domaine de liaison de I’ AxeA est spécifique au substrat xylane et
ne posséde pas d’affinité pour la cellulose (Dupont et al, 1996). Ainsi, I’AxeA

comporte un véritable domaine de liaison spécifique au xylane.

42 Classification

Selon la classification basée sur la similarité des séquences des acide aminés,
I’AxeA de S. lividans fait partie de la famille 4 des estérases carbohydrates (Coutinho et
Henrissat, 1999) et présente une certaine homologie de séquence avec une seule autre
acétyle-xylane estérase soit, 1’Axe STX-III de Streptomyces thermoviolaceus (Tsujibo et
al., 1997). De méme, une homologie de la région N-terminale de I’AxeA de S. lividans
a été trouvée avec les domaines NodB retrouvés chez les xylanases A, D et E produites
respectivement par Cellvibrio mixtus (Hazlewood et Gilbert, 1993), Cellulomonas fimi
(Millward-Sadler et al., 1994) et Pseudomonas fluorescens (Millward-Sadler et al.,
1995). Egalement, il existe une similarité de séquence de I’AxeA de S. lividans avec la
xylanase A produite par Ruminococcus albus (Nagamine et al., 1995) et avec la xylanase
A ou U produite par Clostridium thermocellum (Hayashi et al., 1998). Finalement, une
homologie significative a été trouvée avec la protéine NodB, produite par Rhizobium
meliloti (Egelhoff et al., 1985), et avec la chitine désacétylase (Cda), produite par Mucor
rouxii (Kafetzopoulos et al,, 1993a). Plus spécifiquement, NodB est impliquée dans la
biosynthése des facteurs de nodulation des racines, et déacétyle le résidu N-
acétylglucosamine d’un chitooligosaccharide avant son attachement a un acide gras
(John et al., 1993). La Cda est impliquée, avec la chitine synthase, dans I’hydrolyse du
groupement N-acétamide des chitotétraoses (Kafetzopoulos ef al., 1993b). NodB et
CDA sont donc des enzymes métaboliques impliquées dans la libération de groupements

acétyles.
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Des études menées par Biely ef al, (1996) montrent que I’AxeA catalyse la
déacétylation des substrats 2,3,4-tri-O-acétyle-Me-B-D-xylopyranosides et 2,3,4,6-tétra-
O-acétyle-Me-f-D-glucopyranoside aux positions 2 et 3, ce qui suggére que I’AxeA
hydrolyse spécifiquement les liens esters des groupements acétyles des positions 2 et/ou 3
du xylose présent chez le xylane. De plus, lorsque des substrats méthyle xylopyranoside
diacétates, contenant un groupement hydroxyle a la position 2 ou 3, sont utilisés (tels les
2,4-di-O-Ac-Me-B-Xylp et 3,4-di-O-Ac-Me-B-Xylp) la déacétylation est de une a deux
fois plus rapide que lorsque le substrat utilisé est acétylé aux positions 2 et 3 (tels les
2,3,4-tri-O-Ac-B-D-Xylp et 2,3-di-O-Ac-B-D-Xylp). De plus, selon Biely et al., (1996) il
semble que I’AxeA de S. lividans en plus de posséder une fonction de déacétylation,
aurait également la capacité de catalyser le déplacement d’'un groupement acétyle entre

les positions 2 et 3 du substrat xylopyranoside.

Ces chercheurs ont également démontré que I’AxeA de S. lividans est trés
spécifique a son substrat, puisque cette enzyme ne montre pas d’activité sur les esters des
molécules qui ne sont pas des carbohydrates. Ainsi, I’AxeA de S. lividans est plus
spécifique pour la déacétylation des carbohydrates et plus particuliérement pour le xylane

acétylé.

4.4 Meécanisme d’action proposé de I’ AxeA de S. lividans

Un alignement de séquence des acides aminés de la structure primaire de I’AxeA
de S. lividans avec d’autres enzymes a sérines estérases, n’a pas permis de repérer des
acides aminés consensus pouvant faire partie de la triade catalytique. De méme, la
structure tridimensionnelle de I’ AxeA de S. lividans n’a pas été résolue. De ces faits, il
n’a pas été possible de visualiser les résidus catalytiques de I’enzyme. Toutefois, en se
référant au mode d’action des estérases et a celui proposé des Axe, il a été émis comme
hypothése que le mode d’action de I’AxeA de S. lividans est également basé sur une

triade catalytique.
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4.5 L’acétyle-xylane estérase tronquée (AxeAy) de S. lividans.

Etant donné que la région N-terminale de I’ AxeA constitue le domaine catalytique
de ’enzyme, une forme tronquée de ’enzyme (AxeAy) a été construite. L’ AxeA,, est une
enzyme extracellulaire catalytiquement active, dont la forme sécrétée comporte une
masse moléculaire de 20 597 Da.  Suite au clivage du peptide signal, I’AxeA, de
S. lividans compte 14 sérines, 4 histidines et 10 acides aspartiques (figure 7).

5.0 TECHNIQUES D’ IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES
CATALYTIQUES

5.1 Sérine estérase

La section 2.3 de la revue bibliographique mentionne que la sérine de la triade
catalytique peut étre identifiée si elle fait partie de la séquence G-(Y/H)-S-X-G. Or, chez
I’AxeA de S. lividans cette séquence consensus n’est pas retrouvée. Cependant, il est
possible de faire appel a des techniques de modifications chimiques afin de cibler la

sérine active. De ce fait, des inhibiteurs de sérines actives peuvent étre employés.

Plusieurs inhibiteurs sont utilisés commercialement dont le PMSF, le
pyrophosphate de tétraéthyle (TEPP) et le méthylephosphonofluoridate d’isopropyle
(Sarin). Le fluorophosphate de diisopropyle (DFP) est toutefois I’inhibiteur le plus
utilisé. La réaction qui se produit entre le DFP et une enzyme comportant une sérine
active est illustrée a la figure 8. Le marquage chimique du DFP est di au déplacement
du fluore du DFP par le groupe hydroxyle nucléophile de la sérine, ce qui inactive
I’enzyme. A cause de I’organisation spatiale des résidus catalytiques des enzymes a
sérines actives, le marquage chimique au DFP s’effectue de sorte que c’est uniquement la

sérine nucléophile qui réagit avec I’inhibiteur (Cohen e al., 1967).
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Figure 7: Séquence peptidique de 1’AxeA tronquée mature de S. lividans. Les sérines,
acides aspartiques sont indiqués en bleues, rouges et verts

histidines et
respectivement.



Figure 8 : a) Structure et b) mode de réaction du fluorophosphate de diisopropyle avec
une enzyme a sérine active
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Cette méthode de modification chimique par le DFP a été employée par Sakai et
al., (1998) afin de vérifier la présence d’une sérine nucléophile chez une estérase
provenant de Pseudomonas vesicularis. Lorsque cette estérase a été utilisée avec le DFP,
une importante inhibition de I’activité enzymatique a été observée, ce qui suggere que

I’enzyme étudiée est une sérine estérase.

Il est également possible d’identifier la sérine nucléophile d’une estérase en
utilisant du DFP marqué radioactivement. Cette méthode a été employée par Chevallier
et al., (1992) pour identifier la sérine estérase d’une prolyle endopeptidase de I’espéce
Flavobacterium meningosepticum.  Suite au marquage chimique de la prolyle
endopeptidase avec du [’HJDFP suivi d’une digestion peptidique, un seul peptide
présentait de la radioactivité. Aprés la purification et le séquengage de ce peptide, la
sérine située a la position 536 a pu étre identifiée comme étant la sérine active de

I’enzyme.

52 Histidine

Les acides aminés adjacents a ’histidine de la triade catalytique ne présentent pas
de séquences homologues. Ainsi, pour identifier ’histidine impliquée dans le mécanisme
d’action de I’enzyme, la mutagenése dirigée peut étre employée. Par cette technique, le
codon histidine de la séquence de nucléotides est changé pour un autre codon codant pour
un autre acide aminé. Le nouvel acide aminé qui remplace I’histidine doit étre neutre et
non-polaire afin de ne pas introduire un élément chargé a I’enzyme et de ne pas créer un

encombrement stérique.

Cette technique a été employée par (Wang et al, 1997) afin d’identifier
I’histidine de la triade catalytique d’une lysophospholipase provenant d’un macrophage
de souris. Par mutagenése dirigée, deux histidines soit I’histidine 28 et I’histidine 208 ont
été mutées individuellement pour une alanine. Les tests d’activité effectués sur les

mutants ont démontré que seul le mutant H208A présentait une perte totale de 1’activité
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enzymatique. Il a donc été suggéré par ces auteurs que P’histidine 208 de cette

lysophospholipase faisait partie de la triade catalytique de I’enzyme.

Les histidines peuvent également étre modifiées chimiquement en utilisant comme
inhibiteur le pyrocarbonate de diéthyle (DEP). Toutefois, il a été démontré que le DEP
pouvait se lier a4 des histidines autres que celle impliquée dans la triade catalytique.
Egalement, il a été rapporté que le DEP pouvait se lier a d’autres groupements
fonctionnels tels ceux des tyrosines, lysines, cystéines, sérines et arginines (Miles, 1977).
Cette technique de modification chimique des histidines par le DEP a été utilisée par
Ghazaleh et al., (1996) qui ont démontré, chez une phosphodiestérase retrouvée dans les
plaquettes sanguines, la présence de résidus histidines essentiels puisque I’enzyme était
inactivée en présence de DEP. Toutefois, cette inhibition n’était pas spécifique a une

seule histidine.

6.0 OBJECTIFS DE TRAVAIL

Les objectifs de ce projet étaient de vérifier si le mécanisme d’action de I’AxeA,
de S. lividans est basé sur une triade catalytique impliquant une sérine, une histidine et
une acide aspartique. Plus précisément, il s’agissait de déterminer quelle sérine et quelle
histidine font partie de la triade catalytique. Pour identifier I’histidine catalytique, il
s’agissait donc, par mutagenese dirigée, de muter individuellement les codons histidine.
Par la suite, il s’agissait de produire les mutants, de les purifier et de tester leur activité
enzymatique. En ce qui a trait a la détermination de la sérine nucléophile, c’est une
méthode de modification chimique par des inhibiteurs spécifiques a sérine nucléophile qui
a été¢ employée. Il s’agissait donc de modifier chimiquement I’enzyme pour ensuite

effectuer des tests d’activité spécifique ainsi que des analyses par spectrométrie de masse.



APPROCHE EXPERIMENTALE
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1.0 PRODUITS CHIMIQUES

Les produits utilisés dans ce travail sont de qualité égale ou supérieure aux normes

de "I’ American Chemical Society". La liste exhaustive est présentée a I’annexe A.

2.0 SOUCHES BACTERIENNES
2.1 Streptomyces lividans

La souche hote mutante 10-164 (Mondou et al,, 1986) a été utilisée pour la
surproduction de I’acétyle-xylane estérase. Cette souche mutante, qui ne présente pas
d’activité xylanasique et cellulasique, a été produite par mutagenése de la souche sauvage
avec le N-méthyle-N -nitro-N-nitrosoguanidine (NTG). Cet agent mutagéne a provoqué
une mutation dans le géne msiK et ce, dans le site responsable de la liaison de I’ATP.
L’hydrolyse de I’ATP par MsiK attribue I’énergie nécessaire au systéme de transport des
di et tri-saccharides. Ainsi, pour la souche 10-164, le systéme de transport des sucres est
aboli, ce qui empéche I’induction et la production des xylanases et cellulases. Etant
donné que ’acétyle-xylane estérase A est située sur le méme opéron que la xylanase B

(Shareck et al., 1995) I’induction de I’expression du géne axeA est altérée.

La souche 1AF934 est utilisée comme souche hote pour la production d’acétyle-
xylane estérase. Cette souche provient de la transformation de la souche 10-164 avec le

plasmide pIAF934 contenant le géne de I’acétyle-xylane estérase tronqué.

2.2  Escherichia coli

La souche DH11S dont le génotype est F* mcrA A(mrr hsdRMS mcrBC) A(lac-
proAB) A(recA1398) deoR supE rpsL srl thilF’ proAB* lacI®ZAM15 (Gibco BRL
catalogue #18307-017 p.18-9) est utilisée comme hote du phage M13 pour la production

d’ADN simple brin servant au séquencage des génes.
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3.0 VECTEURS D’EXPRESSION

3.1 S. lividans

Chez S. lividans, plJ702 est le plasmide utilisé pour le sous-clonage des acétyle-
xylane estérases. Ce plasmide est présent en multicopies (40 a 300) par cellule (Gusek et
Kinsella 1992). pIJ702 contient un géne de résistance a 1’antibiotique thiostreptone ce
qui permet la sélection des transformants (tsr+). De plus, ce plasmide contient le géne de
la tyrosinase (mel) qui, de part son activité catalytique, induit la formation de mélanine
(Katz et al., 1983). La région régulatrice du géne mel comporte 3 sites de restriction
unique. Ainsi, ’insertion d’un géne dans la région régulatrice permet la reconnaissance
des plasmides recombinants puisqu’il y a inhibition du phénotype mélanine (Gusek et
Kinsella 1992). Le promoteur du plasmide plJ702 a été changé pour le promoteur fort
cl09 qui n’est pas répressé par le glucose (Frangois Shareck, communications

personnelles).

32 E. coli

Le plasmide pIAF834 est utilisé pour effectuer la mutagenése dirigée par PCR.
Ce plasmide provient de I’insertion d’un fragment Sphl-Sacl de 711 pb, correspondant a
I’axeAs, dans le phagemide pTZ19U. Le phagemide pTZ19U contient une origine de
réplication chez E. coli, le promoteur de la polymérase T7, le géne de la B-lactamase
conférant la résistance a ’ampicilline, I’opérateur et le promoteur du géne de la f3-

lactamase ainsi qu’un site de multiclonage.

Des sous-clonages ont également été réalisés dans les phages M13mpl8 et
M13mp19, afin d’obtenir de ’ADN simple brin qui sera utilisé pour le séquencage
(Messing ef al., 1981).



32

40 CONSERVATION DES SOUCHES

4.1 S. lividans

Les souches de S. lividans sont lyophilisées afin d’étre conservées. La méthode
de conservation consiste a faire pousser une culture sur un milieu Bennett-thio solide
(annexe B) et a en récolter les spores. Les spores sont ensuite suspendues dans une
solution de lait écrémé 10% (v/v) et lyophilisées dans des ampoules de verre qui sont

scellées sous vide a la flamme. Les souches sont ensuite entreposées a 4°C.

A court terme, les souches de S. lividans peuvent étre conservées sur des plats de
Pétri constitués de milieu Bennett-thio solide (banque). Cette banque peut-étre utilisée
dans les 7 jours suivants pour ensemencer les souches de S. /ividans sur d’autres plats de

Pétri. Les géloses sont incubées a 34°C pendant 7 jours.

42 E. coli

Les cultures de E. coli peuvent étre lyophilisées dans une solution de lait écrémé
10% (v/v). De méme, suite a une culture liquide de 24 heures en milieu 2XTY (annexe
C) les cellules peuvent étre récupérées par centrifugation et conservées dans une solution
de glycérol 20% (v/v) a -70°C. Les cultures de E. coli peuvent également étre

conservées sur un milieu 2XTY solide.

Le milieu de culture Simmons-Citrate Agar est utilisé pour la conservation des
bactéries E. coli DH11S (annexe D).
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5.0 MILIEUX DE CULTURE

5.1 S. lividans

5.1.1 Milieux solides

Aprés transformation, les cellules sont régénérées sur le milieu RS solide
(annexe E). La culture des souches et la production de spores servant d’inoculum sont

réalisés sur un milieu Bennett-thio.

5.1.2 Milieux liquides

Le milieu liquide riche TSB (Tryptic Soy Broth) sans dextrose est utilisé pour la
production d’inoculum de S. lividans (annexe F). La production d’enzymes s’effectue en
fermenteur avec du milieu M14 (annexe G). Ce milieu est supplémenté avec 1% (p/v) de

xylose.

5a2 E. coli

5.2.1 Milieux solides

Le milieu 2XTY est utilisé pour la croissance de E. coli (annexe C). Aprés la
stérilisation, une concentration finale de 100 pg/mL d’ampicilline est ajoutée. Le milieu
H (annexe H) est utilisé pour la croissance des cellules E. coli DH118S aprés transfection.
La gélose molle (annexe I) est utilisée lors de la transformation chez E. coli. La gélose
molle doit étre préalablement chauffée a 60°C pendant 20 min afin de pouvoir la couler

sur des pétris contenant du milieu H. Une fois refroidie, la gélose devient solide.

5.2.2 Milieux liquides

Le milieu liquide 2XTY est également utilisé pour la croissance des bactéries

E. coli (annexe C).
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6.0 REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE (PCR)

6.1 Conditions de réaction

Toutes les réactions PCR sont effectuées dans un microtube a paroi mince dans un
volume final de 100 uL. Dans 'ordre, les solutions suivantes sont ajoutées: tampon de
PCR (Tris-HCI 10 mM pH 8,3, MgCl; 1,5 mM et KCl 50 mM), 0,2 mM de chaque
désoxyribonucléotide, 4% (v/v) de propionamide, 0,05% (v/v) de Tween 20, environ 1
ng d’ADN matrice, 50 pmol de chaque amorce et 2,5 U d’ADN polymérase Pfu
(Stratagene).

Par-dessus ce mélange a PCR, 100 pL de paraffine liquide sont ajoutés afin
d’empécher 1’évaporation. La réaction PCR débute par une dénaturation initiale de 5 min
a 95°C, suivi d’une hybridation des amorces pendant 5 min & 55°C et d’une synthése
d’ADN pendant 3 min a 72°C. Par la suite, il y a une série de 30 cycles consistant en une
dénaturation de 1 min a 94°C, suivi d’un appariement des amorces de 1 min a 55°C et
d’une synthése d’ADN pendant 3 min a 72°C. Dans le dernier cycle, la synthése a 72°C
se poursuit durant 7 min et la température est ensuite ramenée a 20°C. Les réactions PCR

sont effectuées avec I’appareil DNA thermal cycler 480 de la companie Perkin Elmer.

6.2  Mutagenése dirigée

La mutagenése dirigée par PCR a été utilisée pour la mutation des 4 histidines
retrouvées dans la séquence primaire de I’AxeA,. Cette mutagenése fait appel a
I’utilisation d’oligonucléotides externes et d’oligonucléotides internes. Ces oligos servent
d’amorces pour ’ADN polymérase lors de la réaction PCR. Les oligos externes
s’hybrident aux extrémités du géne d’intérét. Afin de permettre le clonage de ces génes,
une séquence de nucléotides qui comporte les sites de restriction Sphl ou Sacl est ajoutée
a Pextrémité des oligos externes utilisés. Les oligos internes s’hybrident dans la région
d’ADN qui contient le codon CAC codant pour une histidine. Ces oligos sont synthétisés

chimiquement et le codon CAC (histidine) est remplacé par le codon GCC (alanine). Le
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tableau 2 présente tous les oligonucléotides utilisés pour la mutation des 4 histidines de
I’AxeAy. L’appareil Gene Assembler 4 Primers de la compagnie Pharmacia a servi a la

synthése des différents oligos.

La mutagenése dirigée par PCR s’effectue en deux étapes (figure 9). En premier
lieu, deux réactions PCR sont effectuées simultanément (9 a). Ces deux réactions PCR
ont pour but d’amplifier d’une part, la portion du géne qui code pour le coté N-terminal de
I’AxeA, et d’autre part, la portion du géne qui code pour le coté C-terminal de I’ AxeA,,.
Les deux portions de génes amplifiés vont contenir une mutation spécifique du codon
histidine pour le codon alanine. Par la suite, les deux produits PCR sont mélangés
ensemble et un deuxiéme PCR est effectué (9 b). Lors de la réaction de ce deuxiéme
PCR, les brins d’ADN vont se dénaturer puis se réhybrider. Lors de la réhybridation, les
brins d’ADN peuvent s’apparier de quatre fagons différentes (9 c-d-e-f). L’ADN
polymérase Pfu synthétise dans le sens 5’ = 3’. Ainsi, c’est I’appariement illustré en 9 (f)
qui est favorable a I’élongation de ’ADN. Le nouveau brin d’ADN formé comporte la

mutation désirée.
7.0 SOUS-CLONAGE DES GENES CHEZ S. LIVIDANS

7.1  Digestion de I’ADN par des enzymes de restriction

Les digestions sont effectuées avec environ 1 pg d’ADN plasmidique, ou I’on
ajoute du tampon one-phor-all (concentration finale de 20 mM Tris-acétate pH 7,5, 20
mM d’acétate de magnésium et 100 mM d’acétate de potassium). A ce mélange, 1,5 U
d’enzyme de restriction Sphl (Pharmacia) et 4 U d’enzyme de restriction Sacl
(Pharmacia) sont ajoutées, pour un volume final de 20 pL. La digestion s’effectue a 37°C
pendant 2 heures. Suite a la digestion, les enzymes de restriction sont inactivées a 85°C
pendant 15 minutes. Par la suite, 4 uL de tampon de chargement 6X (0,25% (p/v) de bleu
de bromophénol, 0,25% (p/v) de xyléne cyanol et 30% (v/v) de glycérol dans de I’eau
distillée), sont ajoutés. Les produits de digestion peuvent étre ensuite séparés sur un gel

d’agarose 1% (p/v) dans du tampon a électrophorése TBE 1X (89 mM de Tris-base, 89
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Tableau 2 : Liste des oligonucléotides utilisés pour la mutagenése dirigée par PCR des 4
histidines de I’AxeA,. Les nucléotides en caractéres gras représentent le
codon alanine qui remplace le codon histidine.

Nom des Lieu

oligonucléotides d’hybridation Séquence des oligonucélotides Mutation

sur ’ADN 5—»3 apportée
CD 200 Externe cactcgcatgegtaccagtaccgga -
Sphl
CD 201 Externe cccgagetctcaactgecgtegggagegaccge -
Sacl

CD 203 Interne gtcgccaacgecagcetacace H62A
CD 204 Interne ggtgtagetggegttggcgace H62A
CD 205 Interne agctacaccgecccgceacatgace H66A
CD 206 Interne catgtgcggggeggtgtagetgtgg H66A
CD 207 Interne acccacccggecatgacccagetcg H68A
CD 208 Interne ctgggtcatggecgggtgggtage H68A
CD 209 Interne atcctcatggecegactggecc HIS5A

CD 210 Interne gggccagtcggecatgaggatgacc H155A
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Figure 9 : Mutagenése dirigée par PCR (Tiré de Higuchi. 1990)
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mM d’acide borique et 2 mM de EDTA pH 8,0) contenant une concentration finale de 0,5
pg/mL du bromure d’éthidium.

7.2  Isolement d’ADN a partir d’un gel d’agarose

Un fragment d’ADN peut étre isolé d’un gel d’agarose en utilisant la trousse
Sephaglas BandPrep (Pharmacia). Le gel d’agarose contenant I’ADN d’intérét est tout
d’abord dissous dans une solution d’iodure de sodium a une concentration suffisament
élevée pour permettre la liaison de I’ADN au Sephaglas. Le Sephaglas (20 % (p/v) de
Sephaglas BP suspendu dans de I’eau distillée contenant 0,15 % (p/v) de Kathon CG/ICP
biocide) est ensuite ajouté au gel solubilisé pour permettre la liaison de ’ADN. Par la
suite, la solution (ADN-Sephaglas) est lavée avec un tampon (20 mM Tris-HCI pH 8,0,
1 mM EDTA, 0,1 mM NaCl et 70% (v/v) éthanol) afin d’éliminer les contaminants.
Lorsque tout I’éthanol est retiré, I’ ADN est élué de la matrice de Sephaglas en utilisant un
tampon d’élution (10 mM de Tris-HCI pH 8,0 et 1 mM de EDTA) qui est de faible force

ionique. L’ADN obtenu se retrouve dans un volume final de 20 pL.

7.3 Ligation d’un fragment d’ADN avec un vecteur

Le vecteur utilisé est digéré dans les mémes conditions et avec les mémes
enzymes de restriction que celles utilisées pour obtenir le fragment d’ADN d’intérét. La
ligation est effectuée avec environ 0,5 pg d’insert d’ADN qui sont mis en solution avec
200 a 400 ng de vecteur, du tampon one-phor-all (concentration finale de 10 mM Tris-
acétate pH 7,5, 10 mM de d’acétate de magnésium et 50 mM d’acétate de potassium),
1 mM d’ATP et 1 U Weiss d’ADN ligase du phage T4 (Pharmacia), pour un volume final

de 20 uL. La solution est incubée pendant 16 heures a la température de la piece.
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8.0 MANIPULATIONS GENETIQUES DES SOUCHES

8.1  Isolement de plasmide

8.1.1 S Ilividans

L’extraction de I’ADN plasmidique de S. lividans est réalisée selon le protocole
de Hopwood et al.,, (1985) avec les modifications suivantes. Un culot de 100 uL de
mycéllium, obtenu & partir d’une culture de 12 mL en milieu TSB, est d’abord lavé avec
500 pL d’une solution contenant: 0,3 M de sucrose, 25 mM de Tris, 25 mM de EDTA a
pH 8,0. Le culot obtenu est par la suite incubé pendant 1 heure a 37°C dans 400 pL de
cette méme solution contenant du lysosyme a une concentration de 2 mg/mL. Par la
suite, 250 pL d’une solution contenant 0,3 M de NaOH et 70 mM de SDS sont ajoutés et
le mélange est agité au vortex immédiatement avant d’étre placé dans un bain d’eau a
70°C pendant 15 min. Une fois le mélange refroidi a une température inférieure a 40°C,
100 pL d’une solution acide phénol/chloroforme contenant: 50 g de phénol, 50 mL de
chloroforme, 10 mL d’eau et 50 mg de 8-hydroxyquinoline sont ajoutés. Aprés une
centrifugation de 3 min a 13000 g a la température de la piéce, la phase aqueuse est
transférée dans un tube Eppendorf. Pour précipiter ’ADN, 70 uL d’une solution
d’acétate de sodium 3 M pH 4,8 et 700 pL d’isopropanol sont ajoutés. Les tubes sont
mélangés par inversion et incuber a la température de la piéce pendant 5 min. Aprés une
centrifugation de 4 min a 13000 g a la température de la piéce, le surnageant est retiré et
le culot est asséché. Ce culot d’ADN est suspendu & nouveau dans 50 pL de TE (Tris-
HCI1 25 mM pH 8,0 et EDTA 25 mM ). Afin d’éliminer toute présence d’ARN, 1 uL de
RNase (10 mg/mL) est ajouté au tube Eppendorf puis incubé a 37°C pendant 10 min. Par
la suite, 5 pL de tampon acétate de sodium 3 M pH 4,8 et 25 pL de phénol neutre sont
ajoutés afin de dénaturer les protéines. L’ADN de la phase aqueuse est de nouveau
précipité avec 50 pL d’isopropanol pendant 5 min a la température de la piéce et le culot

d’ADN obtenu est finalement dissous dans 50 uL d’eau stérilisée.
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8.12 E. coli

L’isolement de plasmide chez E. coli se fait a partir de la trousse FlexiPrep de la
compagnie Pharmacia. La procédure se fait en deux étapes. La premiére étape consiste
en la lyse cellulaire afin de récupérer I’ADN plasmidique. Pour ce faire, 1,5 mL d’une
culture de E. coli ayant poussé dans un milieu liquide 2XTY a 37°C durant 16 heures,
sont transférés dans un tube Eppendorf et centrifugés a 13 000 g pendant 5 min a la
température de la piéce. Le culot de bactéries est suspendu dans 200 pL d’une solution
isotonique qui contient de la RNase (100 mM de Tris-HCI pH 7,5; 10 mM de EDTA et
400 pg/mL de RNase I). De plus, 200 pL d’une solution alcaline ( 1 M de NaOH; 183
mM de SDS) sont ajoutés au tube afin de permettre la lyse des cellules bactériennes ainsi
que la dénaturation des protéines et de I’ADN chromosomique. Finalement, 200 pL d’une
solution (3 M de potassium et 5 M d’acétate) sont ajoutés afin de neutraliser le mélange.
Aprés une centrifugation de 5 min a 13 000 g, le surnageant est récupéré et I’ADN
plasmidique est précipité a la température de la piéce, pendant 10 min avec I’ajout de 0,7

volume d’isopropanol.

La deuxiéme étape de I'isolement de plasmide consiste en la purification de
I’ADN. Le culot obtenu a I’étape précédente est tout d’abord suspendu dans 150 pL
d’une solution de Sephaglas (le Sephaglas est maintenu dans une solution contenant 7 M
de guanidine-HCI, 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 et 10 mM de EDTA). A ce stade, I’ADN
plasmidique se lie a la matrice de Sephaglas. Apres centrifugation, le culot obtenu
(ADN-Sephaglas) est lavé par centrifugation en ajoutant 200 pL de solution de lavage
(20 mM de Tris-HCI pH 7,5; 2 mM de EDTA; 200 mM de NaCl et 60% (v/v)
d’éthanol). Afin d’éliminer tous les contaminants résiduels, le culot est suspendu de
nouveau dans 300 pL d’éthanol 70% (v/v). L’ ADN est élué de la matrice en ajoutant un
tampon de faible force ionique (100 mM Tris-HCI pH 7,5 et 10 mM de EDTA) et se

retrouve dans un volume final de 50 pL.
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8.2  Protoplaste et transformation

8.2.1 S lividans

La préparation des protoplastes de S. lividans est basée sur la méthode de
Hopwood et al.,, (1985). Dans un tube Eppendorf stérile, 50 pL de protoplaste de souche
10-164 sont mélangés doucement avec 10 pL de produit de ligation. Par la suite, 200 pL
d’une solution de polyéthyléne glycol (PEG-masse moléculaire de 6000 Da) 25 % (v/v)
sont ajoutés. La solution est incubée a la température de la piéce durant 1,5 min puis
étalée sur des plats de Pétri contenant du milieu R5. Les plaques sont ensuite incubées a
34°C pendant 16 heures. Les souches de S. [lividans qui sont transformées avec le
plasmide ont la capacité a résister au thiostreptone. Ainsi, pour la sélection des
transformants, 0,5 mg de thiosteptone (diluée dans le I’eau stérile) est répartie
uniformément aux plats de Pétri RS et ce, 16 heures aprés la transformation. Une fois que
le thiostreptone a pénétré dans le milieu, les plats de Pétri sont incubés a nouveau a 34°C

pendant environ 2 jours jusqu’a I’apparition de colonies.

9.0  SEQUENCAGE DES GENES
9.1 Sous-clonage dans M13

Le séquengage des génes mutants de I’ AxeAy est effectué aprés le sous-clonage
des génes dans S. lividans et le criblage des transformants. Le plasmide extrait de chaque
mutant est digéré avec les enzymes de restriction Sphl et Sacl ce qui génére un fragment
de 711 pb correspondant au géne codant pour le peptide signal et le domaine catalytique
de I’AxeAy. Le fragment est élué et purifié du gel d’agarose 1% (p/v) tel que décrit a la
section 7.2. Les vecteurs M13mp18 et M13mp19 sont également digérés avec les mémes
enzymes de restriction et le fragment de 7000 pb obtenu est élué et purifié du gel
d’agarose de la méme fagon. La ligation du vecteur M13 digéré avec le fragment d’ADN

digéré Sphl-Sacl a séquencer s’effectue selon I’explication a la section 7.3.
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9.2 Transfection

La technique de transfection dans E. coli est utilisée afin de permettre une
infection avec le phage M13, dans le but de produire de I’ADN simple brin pour le
séquengage. Avant de procéder a la transfection dans E. coli, il est nécessaire de
préparer une pré-culture de bactéries E. coli DH11S. Ainsi, deux jours avant la
transfection, un inoculum de E. coli DH11S provenant d’un pétri Simmons-Citrate agar
est mis en culture dans 5 mL de milieu liquide 2XTY. Cette pré-culture est incubée avec
agitation, a 37°C pendant 16 heures. A partir de la pré-culture de 5 mL réalisée la veille,
une culture 1/10 de E. coli DH118S est préparée. Cette nouvelle culture est incubée avec

agitation a 37°C pendant 3 heures et sert de cellules de fond lors de la transfection.

La transfection dans E. coli nécessite la préparation de bactéries DH11S
compétentes. Ces bactéries sont produites selon le protocole de la trousse «Unique Site
Elimination Mutagenesis Kit» de la compagnie Pharmacia. L’introduction des formes
réplicatives du phage M13 dans E. coli est effectuée selon la méthode décrite par
Sambrook et al., (1989). Dans un tube Falcon stérile de 10 mL, 300 pL de bactéries
compétentes E. coli DH11S sont mélangées avec 10 pL de produit de ligation. Le
mélange est incubé sur glace pendant 40 min. Par la suite, le mélange est incubé a 42°C
pendant 2 min. Afin de permettre 1’isolement de clones individuels 50 puL, 100 pL et 150
uL du mélange sont ajoutés a un tube contenant 3 mL de gélose molle. A ce tube, 300 pL
de cellules de fond de E. coli (tel que décrit précédemment) sont ajoutés afin de
permettre I’infection par les phages. De plus, 10 uL de isopropylthio-p-D-galactoside
(IPTG) 100 mM et 50 pL de 5-bromo-4-chloro-3-indolyle-B-D-galactoside (X-gal) dans
2% (v/v) de diméthylformamide sont ajoutés. Le mélange est ensuite coulé sur des pétris

contenant du milieu H qui sont incubés a 37°C pendant 16 heures.
9.3 Production et purification d’ ADN simple brin du phage M13

Aprés ’infection des cellules avec le phage M13, il se forme sur les pétris, des

plages de lyse blanches. Ces derniéres sont repiquées avec un cure-dent stérile et
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déposées dans des tubes contenant 1,5 mL d’une culture de cellules E. coli DH11S dans
du milieu 2XTY. Les cultures sont incubées a 37°C pendant 6 heures avec agitation.
Ensuite, les cultures sont centrifugées pendant 10 min et I’ADN simple brin se retrouve
dans le surnageant. Cet ADN est précipité avec une solution de PEG 6000 20% (v/v) et
NaCl 2,5 M. Le culot obtenu est suspendu de nouveau dans 100 pL de tampon TE (10
mM Tris pH 8,0 et 1 mM EDTA) et I’ADN simple brin de la phase acqueuse est précipité
par I’ajout de 0,1 volume d’acétate de sodium 3 M et 2 volumes d’éthanol 95% (v/v). Le

culot d’ADN obtenu est suspendu a nouveau dans 30 pL d’eau stérilisée.
9.4  Cartographie a la nucléase S1 (S1 mapping)

La digestion a la nucléase S1 permet de vérifier la présence de I’insert d’ADN,
sous forme simple brin, dans les phages M13mp18 et M13mp19. La méthode consiste en
’hybridation de 1 pL de I’ADN simple provenant de M13mp18 avec 1 uL d’ADN simple
brin complémentaire, provenant de M13mp19. A ce mélange, 1 pL de chlorure de
sodium 2 M et 5 pL d’eau stérilisée sont ajoutés. Ce mélange est incubé a 90°C pendant
3 min. Par la suite, 1 pL d’un tampon S1 10X (NaOAc 0,5 M pH 4,6; ZnSO,; 45 mM) et
1 uL de nucléase S1 (Pharmacia LKB) diluée a 2 U/pL avec du tampon S1 1X (NaOAc
0,05 M pH 4,6; ZnSO4 4,5 mM) sont ajoutés au tube contenant I’ADN et incubé a 37°C
pendant 30 min. La nucléase S1 digére I’ADN simple brin présent, mais pas I’ADN
double brins. Finalement, 2 pL de tampon de chargement pour électrophorése (voir
section 7.1) sont ajoutés et I’ADN est séparé sur un gel d’agarose de 1% (p/v). Ouilya
eu hybridation, les fragments sont protégés de I’attaque de la nucléase S1 et un fragment

de 711 pb est observé sur le gel d’agarose.

9.5  Séquencage de I’ADN

L’ADN simple brin est séquencé selon la méthode de Sanger et al,, (1977) en
utilisant différents oligonucléotides produits par le «Gene Assembler II» de Pharmacia-
LKB.
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10.0 PRODUCTION DE L’ENZYME

10.1 Conditions de culture

Les productions des enzymes des souches sauvages et mutantes se font dans 7 L
de milieu M14 en utilisant du xylose 1% (p/v) comme source de carbone. Toutes les
productions se font dans des appareils Microferm Fermentor de la compagnie New
Brunswick Co. Inc. L’appareil est ajusté de fagon a obtenir un débit d’air de 10 L/min,
une température de 30°C et un brassage du milieu équivalent a 400 rpm. Le temps de

croissance des souches, dans ces conditions, est de 67 heures.

L’inoculum est préparé a partir de deux précultures de 25 mL en milieu TSB
incubées a 34°C a 240 rpm. Apres 24 heures de croissance, le mycéllium obtenu est
transféré dans 500 mL de milieu M14 supplémenté de xylose. Ce milieu est par la suite
incubé a 34°C a 240 rpm. Aprés 48 heures de croissance, la totalité de ce dernier milieu

de culture est transférée stérilement dans la cuve du fermenteur.

10.2  Récupération et concentration de I’enzyme

L’Axe, est une enzyme sécrétée et se retrouve, lors d’une production, dans le
surnageant de culture. Le surnageant est récupéré par une filtration du milieu de culture
sur papier Wathman no°l. Par la suite, le surnageant est passé a travers un filtre de 0,2
pum (Sartorius) et les protéines totales du surnageant subissent une ultrafiltration a débit
tangantielle par ’appareil Pellicon (Millipore) contenant une membrane Omega de 5
pieds carrés et de porosité de 3KDa (Filtron). Cette ultrafiltration s’effectue dans un
tampon citrate 100 mM pH 6,0. Le retentat obtenu est de nouveau concentré a travers un
appareil d’ultrafiltration (Amicon) contenant une membrane de porosité de 3KDa (Pall

Filtron) et ce, jusqu’a I’obtention d’une concentration de protéines totales de 15 mg/mL.
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11.0 PURIFICATION DES ENZYMES
11.1 Echangeurs d’ions

Seule I’enzyme sauvage a été purifiée par colonne échangeuse d’ions. La colonne
échangeuse de cations carboxyméthyl (CM) sépharose AP2 (Waters) (20 mm X 100 mm)
est montée sur I’appareil a chromatographie liquide rapide des protéines (FPLC) de
Waters (Millipore) modéle 625 LC. La colonne est équilibrée dans du tampon Mes-
NaOH 20 mM pH 6,0 a un débit linéaire de 76,4 cm/h. L’échantillon de protéines doit
également étre dialysé contre un tampon Mes-NaOH pH 6,0. Afin de favoriser, par
rapport aux ions Na’ provenant du tampon, I’attachement des protéines chargées
positivement a la résine de la colonne, il est préférable de dialyser 1’échantillon de
protéines contre un tampon de plus faible concentration que celui utilisé pour
I’équilibration de la colonne. De ce fait, I’échantillon est dialysé contre du tampon Mes-
NaOH 5 mM pH 6,0, est filtré sur un filtre 0,2 pm (Acrodisc, Gelman Sciences).
L’échantillon (210 mg de protéines) est injecté avec un débit linéaire de 76,4 cm/h. La
colonne est lavée avec le tampon Mes-NaOH 20 mM pH 6,0 a un débit de 76,4 cmv/h. Le

programme d’élution est ensuite amorcé (tableau 3).

Les fractions sont ensuite récupérées avec le collecteur de fractions Frac-300 de
Pharmacia. L’élution des protéines est suivie par absorbance a une longueur d’onde de
280 nm sur le détecteur a ultra-violet de Waters modéle 484. L’enregistreur utilisé
provient de la compagnie Kipp & Zonen modele BD 40. La colonne est lavée avec 100
% de NaCl 1 M dans du tampon Mes-NaOH 20 mM pH 6,0 a 76,4 cm/h.

Les fractions contenant I’AxeAy, déterminées par SDS-PAGE et par le profil
d’élution, sont réunies et concentrées a environ 15 mg/mL. La concentration s’effectue
avec I’appareil d’ultrafiltration Amicon contenant une membrane de porosité de 3 KDa
(Pall Filtron).



46

Tableau 3 : Programme d’élution de I’ AxeAy sur la colonne CM-Sépharose AP2

Temps (min) % A %B %C %D
Initial 100 0 0 0
90 80 20 0 0
100 0 100 0 0
140 0 100 0 0
150 0 0 100 0
190 0 0 100 0
191 0 0 0 100
210 0 0 100
215 0 0 0 100

A : Tampon 20 mM Mes-NaOH pH 6,0
B : Tampon 20 mM Mes-NaOH pH 6,0
C : eau Milli-Q
D : NaN; ImM

11.2  Tamis moléculaire

L’enzyme sauvage a été purifiée une deuxiéme fois par tamis moléculaire. De
méme, c’est par tamis moléculaire que les enzymes mutantes ont été purifiées. La
colonne Superdex HR-75 (Pharmacia) est montée sur I’appareil HPLC de Waters
(Millipore) modéle 510. La colonne (10 mm X 300 mm) est maintenue a 4°C et est
équilibrée dans du tampon sodium-phosphate 0.1 M pH 6,0, 4 un débit linéaire de 90
cm/h. La solution de protéines a purifier est filtrée a travers un filtre Filtropur S plus 0,2
um (Sarstedt). L’échantillon est injecté a raison de 2 mL (environ 30 mg de protéines) et
les différentes fractions sont récupérées avec le collecteur de fraction Frac-100
(Pharmacia) réglé a 4 min par fraction. La densité optique (lue a une longueur d’onde de

280 nm) des fractions recueillies est prise par le détecteur Optical Unit UV-1. Les
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fractions pures, déterminées par SDS-PAGE et par le profil d’¢lution, sont réunies et
concentrées, jusqu’au volume désiré, par I’appareil d’ultrafiltration (Amicon) contenant
une membrane de porosité 3KDa (Pall Filtron). Afin de prévenir la dénaturation des
protéines, 5% (v/v) de glycérol est ajouté a la solution d’enzyme pure puis conservé a -
70°C.

12.0 ANALYSE DES PROTEINES
12.1 Dosage des protéines

Les protéines totales sont dosées en utilisant la méthode développée par Lowry et
al., (1951) en utilisant la fraction V de I’albumine de sérum bovin (BSA) (Bio Rad)

comme standard.

122  SDS-PAGE

Les protéines sont séparées sur SDS-PAGE de 12,5% en utilisant la technique
décrite par Laemmli e al., (1970).

Une deuxiéme technique de SDS-PAGE est utilisée. Cette technique est réalisée
sur Phast Gel de 12,5% de Pharmacia avec I’appareil Phast System de Pharmacia. 10 uL
d’échantillon sont ajoutés a 5 pL de tampon de chargement 3X (concentrations finales :
2,5% (p/v) de SDS; 10 mM de Tris-HCI-EDTA; 5% (v/v) de B-mercaptoéthanol;
0,0075% (p/v) de bleu de bromophénol dans de I’eau distillée), et chauffés a 100°C
pendant 7 min. 4 pL de I’échantillon sont chargés sur un peigne (Sample Applicator de 4
uL de Pharmacia) et séparés jusqu’a 70 mVh. La coloration du gel au nitrate d’argent se
fait selon la méthode du « Development Unit » de I’appareil Phast System de Pharmacia
un utilisant les standards de poids moléculaires « Electrophoresis calibration kit » de
Pharmacia-LKB comprenant : la phosphorylase b de 94 kDa, I’albumine de sérum bovin
de 67 kDa, I’ovalbumine de 43 kDa, I’anhydrase carbonique de 30 kDa, I’inhibiteur de la
trypsine de soya de 20,1 kDa et I’a-lactalbumine de 14,4 kDa.
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12.3 Détermination du point isoélectrique

Les échantillons a analyser sont séparés sur un gel contenant des ampholytes de
pH 3 a 9 (Phast Gel de Pharmacia) par I’appareil Phast System. 4 pL d’échantillon sont
déposés sur le gel avec I’applicateur (Sample Applicator de 4 pL de Pharmacia) et la
séparation est effectuée selon le programme de 1’appareil pour la détermination du point
isoélectrique (filiere No 100 des techniques de séparation de PhastSystem- Pharmacia
LKB). Le gel est ensuite coloré a I’argent selon les indications de la compagnie (filiére

No 210 des techniques de développement de PhastSystem- Pharmacia LKB).

124 Immunobuvardage de type Western

Les protéines du gel de polyacrylamide sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Protran, 45 um) en utilisant un tampon de transfert (25 mM de Tris; 192
mM de glycine et 20% (v/v) de méthanol) et un courant électrique de 30 volts durant 16
heures. Les sites non spécifiques de la membrane séchée sont bloqués avec 30 mL d’une
solution de blocage durant 30 min. Cette solution de blocage est constituée d’un tampon
salin (TBS) (20 mM de Tris et 500 mM de NaCl) pH 7,5 contenant 3% (p/v) de gélatine.
Par la suite, la membrane est lavée trois fois 5 min avec 30 mL de solution de lavage
(0,05% (v/v) de Tween 80 solubilisé dans du TBS pH 7,5) puis incubée avec 30 mL de la
solution d’anticorps primaire (70 pL d’anticorps polyclonaux anti-AxeA provenant de
lapins; 29 mL de solution de lavage et 1 mL de solution de blocage). Les anticorps
réagissent pendant 16 heures a 4°C ou pendant 1 heure a la température de la piéce avec
une légere agitation. Aprés trois lavages de 5 min, la membrane est incubée avec la
solution d’anticorps secondaire (20 mL de solution de lavage, 10 mL de solution de
blocage et 15 pL d’anticorps anti-IgG de lapin couplé a la phosphatase alcaline
(Boehringer Mannheim)) pendant 1 heure a la température de la piéce avec une légére
agitation. La membrane est lavée trois fois 5 min avec la solution de lavage et une fois 5
min avec la solution de TBS pH 7,5. Finalement la membrane est incubée avec une
solution de développement contenant 15 pL de solution stock NBT (Nitro blue

tetrazolium chloride)/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt)
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(Boehringer Mannheim) et 10 mL de solution de coloration (50 mM de MgCl;+6H;0; 100
mM de Tris et 100 mM de NaCl pH 9,5). Une fois que le niveau de développement
désiré est atteint, la réaction est arrétée par deux lavages de 5 min avec de I’eau distillée.
Les standards de poids moléculaires « Rainbow mix » de Amersham sont utilisés comme
marqueurs et comprennent : la myosin & 220 kDa, la phosphorylase b a 97,4 kDa,
1’albumine de sérum bovin a 66 kDa, I’ovalbumine & 46 kDa, I’anhydrase carbonique a 30

kDa, I’inhibiteur de la trypsine 4 21,5 kDa et la lysosyme a 14,3 kDa.

Une deuxiéme technique est également utilisée pour le transfert des protéines.
Cette technique est réalisée sur I’appareil Phast System de Pharmacia et le transfert
s’effectue selon le programme de I’appareil (filiére No 221 des techniques de transfert

avec le PhastSystem- Pharmacia LKB).

13.0 DETERMINATION DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE

13.1 Préparation du substrat xylane acétylé

Du xylane acétylé est utilisé comme substrat lors des tests d’activité enzymatique.
La préparation de ce substrat est effectuée selon la technique décrite par Johnson et al.,
(1988). 10 g de xylane de bouleau sont lentement ajoutés a 250 mL de diméthyle
sulfoxide (DMSO) et ce, avec une légére agitation et a la température de la piéce. Une
fois la solution homogeéne, la préparation est chauffée a 55°C pour environ 20 min ou
jusqu’a ce que la solubilisation soit compléte. Du borate de sodium est ensuite ajouté a
une concentration finale de 0,8% (p/v). Par la suite, 200 mL d’anhydride acétique
préchauffé a 60°C sont ajoutés, durant une période d’environ 5 minutes, a la solution.
Une fois que tout I’anhydride acétique a été ajouté, la solution de xylane est répartie dans
deux membranes a dialyse (Spectra/Por perméabilité : 3500 Da). Les membranes sont
placées dans un bac ou il y a une circulation constante d’eau. Aprés S jours de dialyse, la

solution est lyophilisée.
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152 Tests quantitatifs pour I’ AxeAy
13.2.1  Substrat : xylane acétylé

La méthode développée par Dupont et al., (1996) mesure la quantité d’acide
acétique libérée. Les tests sont effectués dans des tubes Eppendorf dans un volume final
de 500 pL contenant 1% (p/v) de xylane acétylé dissous dans du tampon phosphate de
sodium 100 mM, pH 6,0. Aprés avoir préincubé dans un bain d’eau le substrat pendant
10 min a 50°C, 50 puL d’enzyme (total de 100 ng) sont ajoutés pour démarrer la réaction
de déacétylation. Le test dure 10 min a 50°C. La réaction est arrétée en ajoutant 100 pL
d’acide sulfurique 0,33 M. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 2 min a
13 000 g a la température de la piéce. Le surnageant récupéré est passé a travers un filtre
de 0,45 um (Acrodisc, Gelman Sciences) et I’acide acétique est quantifié (voir section

13.3). Un échantillon contrdle est testé afin d’éliminer le bruit de fond.

13.2.2 Substrat : méthyle tri-O-acétyle-B-D-xylopyranoside

Les tests réalisés avec le substrat méthyle tri-O-acétyle-B-D-xylopyranoside sont
effectués dans des tubes Eppendorf dans un volume final de 500 pL contenant 14,5 mM
du substrat dissous dans du tampon phosphate de sodium 100 mM pH 6,0. Aprés avoir
préincubé dans un bain d’eau le substrat pendant 10 min a 40°C, 50 uL d’enzyme sont
ajoutés de fagon a obtenir une concentration finale d’enzyme de 150 ug/mL. La réaction
est arrétée en prélevant, a différents temps d’incubation, 50 pL de la solution
enzymatique qui sont ajoutés a 50 uL d’acide sulfurique 0,33 M. Les échantillons sont
ensuite centrifugés a 13 000 g pendant 2 min a la température de la piéce. Le surnageant
est récupéré et passé a travers un filtre de 0,45 pm (Acrodisc, Gelman Sciences) et I’acide
acétique est quantifié en injectant 20 pL de I’échantillon sur HPLC (13.3). Un
échantillon contréle est testé et ce, aux différents temps d’incubation, afin d’éliminer le
bruit de fond.



51

13.3 Quantification de I’acide acétique

La quantification de I’acide acétique est basée sur la méthode employée par
Dupont et Clarke, (1991). Les échantillons sont passés sur une colonne HPX-87H de 7,8
mm x 300 mm (Bio-Rad), maintenue a 45°C, et qui est montée sur I’appareil HPLC de
Waters (Millipore) modéle 510. La phase mobile utilisée est de 1’acide sulfurique pH 1,5,
réglé a un débit linéaire de 62,9 cm/h. Les échantillons sont placés dans un
autoéchantilloneur (Spectra Physics modele SP8880) et sont maintenus a 15°C par
I’appareil Spectra Physics modéle SP 8760. L’acide acétique est quantifié en injectant
100 pL et 20 pL des échantillons testés avec le xylane acétylé et le méthyle tri-O-acétyle-
B-D-xylopyranoside respectivement. La détection de I’acide acétique, aprés un temps de
rétention de 19,5 min, est effectuée par absorbance a une longueur d’onde de 210 nm sur
le détecteur UV de Waters modeéle 484. L’enregistreur utilisé est de la compagnie Dionex.
Cet enregistreur posséde une interface qui rend possible I’analyse des données acquises
par le logiciel Peaknet. La différence entre la quantité d’acide acétique libéré par
I’échantillon et celle libérée par le contrdle est employée pour calculer la quantité d’acide
acétique produit pour un échantillon. L’acide acétique glaciale est utilisée comme

standard.

13.4 Tests quantitatifs avec la trypsine

Le protocole des tests quantitatifs effectués avec la trypsine est basé sur celui
utilisé par Bascaran et al., (1990). Dans un tube Eppendorf, 50 puL de trypsine (1pg total)
sont mis en solution avec 50 pL d’azocaséine 1% (p/v) (Sigma) qui est dilué avec du
Tris-HCI 0,2 M pH 7,2. L’échantillon est ensuite incubé a 40°C pendant 10 min. La
réaction est arrétée en ajoutant 400 pL de TCA 5% (p/v) et I’échantillon est ensuite mis
sur de la glace pendant 30 min. L’échantillon est centrifugé a 13 000 g pendant 10 min a
la température de la piéce et le surnageant est récupéré. 500 pL de NaOH 0,5 N sont
ensuite ajoutés au surnageant. L’absorbance est lue a une longueur d’onde de 340 nm

avec le spectrométre Milton Roy modéle 3000. Une unité d’activité est définie comme
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étant la quantité d’enzyme produisant une augmentation de 1 en absorbance en une heure

dans les conditions choisies.

140 REACTION D’INHIBITION

14.1  Inhibition avec le fluorure de benzyle sulfonyle (PMSF)

Les réactions d’inhibition au PMSF sont effectuées dans du tampon phosphate de
sodium 100 mM pH 6,0 et a la température de la piéce. Dans un tube Eppendorf, 400 uL
d’enzyme (total de 0,3 ug), sont mis en solution avec 100 pL de PMSF 50 mM, 25 mM
ou 5 mM dissous dans de I’isopropanol (concentration finale de PMSF 10, 5 et 1 mM).
Le temps d’incubation varie entre 15 min et 120 min. Aux différents temps d’incubation,
125 uL de xylane acétylé 5% (p/v) dissous dans du tampon phosphate de sodium 100 mM
pH 7,0 sont ajoutés au tube (concentration finale de xylane: 1% (p/v)). Le temps de
réaction avec le substrat est de 30 min et la réaction est arrétée en ajoutant 125 uL d’acide
sulfurique 0,33 M. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 13 000 g pendant 2 min a
la température de la piéce. Le surnageant est récupéré et passé a travers un filtre de 0,45

um (Acrodisc, Gelman Sciences) et I’acide acétique est quantifié.

14.2 Inhibition avec le fluorophosphate de diisopropyle (DFP)

Des expériences d’inhibition au DFP (Calbiochem) ont été effectuées avec
I’ AxeA et la trypsine provenant d’un pancréas de bovin (Boehringer Mannheim). Toutes
les réactions d’inhibition au DFP sont effectuées dans du tampon phosphate de sodium
100 mM pH 7.5 et a la température de la piéce. Dans un tube Eppendorf, 20 pM
d’enzyme (AxeAy ou trypsine) sont incubés avec une concentration de 5 mM de DFP
pour un volume final de 500 pL. Aprés une heure d’incubation, I’échantillon est
complétement évaporé sous un jet d’azote. Le culot obtenu est suspendu dans 500 pL
d’eau milliQ. L’échantillon est par la suite dialysé trois fois & 4°C contre 5 L d’eau
milliQ filtré 0,2 pm (Gelman Science) afin d’éliminer le DFP excédentaire. Par la suite,

un dosage des protéines effectué a une longueur d’onde de 280 nm est effectué avec le
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spectrométre Milton Roy modéle 3000. Des tests d’activité enzymatique avec le substrat

xylane acétylé (13.2.1) et des analyses par spectrométrie de masse sont ensuite effectués.
14.3 Inhibition avec le fluorophosphate de diisopropyle marqué au tritium ["HJDFP

Des expériences d’inhibition au ["’HJDFP (Mandel Scientific) ont été effectuées
avec I’AxeAy et avec I’AxeA compléte (comportant le domaine de fixation au xylane).
Toutes les réactions d’inhibition au [’H]DFP sont effectuées dans du tampon phosphate
de sodium 100 mM pH 7,5 et a la température de la piéce. Dans un tube Eppendorf,
20 uM d’enzyme (AxeAy ou AxeA compléte) sont incubés avec 4,44 MBq de [*H]DFP
et 5 mM de DFP froid (Calbiochem), pour un volume final de 500 uL. Apreés une heure
d’incubation, I’échantillon est complétement évaporé sous un jet d’azote. Le culot obtenu
est suspendu dans 500 pL d’eau milliQ. L’échantillon est par la suite dialysé trois fois a
4°C contre 5 L d’eau milliQ filtré 0,2 pum (Gelman Science) afin d’éliminer le DFP
excédentaire. Par la suite, un dosage des protéines est effectué avec le spectromeétre
Milton Roy modéle 3000. Des tests d’activités enzymatiques avec le substrat xylane

acétylé (13.2.1) et des analyses par HPLC sont ensuite effectués.

14.4 Inhibition avec le phosphate de diisopropyle (DP)

Des expériences d’inhibition au DP (forme hydrolysée du DFP) ont été effectuées
avec I’AxeAy,. Le DP est obtenu en incubant du DFP dans de I’eau milliQ pendant 18
heures. La réaction d’inhibition au DP est effectuée dans du tampon phosphate de sodium
100 mM pH 7,5 et a la température de la piéce. Dans un tube Eppendorf, 20 uM
d’enzyme (AxeAy) sont incubés avec une concentration de 5 mM de DP pour un volume
final de 500 pL. Aprés une heure d’incubation, I’échantillon est complétement évaporé
sous un jet d’azote. Le culot obtenu est suspendu dans 500 pL d’eau milliQ.
L’échantillon est par la suite dialysé trois fois a 4°C contre 5 L d’eau milliQ filtré 0,2 pm
(Gelman Science). Par la suite, un dosage des protéines a 280 nm est effectué avec le
spectromeétre Milton Roy modéle 3000. Des tests d’activité enzymatique avec le substrat

xylane acétylé (13.2.1) et des analyses par spectrométrie de masse sont ensuite effectués.
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15.0 DIGESTION PEPTIDIQUE
15.1 Digestion avec la trypsine

.3202Aes digestions peptidiques ont été effectuées avec I’AxeAy et I’AxeA compléte.
Dans un tube Eppendorf, 100 pg d’enzyme (AxeAy ou AxeA compléte) sont dénaturés
dans 25 pL de GuHCL 6 M contenu dans un tampon NH;HCO; 100 mM pH 8,6. La
dénaturation a lieu a 50°C pendant 30 min. Par la suite, 0,5 pL de dithiothréitol (DTT)
(concentration finale de 20 mM) est ajouté au tube puis incubé a 30°C pendant 2 h.
Ensuite, 1,02 pL de I’iodoacétamide (concentration finale de 40 mM) est ajouté a
I’échantillon puis incubé a la noirceur pendant 30 min a la température de la piéce. Suite
a I’incubation, 106 pL de GuHCL 6M et 1 190 uL de NH/HCO; 50 mM pH 8,6 sont
ajoutés au meélange réactionnel. Finalement 5 pg de trypsine « sequencing grade »
(Promega) sont ajoutés au mélange afin d’obtenir un ratio trypsine : AxeA de 1:20. La

réaction de digestion a lieu a 37°C pendant 18 h.

15.2  Séparation des peptides

Les peptides digérés sont séparés sur une colonne de phase inverse Nova-Pak C;g
de 3.9 mm x 150 mm (Waters), qui est montée sur I’appareil HPLC de Waters (Millipore)
modéle 510. La phase mobile utilisée, TFA 0,065% (v/v) dans de I’eau milliQ filtré 0,2
pum, est réglée a un débit linéaire de 252 cm/h. La solution d’élution utilisée est
constituée de 68 % d’acétonitrile (v/v) et de 0,05% (v/v) de TFA dans de ’eau milliQ
filtrée 0,2 pm. Environ 100 pL d’échantillon (30 pg de peptides) , préalablement filtrés
sur un filtre de 0,45 pm (Acrodisc, Gelman Sciences) sont injectés dans I’appareil. Le
programme de gradient d’élution est contrdlé par I’appareil « Automated Gradient
Controller » de Waters. Le tableau 4 présente le programme d’élution utilisé pour les
peptides. L’élution des peptides est suivie par absorbance a une longueur d’onde de 214
nm sur le détecteur ultraviolet de Waters modéle 484. L’enregistreur utilisé est de la

compagnie Dionex. Cet enregistreur posséde une interface qui rend possible 1’analyse
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Tableau 4. Programme d’élution des peptides sur la colonne Nova-Pak C-18

Temps (min) Débit %A %B
(cm/h) 0,065 % TFA 68% acétonitrile + 0,05%
TFA
Initial 252 100 0
5 252 100 0
20 252 75 25
40 252 50 50
60 252 25 75
85 252 0 100
95 252 0 100
98 252 100 0
110 252 100 0

des données acquises et, par le fait méme, le suivi de la séparation des peptides par le

logiciel Peaknet.

153  Mesure de la radioactivité des peptides

Les fractions des peptides sont recueillies 4 la main et ce, & la sortie de
I’échantillon du détecteur ultra-violet. Les fractions sont collectées & chaque deux
minutes. Par la suite, 200 pL de I’échantillon récolté sont mélangés avec 7 mL de liquide
a scintillation Eco Lite (ICN). La radioactivité est mesurée avec le compteur 2

scintillation de Beckman modéle LS 1701. Les comptes sont effectués pour 1 min.
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16.0 ANALYSE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

16.1  Analyse de I’ AxeA, en mode electrospray

L’AxeAy analysée par spectrométriec de masse est diluée dans de I’eau milliQ
(contenant 0,1% (v/v) d’acide formique) qui est filtrée sur un filtre de 0,2 pm (Gelman
Science). L’échantillon est injecté dans le spectrométre de masse Micromass modéle
Quattro II. Le voltage attribué au capillaire, le voltage du cone, le voltage de I’extraction,
la température du bloc source et la température attribuée a 1’azote pour la désolvatation
varient selon I’échantillon a analyser. Ainsi, les conditions spécifiques utilisées pour
chaque échantillons analysés sont mentionnées lors de la description des figures dans la
section résultats. Les données enregistrées sont traitées par le logiciel MassLynx version
33

16.2  Analyse des peptides de I’ AxeA, en mode nanoflow

Les peptides analysés par spectrométrie de masse doivent étre d’abord purifiés a
’aide de ZipTip contenant une résine C;3 (Millipore). Les ZipTips sont des embouts de
pipette qui contiennent une résine C;g servant a la purification de peptides. Le protocole
de purification par ZipTip est indiqué dans le « User Guide for reversed-phase ZipTip ».
Suite a la purification par ZipTip, 2 pg de peptides purifiés sont obtenus dans 12 pL
d’acétonitrile 80 % (v/v) + TFA 0,1 % (v/v). L’échantillon de peptides est injecté dans le
spectrométre de masse Micromass modéle Quattro 1I dans les conditions suivantes : un
voltage de 0,89 V est attribué au capillaire, un voltage de 5 V au cone, un voltage de 3V
pour I’extraction et une température 80°C du bloc source. Lors de la fragmentation des
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